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Resumen

En el presente trabajo de investigacion se sintetizé una biblioteca de materiales
basados en copolimeros en bloque anfifilicos de composiciones variables empleando
mondmeros biocompatibles y altamente biodegradables de Ecaprolactona (ECL) y 5-
metil-5-propargiloxicarbonil-1,3-dioxan-2-ona (MCP). Los andamios poliméricos fueron
bioconjugados con un numero controlado de moléculas de 1,2-distearoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina (DSPE), &cido oleico o colesterol. La constatacion de las estructuras
se realizO6 empleando técnicas espectroscépicas de FT-IR y 'H-RMN. Sus
distribuciones de peso molecular fueron obtenidas mediante cromatografia de
permeacion en gel (GPC). Las metodologias sintéticas propuestas resultaron ser
viables para la obtenciébn de materiales con pesos moleculares controlados y
dispersiones estrechas, propiciando un control sobre la arquitectura de los

copolimeros.

Se evalud la influencia de estas modificaciones estructurales en las propiedades
morfologicas de los materiales empleando calorimetria diferencial de barrido (DSC). El
estudio térmico de los copolimeros evidencié una disminucion de la cristalinidad de los
materiales bioconjugados y se determin6 que la adicion de estas biomoléculas en las
estructuras permite modular las propiedades fisicoquimicas de los mismos. Mediante
un andlisis de componentes principales (ACP) se determind que las propiedades de

los copolimeros relacionadas con su potencial aplicacion en el encapsulamiento de
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farmacos dependen de la naturaleza del segmento hidrofébico y el nimero de
unidades de carbonatos en las estructuras. De igual forma, se determiné que hay una
gran influencia en la naturaleza de las biomoléculas conjugadas en las caracteristicas

de los materiales.

Empleando la metodologia de nanoprecipitacion se obtuvo dispersiones micelares
cuyos diametros nanométricos fueron evaluados mediante dispersion dinamica de luz
(DLS). Las nanoparticulas autoensambladas a partir de copolimeros bioconjugados
con DSPE demostraron tener carga superficial negativa y esta fue determinada
mediante la medicién de su potencial € Estos nanotrasportadores demostraron ser
sistemas termodinamicamente estables, evidenciado por una disminucion drastica en
los valores de concentraciones micelares criticas (CMC) de los sistemas
bioconjugados. Adicionalmente, estos sistemas demostraron ser cinéticamente
estables ya que sus transiciones térmicas en las cuales se evidencié una disminucion
de la cristalinidad de los copolimeros asociado a la presencia de grupos hidrofébicos
y voluminosos cuyas interacciones entre cadenas dificultan la formacion de arreglos
regulares obteniendo sistemas con un mayor volumen libre entre cadenas poliméricas
en cuyos espacios se favorece el encapsulamiento de farmacos de baja
hidrosolubilidad.

Los copolimeros biomiméticos sintetizados en este trabajo de investigacion
corresponden a estructuras novedosas que aun no se encuentran reportadas en la
literatura. Adicionalmente, los sistemas micelares obtenidos a partir del
autoensamblaje de estos materiales en medio acuoso cumplen con los requerimientos
para ser empleados en el transporte de farmacos y ofrecen perspectivas poderosas
respecto del aumento de la magnitud sus interacciones de los copolimeros con la

anfotericina B.

Palabras clave: Copolimeros, policaprolactona, biomoléculas, micelas, Anfotericina
B.
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Abstract

In the present research a library of materials based on amphiphilic block copolymers of
variable compositions was synthesized using biocompatible and highly biodegradable
monomer-s apf olla-<t)an 8-mdthyl-5-propargiloxycarbonyl-1,3-dioxan -
2-one (MCP). The polymeric scaffolds were bioconjugated with a controlled number of
1,2-distearoyl-sn-glycerol-3-phosphoethanolamine (DSPE), oleic acid, or cholesterol
molecules. The verification of the structures was carried out using FT-IR and 1H-NMR
spectroscopic techniques. Their molecular weight distributions were obtained by gel
permeation chromatography (GPC). The proposed synthetic methodologies turned out
to be viable for obtaining materials with controlled molecular weights and narrow

dispersions, promoting control over the architecture of the copolymers.

The influence of these structural modifications on the morphological properties of the
materials was evaluated using differential scanning calorimetry (DSC). The thermal
study of the copolymers showed a decrease in the crystallinity of the bioconjugated
materials and it was determined that the addition of these biomolecules in the structures
allows modulating their physicochemical properties. By means of a principal
component analysis (PCA) it was determined that the properties of the copolymers
related to their potential application in the encapsulation of drugs depend on the nature
of the hydrophobic segment and the number of carbonate units in the structures.
Similarly, it was determined that there is a great influence on the nature of conjugated

biomolecules on the characteristics of the materials.

Using the nanoprecipitation methodology, micellar dispersions were obtained whose

nanometric diameters were evaluated by dynamic light scattering (DLS). Self-
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assembled nanoparticles from bioconjugated copolymers with DSPE were shown to
have a negative surface charge and this was determined by measuring their potential
6 . T hamcstransporters proved to be thermodynamically stable systems, evidenced
by a drastic decrease in the critical micellar concentration (CMC) values of the
bioconjugated systems. Additionally, these systems proved to be kinetically stable
since their thermal transitions in which a decrease in the crystallinity of the copolymers
was evidenced, associated with the presence of hydrophobic and bulky groups whose
interactions between chains hinder the formation of regular arrangements obtaining
systems with a higher free volume between polymer chains in whose spaces the

encapsulation of drugs of low water solubility is favored.

The biomimetic copolymers synthesized in this research work correspond to novel
structures that have not yet been reported in the literature. Additionally, the micellar
systems obtained from the self-assembly of these materials in an aqueous medium
meet the requirements to be used in the transport of drugs and offer powerful
perspectives regarding the magnitude increase in their interactions of the copolymers

with amphotericin B.

Key words: Copolymers, polycaprolactone, biomolecules, micelles, Amphotericin B.
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Introduccioén

El &rea de investigacion en polimeros ha permitido el desarrollo de una gran diversidad
de estructuras quimicas indispensables para mejorar la salud humana y la calidad de
vida de la era moderna. El catalogo de estructuras cada vez se hace mas amplio
gracias a la sintesis de nuevos monomeros y metodologias para su polimerizacion,
ademas de las diversas modificaciones estructurales de estos materiales permitiendo
la modulacion de sus propiedades fisicoquimicas ampliando un rango especifico de
aplicaciones.(Madeleine, 2005)

El uso de estos materiales en el area de la nanomedicina precisa propiedades de
biodegradabilidad, biocompatibilidad, baja o nula inmunogenicidad y citotoxicidad.
Aunque los polimeros obtenidos de fuentes naturales (plantas, animales, hongos y
bacterias) poseen las caracteristicas anteriores, su uso es limitado debido a que su
composicion es variable en funciéon de su ambiente biolégico. En consecuencia, se
hace necesario el uso de polimeros sintéticos. A pesar de que a estos materiales se
les atribuye una facil estandarizacion y escalamiento presentan desventajas en cuanto
a su biodegradabilidad, inmunogenicidad y selectividad. Para la elaboracion de este
proyecto de investigacibn se emple6 una variedad de estructuras poliméricas
conocidas y permitidas por de la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los
Estados Unidos (FDA) como lo son el acido polilactico (PLA), el polietilenglicol (PEG)
y la policaprolactona (PCL) que poseen las caracteristicas ventajosas de los polimeros
sintéticos tal como solubilidad, procesabilidad y escalabilidad. (Santa, Cristiam
Fernando; Lopez, 2013).

Estos copolimeros en bloque fueron modificados con un numero controlado de
biomoléculas en sus estructuras mediante dos aproximaciones sintéticas distintas que
involucran procesos de carboxilacién sucedida por una amidacion o el uso de quimica
click. Las biomoléculas le contribuyen con un aumento de la selectividad entre el
polimero y el farmaco, y contribuyen a aumentar la biodegradabilidad de los materiales.
El 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina es un fosfolipido presente en las

membranas celulares y posee una estructura anfifilica, este puede interactuar
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mediante fuerzas débiles con la Anfotericina B (AmB) debido a la presencia de cadenas
apolares y adicionalmente interactia mediante fuerzas fuertes debido a la presencia
del grupo fosfato que favorece la formacién de enlaces de hidrégeno. Las moléculas
de colesterol o 4cido oleico interactian con la AmB mediante fuerzas débiles con el

farmaco debido a que son esencialmente apolares.

Los materiales bioconjugados sintetizados emplearon como estrategia en su disefo
el concepto de la vectorizacion activa, es decir, mediante el control del tamafio de los
nano trasportadores, en su funcionalizacion con biomoléculas y con agentes
enmascarantes como el mPEG cuya funcion es proteger las estructuras hanométricas
para evitar su fagocitosis (Farokhzad & Langer, 2009). La sinergia entre estos atributos
hace de estos materiales una alternativa promisoria para el desarrollo de dispositivos
con aplicacion en el transporte de farmacos de baja hidrosolubilidad como la AmB ya
gue aumenta su biodisponibilidad mediante su encapsulamiento en sistemas
poliméricos biocompatibles, favoreciendo su estabilidad, eficacia y liberacién
controlada (Kai-Steffen Krannig, 2014).



Objetivos

Objetivo general

Disefar sistemas micelares nanoestructurados para la encapsulacion de Anfotericina
B a partir de copolimeros en bloque conjugados con moléculas hidrofébicas de los

cuales presumen interacciones favorables con este farmaco.

Objetivos especificos

A Determinar las condiciones experimentales requeridas para la sintesis de
copolimeros en bloque anfifilicos biodegradables y su bioconjugacion con 1,2-

distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, colesterol o &cido oleico.

A Establecer relaciones entre la estructura de los materiales poliméricos y su
desempeiio en la fabricacion de vehiculos micelares para la AmB.
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1.1 Copolimeros en bloque

Los copolimeros son materiales poliméricos derivados de mas de un tipo de monémero
enlazados covalentemente, los cuales pueden polimerizarse constituyendo unidades
repetitivas de las cadenas poliméricas (Jenkins et al., 1996). Este tipo de materiales se
clasifica segun el ordenamiento de sus dominios de la siguiente manera: al azar,

alternados, en bloque y de injerto como se muestra en la Tabla 1-1(Li, 2012).

Tabla 1-1: Diferentes arquitecturas de los copolimeros: A. Copolimero al azar, B.

Copolimero alternado, C. Copolimero en blogue, D. Copolimero de injerto (Letchford,

2007)

Copolimero

Estructura

Al azar

.-""'.M" ‘.."“"""'q

Alternado

En bloque

De injerto
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1.2 Autoensamblaje de copolimeros en medio acuoso

El autoensamble de copolimeros en medio acuoso puede generar principalmente
cuatro tipos de estructuras diferentes: micelas, nanoparticulas, nanocapsulas y
polimersomas, gracias a que poseen una estructura similar a los tensoactivos
(Letchford, 2007). Las micelas basadas en copolimeros en bloque anfifilicos (CBA) son
empleadas en aplicaciones relacionadas con la encapsulacion, estabilizacion y
liberacién controlada de farmacos bioldgicamente activos de baja hidrosolubilidad
(Jones, 1999; Adams, 2003).

Esto se debe en gran parte a que estos sistemas se caracterizan por su estabilidad
termodinamica (Yokoyama, 1993), lo que indica que las estructuras son menos
propensas a disolverse a bajas concentraciones o mas estables frente a los procesos
de dilucion. De manera similar, las micelas de CBA son cinéticamente estables, ya
gue su disociacion en unimeros es un proceso lento, incluso en condiciones de dilucion
extrema (Halperin, 1989), lo cual las hace sistemas idéneos este tipo de aplicaciones.
Adicionalmente, los agregados micelares presentan tamafios pequefios usualmente
cercanos a los 100 nm, lo cual es muy conveniente para su aplicacibn como nano
transportadores ya que evita que los sistemas sean eliminados por filtracion capilar
(Gong, 2012; Li, 2012; Stolnik, 2012). El disefio de vehiculos nanométricos del farmaco
debe llevarse a cabo de manera que favorezca un mayor nimero de rutas de trasporte.
Esto se puede lograr mediante el control del tamafio y las caracteristicas quimicas
superficiales de las nanoparticulas, ya que aquellas con didmetros alrededor de 100
nm poseen una mayor probabilidad de ser absorbidas, mientras que particulas de
diametro superior a 500 nm dificilmente llegan al torrente sanguineo mediante el tracto

gastrointestinal (Jung, 2000).

Estas nanoestructuras poseen una estructura de tipo nucleo/cubierta dada por la
existencia de bloques con distinta polaridad, exhibiendo una separacion de fases como
resultado de la asociacion mediante interacciones entre los dominios hidrofilicos e

hidrofébicos con el medio dispersante. El nlcleo de estas estructuras es formado por



la asociacion de los segmentos hidrofobicos los cuales son estabilizados por una
cubierta hidrofilica que se disponen en la interfaz entre el nlcleo y el medio acuoso

como se muestra en la Figura 1-1 (Adams, 2003).

Figura 1-1. Modelo de Micelizacion de copolimeros en bloque anfifilicos. (Adams, 2003)

Bloque hidrofilico  Bloque hidrofébico
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Los CBA forman las estructuras micelares sobre un umbral de concentracion
denominado concentracion micelar critica (CMC) (Aguiar, 2003). Es decir, la CMC
representa el valor de la concentracion a partir de la cual se forman las nanoparticulas
poliméricas en medio acuoso. Esta se puede detectar a través de los cambios
fisicoquimicos que evidencian la formacion de las micelas. Las técnicas comiunmente
utilizadas para la terminacion de CMC incluyen medicion de tension superficial,
conductividad, voltamperometria, calorimetria, dispersion dinamica de luz,
espectroscopia UV-vis y espectroscopia de fluorescencia (Ashim k, Mitra, Chi H. Lee,
2014)

Por debajo de la CMC habra un aumento de adsorcidon moléculas anfifilicas en la
interfaz aire- agua a medida que hay un aumento de la concentracion de las cadenas
de polimero. En el CMC, tanto el seno de la solucion como la interfaz estaran saturadas
de unimeros, para ambos tipos de bloques la asociacion de las cadenas es favorecida
entropicamente por la desorcién de moléculas que solvatan las cadenas poliméricas.

Por tanto, el cambio de la energia libre para el proceso de micelizacion se describe en
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la Ecuacion 1.1 en donde R representa la constante de los gases, T la temperatura del
si st e ma osyandm@/en la energia libre de Gibbs del proceso de micelizacion
(Adams, 2003)

3p 24 - # (1.1)

Como en todos los procesos quimicos, para que el fendbmeno se produzca de forma
espontanea la variacion de la energia libre de Gibbs debe ser negativa. Para ello, el
balance de contribuciones entropicas y entélpicas debe ser favorable, ya que la
micelizacion se produce como el resultado de dos fuerzas opuestas descritas en la

Ecuacién 1.2.
a0 —_ — 1.2

El t®r mi no &SA Ilosacambios em faentrepiadel sistemay aHA
referencia a los cambios en la entalpia del mismo. La entalpia esté relacionada con la
energia de las interacciones puestas en juego en la micelizacion, fundamentalmente
con las fuerzas intermoleculares. Mientras que, la entropia esta relacionada con los
parametros estadisticos relacionados con la cantidad de microestados posibles del

sistema asociados a una determinada energia.

Al analizar disoluciones, el balance de ambas contribuciones lleva de una forma
frecuente a la dispersion del soluto en un disolvente, sin embargo, en los sistemas de
copolimeros en bloque anfifilicos cuya estructura posee dominios poseen polaridad
diferenciada, el medio dispersante resultard buen disolvente para los segmentos
hidrofilicos y mal disolvente para los segmentos hidrofébicos. De manera que, el
autoensamblaje de copolimeros sucede por la tendencia de precipitacion de los
segmentos hidrofébicos frente a la tendencia a la disolucion de los segmentos
hidrofilicos. La presencia del enlace covalente entre los bloques hidréfilo e hidréfobo

impide que los copolimeros precipiten o se separen de forma diferenciada.

Muchos de los compuestos terapéuticos empleados hoy en dia exhiben baja

solubilidad en medios acuosos, por lo tanto, poseen una baja biodisponibilidad

hace



complicando el proceso de su administracion, como sucede en el caso en el
tratamiento de algunas enfermedades sistémicas como la enfermedad fungica invasiva
(EFI).

Aunque las levaduras hacen parte de los microorganismos normales en nuestros
cuerpos y ambiente, la EFI afecta principalmente a pacientes inmunosuprimidos, en
cuyas condiciones se da una proliferacion anormal de estas levaduras y estas migran
posteriormente al torrente sanguineo. Las levaduras mas estudiadas corresponden al
género Candida ya que causan una enfermedad denominada candidemia. En
Colombia, la candidemia es una entidad relativamente frecuente, con tasas de
incidencia y prevalencia mas altas que en otras partes del mundo. Representa el 88 %
de las infecciones fungicas en pacientes hospitalizados, con una mortalidad que oscila
entre el 36 y el 40 % (Calvo, 2016; Parra-Giraldo, 2018; Cortés, 2020)

Para el tratamiento de la EFI se usa un farmaco denominado Anfotericina B (AmB)
debido a que posee un amplio espectro de accién y un menor nimero de reportes de
resistencia (Escandon, 2012). Este polieno es producido por las bacterias
Streptomyces nodosusb siendo un potente antibiotico y antimicotico. A pesar de que
la AmB es de gran importancia médica esta representa un desafio clinico debido a su
alta nefrotoxicidad (Vogelsingeretal., 20 0 6 ; Z ietal.,i20ES).k a

La estructura del farmaco consta de un anillo de macrolactona b-glicosilada con un
grupo micosamina. Adicionalmente posee un segmento poliénico hidréfobo y otro
segmento hidroxilado polar, tal como se muestra en la Figura 1-2. De esta forma, son
aquellos segmentos de distinta polaridad los que le confieren su caracter anfifilico y
proyecta su tendencia a agregarse de manera espontanea en medio acuoso y pH

fisiolégico(Serrano, 2017).
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Figura 1-2:  Estructura quimica de la Anfotericina B (Serrano, 2017)
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Se ha reportado la formacion de agregados de AmB a concentraciones superiores a 1
mg/mL, atribuyéndosele la toxicidad del farmaco a la formacion de estos agregados
debido a que se complejan con moléculas de ergosterol presentes en las membranas
celulares de los hongos conllevando a una alteracion en permeabilidad y que

produciendo un desbalance idnico, que finalmente conlleva a la muerte de estos

microorganismos ( Paquet, 2002; Gr ay,.Sidd@nbdégo, débmoa Es ki ,

su semejanza estructural la AmB se acompleja con las moléculas de colesterol
presentes en las membranas celulares de mamiferos conllevando a diversos efectos
secundarios graves gue involucran su bioacumulacion en 6rganos como vesicula biliar,

higado, pulmones, rifiones y cerebro como se ilustra en la Figura 1-3 (Serrano, 2017).

Figura 1-3: Toxicidad por bioacumulacion de AmB mediante administracion oral del

farmaco (Serrano & Lalatsa, 2017)
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Se ha reportado el uso de materiales de CBA en el encapsulamiento de AmB. Para
ello, usualmente se ha empleado como segmento hidrofilico el polietilenglicol (PEG)
debido a su biocompatibilidad, biodegradabilidad y su baja interaccién con proteinas
de membrana lo cual permite tiempos prolongados de circulacion, confiriéendole una
alta estabilidad coloidal (Pozzi, 2014).

Por el contrario, existen diversos reportes en cuanto a la naturaleza de los segmentos
hidréfobos los cuales han sido seleccionados con el fin de aumentar las interacciones
especificas entre el polimero y este farmaco. Algunas investigaciones indican el uso
de segmentos hidréfobos como el poli(propilenglicol) (Zhang, 2009) poli(caprolactona-
co-trimetilencarbonato) (Vandermeulen, 2006), poli-(amino &cidos), poly(l-histidine)
(Alvarez, 2016) y fosfolipidos como fosfatidiletanolamina (Chen, 2015; Wang, 2016).
Otros autores han reportado estructuras de moléculas anfifilicas formadas por
poli(etilenglicol) y &cido cdlico. Estas presentan interacciones favorables con la AmB
incrementando significativamente su solubilidad, mientras que a su vez se ha denotado
una reduccion de su toxicidad (Luengo-Alonso, 2015). Adicionalmente, existen
reportes de otros materiales conjugados con esteroles como el colesterol que le

proporcionan una toxicidad selectiva del antibiético (Guo, 1991; Czub, 2006).

Otro tipo de materiales estudiados corresponde a estructuras de copolimeros de PEG
y policarbonatos modificados con diversos tipos de moléculas como: urea y acido fenil
bérico (Wang, 2009) y poli(2-etil-2-oxazolina)-b-poli(acido aspartico) (Tan, 2016).
Adicionalmente se ha estudiado la reformulaciéon de una formulacién de comercial de
AmB denominada Fungizone®, para ello, se emple6 un CBA de PEG-DSPE(1,2-
distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[amino(polietilenglicol)]).Esta  biomolécula
es un fosfolipido presente en las membranas celulares, y esta estructura demostré una
disminucion de la agregacion del farmaco, lo que implica la disminucién generalizada
de su toxicidad impidiendo la formacion de agregados nanométricos sin inhibir su

actividad biolégica (Alvarez, 2016).

Aunque los sistemas descritos anteriormente mostraron en comudn un aumento en la
encapsulacion del farmaco, y una reducciéon de su toxicidad, estos poseen una gran
desventaja asociada a que con ellos no se ha logrado altos porcentajes de

encapsulacion del farmaco.
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En la actualidad no existe aun reporte de estudios sistematicos sobre el efecto de la
composicion, rigidez, distribucién de cadenas y biodegradabilidad de los polimeros
sobre su desempefio como contenedores de AmB, pese a que se presentan
variaciones significativas en su comportamiento. Para ello, este proyecto se ha
realizado con un enfoque en el disefio de materiales poliméricos precursores de
sistemas micelares que interactien favorablemente con la AmB, ya que en términos
generales, debido a su caracter anfifilico y gran tamafio molecular la encapsulaciéon

del farmaco no se ve favorecida (Diaz, 2015).

En el grupo de investigacion en macromoléculas se ha estudiado el uso de
nanoparticulas autoensambladas a partir de copolimeros en bloque bioconjugados
para encapsulamiento de AmB. Sin embargo, los porcentajes de eficiencia de

encapsulamiento de estos sistemas se muestra en la Tabla 1-2.

Tabla 1-2: Sistemas de copolimeros en bloque anfifilicos para encapsulamiento de

Anfotericina B previamente estudiados.

Sintesis de copolimeros en bloque

anfifilicos y su aplicacion en la Diaz y Pérez 2015

fabricacion de micelas para la PDMAEMA-b-PCL-b- entre 2.3y 4,1%
liberacion controlada de Anfotericina PDMAEMA ’ ’
B

Contenido de AmB

Desempefio de copolimeros de ) ) i
Villamil, Parra y Pérez
MPEG-b-PCL  empleados como

vehiculos micelares para la entrega 2019
i ) y entre 5,8% vy 8,8%
de AmB a través de su conjugacion
PEG-b-PCL-Ch
con colesterol.

Contenidos de AmB




Rodriguez, Yeimy y Pérez

Aproximaciones al disefio de
2019

liberacion de Anfotericina B. y Terpeno-PCL-b-PEG-b-
PCL-Terpeno (ABA)

copolimeros anfifilicos con potencial Contenido de AmB

aplicacion en la encapsulacion y MPEG-b-PCL-Terpeno (AB) | entre 5.8 %y 10%

En este trabajo se propone que la modificacion de copolimeros mediante su
conjugacion con biomoléculas es una estrategia para mejorar estas interacciones entre
el farmaco y la micela, de manera que sea posible obtener un mejor desempefio en la
solubilizacién de AmB. El desarrollo de sistemas de suministro efectivo de farmacos
poco hidrosolubles es crucial para el éxito de futuros medicamentos que pueden incluir
algunos compuestos sintéticos mas sofisticados, asi como moléculas naturales mas

complejas con diversas actividades biologicas.

1.3 Herramientas sintéticas

La obtencién de los materiales precursores de las nanoparticulas compuestas por
segmentos biodegradables y biocompatibles como sistemas de administracién de
farmacos se logr6 a través de diversas estrategias sintéticas, incluyendo la
polimerizacion por apertura de anillo (ROP). Este tipo de reaccion permite modular el
peso molecular de los polimeros, su arquitectura y composicion, parametros que
impactan su desempefio cuando se emplean en la fabricaciébn de dispositivos de

liberacién controlada de farmacos.

Por otra parte, la reaccion click consistié6 en una herramienta fundamental para la
obtencion de vehiculos funcionados con biomoléculas y esta estrategia contribuye a

un mejor control de su farmacocinética (Dalgleish, 2007).
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1 Mecanismo de sintesis: polimerizacidén por apertura de anillo (ROP)

Las polimerizaciones por apertura de anillo (ROP) pueden considerarse como
mecanismos de polimerizacion en cadena, es decir, adicion de mondémero a un
extremo de la cadena en crecimiento. Aunque los mecanismos de apertura de anillo
tienen algunas caracteristicas similares a los mecanismos de adicion y condensacion,
estos muestran al menos una caracteristica diferente importante de cada una de estas
reacciones de polimerizacion. Los productos de la ROP son compuestos lineales y

generalmente tienen la misma composicion que la de los mondémeros.

La ROP se diferencia de la polimerizacién de olefinas, en el sentido de que la fuerza
motriz de la reaccién no se deriva de la pérdida de insaturacién de los monémeros,
sino la tensién anular asociada al aumento en la entropia del sistema debido al
aumento en la libertad rotacion que adquieren los grupos de las cadenas lineales

resultantes (Nuyken, 2013).

Aunque las reacciones ROP tienen en comun que todos los monémeros poseen
estructuras ciclicas no todos los compuestos ciclicos pueden ser sometidos a apertura
de anillo. Existen diversos tipos de mecanismos de reaccion y la eleccion de cada
técnica dependera del tipo de mondémero a polimerizar y los grupos funcionales que

presente, tal como se muestra en la Tabla 1-3 (Nuyken, 2013).

Tabla 1-3: Mondmeros ciclicos tipicos y su mecanismo de polimerizacion
habitual.(Nuyken, 2013)

Nombre Estructura | Tamano del anillo Mecanismo
(@]

4

O-C o
Lactonas U 4, 6-8 Aniodnico,

catidnico




Anhidridos | Ox..0. 20 5 vy O7 Aniénico

Carbonatos 0 68 y 02 Anidnico

Pese a que existen diferentes mecanismos para la obtencion de los CBA, en el
desarrollo de la presente investigacion, dadas las caracteristicas quimicas de los
mondémeros a emplear, la simplicidad del procedimiento y la reproducibilidad en las
propiedades de los materiales se seleccion6 ROP a través del mecanismo de
coordinacién 1 insercion empleando como catalizador el Bis(2-etilhexanoato) de
estafio (I) (Sn(Oct).). En este mecanismo se requiere un alcohol como iniciador, el
cual forma con el catalizador el complejo de alcéxido de estafio (II) que promueve la
apertura de los mondémeros ciclicos para formar las cadenas de poliésteres como se

muestra en la Figura 1-4.

Figura 1-4: Complejo de coordinacion del octanoato de estafio y el iniciador.(Dubois,
Philippe. Coulembier, Olivier. Raquez, 2009)

En | a R O{fapmlactohaal cdibono carbonilico que es deficiente en electrones
debido a la naturaleza altamente atrayente de electrones del atomo de oxigeno
adyacente es atacado por el complejo iniciador/catalizador, liberando el heteroatomo
con una carga parcial negativa y el nuevo nucledfilo recién formado ataca nuevamente

el carbono carbonilico en otra molécula de monémero, y la secuencia se repite para
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formar el polimero. En la Figura 1-5 se muestra el proceso de crecimiento de cadena
con los diversos monémeros ciclicos empleados: ECaprolactona y D,L-Lactida como

se muestra en la Figura 1-5

Figura 1-5: Crecimiento de cadena mediante ROP de diversos monémeros ciclicos: :
ECaprolactona, D,L-Lactida y anhidrido succinico (Dubois, Philippe. Coulembier,
Olivier. Raquez, 2009)
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Al ser una polimerizacion viva, este mecanismo anidnico no tiene terminacion

intrinseca ni presenta fendmenos de transferencia de cadena. A medida que las
cadenas aumentan su peso molecular, se hacen menos solubles favoreciendo la
terminacion de la reaccion debido a que el sitio activo no es asequible (Su, 2013). Hoy
en dia, los materiales obtenidos por el proceso ROP tienen un gran auge a nivel
industrial, enfocados principalmente a la obtencion de polimeros biodegradables con
aplicaciones biomédicas, farmacéutica y en el sector agricola gracias a que este
mecanismo permite la obtencion de materiales de baja dispersiéon y pesos moleculares
controlados por las relaciones estequiométricas del iniciador, monémero y catalizador
(Nuyken, 2013).

T Uso de | a CJu?mhiecdsenid de materiales con aplicaciones
farmacéuticas

La quimica de click se refiere a un grupo de reacciones que son rapidas, faciles de

usar, versatiles y con una alta economia atémica cuyo desarrollo mas exitoso ha sido

en el campo de la sintesis y modificacion de polimeros debido a que mejora

significativamente los rendimientos del producto, ya que simplifican drasticamente las



rutas sintéticas y los procedimientos de purificacién (Hein, 2008). La cicloadicion 1,3-
dipolar Huisgen de azidas y alquinos terminales es considerada la reacciéon emblema
de | a qual?intlkrdauctd principal de esta reaccidén es un grupo triazol cuya
formacion se ve favorecida termodinamicamente, lo cual implica un alto rendimiento.
(Binder, 2008).

La quimica click facilita la formacion de enlaces entre atomos de carbono y otros
heteroatomos, es un método sencillo y robusto para crear enlaces covalentes en una
gran diversidad de ambientes quimicos. El proceso basico de la reaccion click azida/
alquino catalizada por cobre (I) (CUAAC) se muestra en la Figura 1-6. Esta reaccion
requiere Unicamente el uso de iones de Cobre (1) siendo este mecanismo regioselectivo

y facilitando la obtencion de triazoles 1,4-disustituidos.(Worrell, 2013).

Figura 1-6: Mecanismo de cicloadicion CUAAC (Worrell, 2013)
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Los atomos de Cu (I) pueden ser suministrados por un complejo de Cu discreto,
convenientemente obtenido por una mezcla de una sal de Cu (Il) y un agente reductor,
siendo el &cido ascorbico el mas empleado como se muestra en la Figura 1-7. A pesar
de que no conoce aun la identidad de las especies de cobre activas en el mecanismo

de CuAAC se ha propuesto un mecanismo mediante experimentos simples y



38 Sintesis de copolimeros dibloque biodegradables conjugados con biomoléculas
como plataforma de administracion de farmacos.

deductivos soportados por estudios tedricos que permitié determinar la existencia de
intermediarios polinucleares de cobre, es decir, la presencia de dos atomos de cobre

en el complejo activo de la cicloadicién (Stanislav I. Presolski, Vu Phong Hong, 2011).

Figura 1-7 : Uso de acido ascorbico como agente reductor en el mecanismo CuACC
(Stanislav I. Presolski, Vu Phong Hong, 2011)
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Con la quimica de click la ciencia de los polimeros esta alcanzando una variedad
similar a la de la quimica organica de moléculas pequefas en términos de amplitud
funcional, integridad estructural y direccionalidad molecular (Lecomte, 2008). Esto
hace posible disefiar la arquitectura de estas estructuras con el fin de liberar agentes
terapéuticos en funcion de sus diferentes caracteristicas quimicas, controlando la
velocidad de liberacion de sustancias bioactivas a travées de la modificacion estructural
de los materiales precursores de los sistemas micelares (Gong, 2012; Li, 2012).

La obtencién de los CBA se realiz6 empleando como iniciador el polietilenglicol (PEG)
debido a su alta biocompatibilidad, monémeros como la Ecaprolactona, carbonatos
ciclicos y anhidrido cuyos enlaces éster y acetal respectivamente aumentan la
biodegradabilidad de los sistemas. De manera general, el uso de estas estructuras es
una herramienta viable para la fabricacion de sistemas micelares que permitan

transportar farmacos de baja hidrosolubilidad.

Con el fin de aumentar las interacciones especificas de los materiales con AmB fueron

planteadas dos aproximaciones diferentes. La primera consistio en la conjugacion de



los copolimeros de mPEG-b-PCL con un fosfolipido empleando una reaccion de
amidacion dada en dos pasos, una carboxilacion empleando anhidrido succinico y una
posterior amidacion empleando agentes de acople. La segunda aproximacién consistio
en la bioconjugacién de un nimero controlado de moléculas de acido oleico y colesterol
en copolimeros de PEG-b-(PCL-co-PMC) mediante quimica click como se muestra en

el Esquema 1.1

Esquema 1-1. Sintesis de copolimeros en bloque anfifilicos y su bioconjugacion con

un numero controlado de moléculas de DSPE, acido oleico o colesterol.
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Con el fin de caracterizar los materiales respecto de su potencialidad como vehiculos
micelares de Anfotericina B se propuso la metodologia planteada en el Esquema 1-2.
Para ello se contempla una caracterizacion térmica de los materiales para evaluar
cambios morfologicos y la posterior micelizacion de los copolimeros, para evaluar la
carga superficial de las nanoparticulas, su tamafio y su estabilidad termodinamica.
Respecto de las medidas de tamafio por TEM, estas se encuentran pendientes y
dependen del restablecimiento de la normalidad frente a la pandemia por la cual

estamos atravesando en este momento.
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Esquema 1-2. Metodologia de caracterizacion térmica de los copolimeros y de sus

sistemas micelares.
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2.1 Introduccidn

Los poliésteres biodegradables se han popularizado en los ultimos afios, entre ellos,
se destacan los copolimeros de PEG-b-PCL preparados a partir de polietilenglicol
(PEG) y ECaprolactona (ECL). Los bloques que componen estos CBA se caracterizan
por su alta biocompatibilidad, biodegradabilidad y por formar sistemas micelares de
tamafio nanométrico idoneos para ser empleados en aplicaciones de solubilizacion,
transporte y liberacion controlada de diversos farmacos poco hidrosolubles. Sin
embargo, una de las principales limitaciones que presentan estos sistemas es su baja
eficiencia de encapsulacion, debido a que ambos segmentos son semicristalinos
conllevando a la reduccion del volumen libre de las cadenas poliméricas y por ende,
un aumento en capacidad de encapsular moléculas de farmaco sin alterar su actividad
(Bogdanov, 1998).

En el caso especifico de la AmB estos materiales no presentan grupos funcionales que
permitan el establecimiento de interacciones especificas con el farmaco. Para ello, se
plante6 la modificacién estructural de los copolimeros de PEG-b-PCL mediante su
conjugacion con un fosfolipido presente en las membranas celulares denominado 1,2-
distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DSPE). Esta biomolécula posee una
estructura anfifilica debido a la presencia de cadenas apolares y un residuo de grupo
fosfato (Robert K. Murray, David A. Bender, Kathleen M. Botham, Peter J. Kennelly,
Victor W. Rodwell, 2013). El DSPE interactia con el farmaco a través de fuerzas
débiles comprometen sus segmentos hidrocarbonados y adicionalmente presenta
interacciones polares en la interfaz de las micelas tales como enlaces de hidrégeno
(Mifiones, 2003).

Aunque existen reportes previos que indican el uso de copolimeros de PEG-DSPE

como aditivos de las formulaciones parenterales actuales como el Fungizone®
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(Makadia, 2011) y estabilizantes de las formulaciones orales de AmB (Kim, 2012)
logrando reducciones en su toxicidad, estos sistemas presentan una baja eficiencia
encapsulamiento y tiempos de liberacion rapida al medio dispersante favoreciendo la

formacion de agregados toxicos (Alvarez, 2016).

En este capitulo se presentan los resultados de la sintesis y caracterizacion de
copolimeros dibloque de poli(caprolactona) PEG-b-PCL y poli(lactida) mPEG-b-PLA
empleando PEG como iniciador y (Sn(Oct)2) como catalizador. Los materiales fueron
polimerizados mediante la técnica de polimerizacion por apertura de anillo (ROP). La
estructura de los materiales de mPEG-b-PCL fue modificada mediante una
carboxilacion, sucedida por una amidacién activada por N-hidroxisuccinimida (NHS) y
N, MNibiglohexilcarbodiimida (DCC) con el fin de enlazar covalentemente el fosfolipido
a la estructura (Nuyken, 2013; Baek, 2015).

De manera general las metodologias de sintesis planteadas permitieron obtener
copolimeros en blogue con una alta conversion, pesos moleculares controlados y
dispersiones estrechas. Estos copolimeros fueron conjugados de forma exitosa con
DSPE y la obtencion de estas estructuras se constatd mediante técnicas
espectroscopicas de FT-IR y H-RMN. De manera general mediante la evaluaciéon de
las transiciones térmicas se determind un aumento en la biodegradabilidad de los
materiales bioconjugados con DSPE asociado a la disminucién de la cristalinidad por
la presencia de DSPE en la estructura. Los sistemas micelares formados a partir del
autoensamblaje de estos copolimeros en medio acuoso mostraron tener diametros
nanométricos y distribuciones unimodales. Adicionalmente, las nanoparticulas de los
copolimeros bioconjugados demostraron tener cargas superficiales negativas lo cual
le atribuye a estos sistemas coloidales estabilidad electroestatica adicional a la alta

estabilidad coloidal que se evidencio por la obtencién de valores bajos de CMC.



2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Materiales

El metoxi-poli(etilenglicol) (PEG) con un peso molecular de 5.3 k D a ;caprblactona
(98%), D,L-lactida (99%), octanoato de estafio (99%), anhidrido succinico (98%),

Trietilamina (99%) (TEA), 4-(Dimetilamino)-piridina (DMAP) (99%), N-
hidroxisuccinimida (NHS) (98%), N,N'-diciclohexilcarbodiimida (DCC) (98%), 1,2-
distearoil-sn-glicero-3-f osf oet anol ami na (DSPE) ( 099 %) , Pi

reactivos y solventes empleados en los protocolos de sintesis, purificacion y
caracterizacion fueron adquiridos en Sigmai Aldrich. Previo a las sintesis, los reactivos
se secaron empleando diferentes protocolos, el tolueno y el tetrahidrofurano se
secaron mediante destilacién con sodio y benzofenona como indicador de humedad,
el poli(etilenglicol) y la D,L lactida fueron sometidos a destilacion azeotrdpica con
tolueno seco y tanto el d i-capradactana se esdcarod i ¢ | or o

empleando hidruro de calcio.

2.2.2 Caracterizaciones

Los espectros de resonancia magnética nuclear (*H-RMN) se obtuvieron empleando
un espectrémetro Bruker a 400 MHz. Las muestras se disolvieron en CDCls. Los
desplazamientos qu2micos (U) fueron expresac
respecto a las sefiales de TMS. Los espectros infrarrojos fueron tomados mediante FT-
IRy se recolectaron empleando 16 ciclos de escaneo en un equipo Nicolet Is10 de
Thermo Scientific. EI peso molecular del iniciador PEG fue evaluado mediante
espectrometria de masas MALDI-TOF empleando un equipo Ultraflextreme de Bruker

Analysis obteniendo un peso de 5.3 kDa.

El comportamiento térmico de los copolimeros en bloque se evalué mediante
calorimetria diferencial de barrido (DSC) haciendo uso de un equipo Mettler Toledo
modelo 822e. Para ello, se realiz6 un borrado del historial térmico del material
calentando desde temperatura ambiente hasta 100 °C a 20 °C/min, posteriormente las

muestras fueron enfriadas hasta una temperatura de -20° C a 20 °C/min para permitir
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su cristalizacion. Finalmente, el comportamiento de fusion se determiné calentando
hasta 250 °C a 10 °C/min.

El peso molecular y la distribucion del peso molecular de los polimeros se determiné

mediante cromatografia de permeacion en gel (GPC) haciendo uso de un equipo Merck

Hitachi. Se emple6 una columna de cromatografia liquida (LC) 300 x 7,8 mm Phenogel

E 5 Om 1x103 . Se us - THF como fase m-vil (vel
C). La calibracion de la columna se realizé con patrones de poliestireno (PS) entre

2,500 y 5000 Da.

Adicionalmente, los polimeros obtenidos se caracterizaron en cuanto a su
comportamiento en solucion, dada su naturaleza anfifilica se autoensamblan en medio
acuoso generando agregados. Estas nanoestructuras se obtuvieron por el método de
nanoprecipitacion de acuerdo con el cual, el material polimérico se disuelve en un
solvente miscible con agua, preferiblemente volatil como THF; la solucion resultante
se adiciona gota a gota bajo agitacion constante a una solucion acuosa en una relacion
polimero/agua aproximada de 20 mg/100 mL para garantizar tamafio nanométrico. El
cosolvente se removid posteriormente por evaporacion en condiciones de agitacion
segun lo reportado en la literatura como se muestra en la Figura 2-1. (Ashim k, Mitra,
Chi H. Lee, 2014)

Figura 2-1: Metodologia de formaciébn de sistemas micelares mediante
nanoprecipitacion. (Thakur, Vijay Kumar. Thakur, 2015)

THF Suspension
' NPs



En diametro de las micelas formadas por la metodologia de nanoprecipitacion se
determiné mediante dispersion dinamica de luz (DLS) empleando un equipo Nano ZS
Zetasizer Marvel a una temperatura de 25 °C. E | potenci al e de
midié con el equipo Nano ZS Zetasizer Marvel a un p H= 7,0 y una temperatura de 25
°C empleando una celda tipo DIP de electrodos de oro. Antes de la medicion, las
muestras se diluyeron con agua desionizada (~18 Mohm cm) a una concentracion de
0.1%.

La determinacion de la CMC se realizé de acuerdo a la metodologia reportada por Diaz
y colaboradores (Diaz, 2015) en la cual se realizan diluciones de copolimeros de

diversas concentraciones y se le agrega una concentracion fija de pireno,

monitoreando | os especpirmde ID@ a 3B oM vt dardo -

seguimiento a 390 nm utilizando un espectrometro de fluorescencia Cary Eclipse de
Agilent.

2.2.3 Sintesis de los materiales polimeéricos

Se sintetizaron copolimeros anfifilicos compuestos por PEG 5kDa y un segmento
hidrofobico de PCL o PLA de longitud variable, cuyo grado de polimerizacion se
controld a partir de la relacién [ECL)/[PEG] y [D,L-Lactida]/[PEG] para obtener los
copolimeros en bloque de PEG-b-PCL y PEG-b-PLA descritos en la Tabla 2-1.

Tabla 2-1: Caracterizacion de RMN y GPC de copolimeros obtenidos de PLA, PCL y
PC L-DSPE.

Técnica RMN GPC
Polimero Composicién promedio "H-RMN Xxn Conversion t R
(kDa) | (CL) (%) n (min)
PEG m(PEG)121 5.3 N/A N/A 1.07 10.6
PCL-1 M(PEG)121-(PCL)7s 13.8 75 95 1.15 9.71
PCL-2 M(PEG)121-(PCL)26 8.2 26 96 1.15 10.28
PLA-1 M(PEG)121-b-(LA)ss 10.3 35 79 1,07 10.4
PLA-2 M(PEG)121-b-(LA)21 8.3 20 93 1,04 10.3
PEG-DSPE mM(PEG)12:-DSPE 5.3 N/A N/A 1,02 10.4
PCL-1-DSPE | M(PEG)121-(PCL)7s-DSPE 14.5 75 73 1,13 9.69
PCL-2-DSPE | M(PEG)121-(PCL)2s-DSPE 9.0 26 67 1,11 10.3
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A Purificacion y caracterizacion de los materiales poliméricos
Los copolimeros en bloque fueron purRficados mediante procesos disolucion-
precipitacion con solventes, secado a presion reducida, didlisis y liofilizacion, esto con
el fin de remover restos de catalizador, agentes de acople y demés sustancias que
puedan estar presente al final de las reacciones y que puedan ser interferentes en las

caracterizaciones bioldgicas.

A Sintesis de copolimeros dibloque PEG-b-PLA

El copolimero en bloque PLA-1 se sintetiz6 via ROP empleando como referencia el
reporte de Xiao y colaboradores (Xiao, 2010). Para ello se adicionaron mPEG 5 kDa
(0.5 g, 0.1 mmol), D,L-Lactida (2.4 g, 16.7 mmol), y el catalizador Sn(Oct), (17.5 pL,
0.05 mmol) disolviéndose en 30 mL de tolueno. La mezcla de reaccion se agité en
atmosfera de Argon durante 53 h a una temperatura de 110°C. El producto de reaccion
fue disuelto en DCM vy precipitado con dietil éter a una temperatura de 0°C.
Posteriormente fue secado y liofilizado para dar un rendimiento de 2,3 g (79%). FT-
IR(cm1): (O-H) 3502, (C-H) 2889, (C=0) 1747, (CH.) 1466, (CHs) 1339, (C-O) 1091.
1H NMR (400 MHz, TMS) PEG i (ppm) = 3.4 (s, CHs-0-), 3.6 (S, -CH2-CH2-0). PLA i
(ppm)= 1.3 (d, OH-CH(CH3)-C(0O)-), 1.6 (d, -O-C(O)-CH(CHs, 4.3 (m, OH-CH(CHy)-
C(0)-), 5.3 (d, -O-C(0)-CH(CHs3)).

A Sintesis de copolimeros dibloque PEG-b-PCL
El copolimero en bloque PCL-1 empleando la metodologia via ROP (Park, 2005;
Villamil, 2019). En una sintesis tipica, mMPEG 5 k Da (5 g, 1 mmol) ,-Caprolactona (5.7
g, 50 mmol), y el catalizador Sn(Oct), (162uL, 0,5 mmol) se adicionaron a un balén de
fondo redondo esmerilado y disuelto en 30 mL de tolueno. La mezcla de reaccion se
agité en atmadsfera de Argon durante 24 h a una temperatura de 110°C. El producto de
reaccion se disolvié en diclorometano (CH2Cl2) y se precipitdé con dietil éter a 0°C.
Posteriormente se filtr6 y se secO en una estufa de vacio durante 12 h a temperatura
ambiente dar un rendimiento de 8,8 g (85 %). FT-IR(cm): (O-H) 3543, (=C-H) 2884,
(C=0) 1723, (CH2) 1465, (CHs) 1340 (C-O) 1103. 'H-RMN (400 MHz, TMS) PEG U



(ppm) = 3.4 (s, CHs-0O-), 3.6 (S, -CH2-CH2-0-). PCL U (ppm) = 1.4 (s, -C(0)-CHa-CHa-
CH2-), 1.6 (q, -CH2-CH2-CHz- ), 2.3 (t, -C(O)-CHz-), 4.0 (t, -CH2-0).

1 Modificacion de copolimeros PCL con anhidrido succinico PCL-COOH
Con el fin de facilitar el proceso de conjugacion se realizé una modificacion usando
anhidrido succinico previamente reportada (Shuai, 2003) para obtener copolimero con
una funcién acido terminal se emple6 PCL-1 (4 g, 0,8 mmol), anhidrido succinico (0.27
g, 2,7 mmol) y 4-dimetilaminopiridina (DMAP) (0,33 g, 2,7 mmol) se disolvieron en
dioxano (15,0 mL), y posteriormente se adicioné agreg6é TEA (0.3 mL, 2.2 mmol). La
mezcla reacciondé a temperatura ambiente durante 24 h bajo atmosfera inerte.
Posteriormente se rotaevaporo, con el fin de eliminar el dioxano, seguidamente se
enfrié subitamente mediante la adicion de agua. Se realiz6 extraccién con DCM (3x15
mL). El producto de la reaccién se precipitd con dietil éter a 0 °C, se filtr6 y se secé en
vacio para obtener 4 g de PCL-1-COOH (93%). FT-IR(cm?): (O-H) 3481, (C-H) 2947,
(C=0) 1726, (CH2) 1467, (CHs) 1365, (C-O) 1110. *H-RMN (400 MHz, TMS) PEG U
(ppm) =3.4 (s, CH3-0-), 3.6 (s, -CH2-CH2-O-). PCL U (ppm) = 1.4 (s, -C(O)-CH.-CH>-
CHz2-), 1.6 (g, -CH2-CH2-CHz- ), 2.3 (t, -C(O)-CH3-), 4.0 (t, -CH2-O). COOH U (ppm) =
2.6 (t, C(O)- CH2-CH2-C(0)).

1 Conjugacién en copolimeros PCL-DSPE
Para la conjugacion de los materiales se us6 una reaccion de amidacion. Para ello, se
partié del copolimero previamente carboxilado (PCL-1-COOH) (1,5 g, 0,3 mmol) y
adicionalmente se disolvid N,N'-diciclohexilcarbodiimida (0.035 g, 0,3 mmol) y NHS
(0,0626 g, 0,3 mmol) en diclorometano (19,0 mL). Posteriormente se agrego por goteo
TEA (43 e¢L, 0,3 mmol Jjurantd1® honas Ztenperaturaarabecte
bajo atmésfera inerte. Posteriormente, se agregé al baldén de reaccién el DSPE (0,25
g, 0,34 mmol) y reaccion6é durante 24 horas bajo atmosfera inerte a temperatura
ambiente. Finalmente, la mezcla de reaccion se rotaevaporé para eliminar el DCM. El
producto resultante se purific6 mediante la precipitacion con dietil éter a 0 °C, se filtro
y se sec6 en vacio para obtener PCL-1-DSPE 1.28 g (73%). FT-IR(cm™): (O-H) 3477,
(C-H) 2888, (P-OH) 1968, (C=0) 1719, (CH2) 1469, (CHs) 1342, (P=0) 1289,(C-0O)
1100. *H-RMN (400 MHz, TMS) PEG U (ppm) = 3.4 (s, CH3-0O-), 3.6 (s, -CH2-CH2-O-
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). PCL &I (ppm) = 1.4 (S, -C(0)-CH2-CHz-CH2-), 1.6 (g, -CHa-CH2-CH2- ), 2.3 (t, -C(O)-
CH2-), 4.0 (t, -CH2-0). COOH Ui (ppm) = 2.6 (t, C(O)- CH2-CH,-C(0)). DSPE Ui (ppm)
=0.89 (t, CHa-(CH2)16), 1.27 (M, CH3-(CH2)1s), 1.8(d, CHz-CH=CH-), 2.4 (m, -CH2-CHo-
NH), 3.5 (g, C(O)-NH-CHz-CH,-0), 4.1 (NH-CH2-CH2-0) 4.2 (d, O-CHz-CH-H2-0-), 4.7
(t, C(0)-NH-CH,-CH2-0), 5.5 (g, O-CH2-CH-H2-O-).

A PEG-COOH ¥ -modificado

Con el fin de obtener el PEG modificado con DSPE en primer lugar, se hizo la
modificacion del PEG mediante una reaccion de carboxilacion empleando anhidrido
succinico. (Zhang, 2014). Para ello se disolvi6 mPEG de 5.3 kDa (5 g, 1 mmol),
anhidrido succinico (0.3 g, 3 mmol) y 4-dimetilaminopiridina (DMAP) (0,37 g, 3 mmol)
en dioxano (15,0 mL), y posteriormente se agregd TEA (0.4 mL, 3 mmol). La mezcla
reacciono a temperatura ambiente durante 24 h bajo atmoésfera inerte. Posteriormente,
la solucion que contenia el producto se rotaevapor6 para remover el dioxano, luego se
hizo un enfriamiento subito mediante la adicion de agua fria, seguido de una extraccion
con diclorometano (3x15 mL). El producto de la reaccion se precipitd con dietil éter a 0
°C, se filtr6 y se secé en vacio para obtener PEG-COOH 4.4 g (83%) FT-IR(cm?): (O-
H) 3554, (C-H) 2888, (C=0) 1732, (CH2) 1468, (CH3) 1340, (C-O) 1092. %). 'H-RMN
(400 MHz, TMS) PEG U (ppm) = 3.3 (s, CH3-0-), 3.6 (s, -CH2-CH2-O-). COOH i (ppm)
= 2.6 (t, C(O)- CH2-CH2-C(Q)).

1 Conjugacion en copolimero PEG-DSPE

Se disolvi6 el copolimero modificado PEG-COOH (0,6 g, 0,12 mmol), N,N'-
diciclohexilcarbodiimida (0.025 g, 0,12 mmol) y NHS (0,015 g, 0,12 mmol) en DCM
(19,0 mL), y posteriormente se agreg:-

reaccion6 durante 16 horas a temperatura ambiente bajo atmosfera inerte.
Posteriormente, se agrego el fosfolipido DSPE (0,1 g, 0,13 mmol) y reacciond durante
24 horas bajo atmésfera inerte a temperatura ambiente. Finalmente, se rotaevaporo el
DCM vy se hizo purific6 mediante la precipitacion con dietil éter a 0 °C, se filtro y se
sec6 en vacio para obtener 0,315 g (45%) de PEG-DSPE. FT-IR(cm): (O-H) 3528,
(C-H) 2885, (P-OH) 1960, (C=0) 1745, (CH2) 1463, (CHs) 1338, (P=0) 1278,(C-0O)

por

got ec



1103. 1H-RMN (400 MHz, TMS) PEG U (ppm) = 3.4 (s, CHs-O-), 3.6 (S, -CHz2-CH2-O-).
COOH Ui (ppm) = 2.6 (t, C(O)- CH2-CH,-C(O)). DSPE Ui (ppm) = 0.89 (t, CHz-(CH2)16),
1.27 (M, CHa-(CH2)16), 1.8(d, CH3-CH=CH-), 2.4 (m, -CH,-CH2-NH), 3.5 (g, C(O)-NH-
CH2-CH,-0),4.1 (NH-CHz-CH2-0), 4.2 (d, O-CH2-CH-H2-O-), 4.7 (t, C(O)-NH-CHz-CHo-
0), 5.5 (q, O-CHz-CH-H2-0-).

2.3 Resultados y discusion

Algunas investigaciones previas indican que la pegilacion de copolimeros es una
estrategia sintética empleada para aumentar la biocompatibilidad de las nanoparticulas
en sistemas biologicos(Pozzi, 2014). Esto se debe a que el PEG reduce las
interacciones con proteinas plasmaticas y de membrana de las células, siendo adn
mas marcado el efecto cuando se incrementa su peso molecular. Es decir, la longitud
del PEG determina la captacién celular de nanoparticulas poliméricas. Dado que las
nanoparticulas propuestas en este estudio tienen como fin la encapsulacion de AmB,
se empledé PEG de 5.3 k Da como segmento hidrdéfilo, con el fin de evitar que las
nanoestructuras sean captadas por las membranas celulares, favoreciendo su
circulacion por periodos de tiempo prolongados De la misma manera, que la liberacion
del farmaco suceda a nivel extracelular, teniendo en cuenta que el mecanismo de
accion de la AmB procede a través de la generacion de poros en la membrana de los
hongos( Kami EGs k.i , 2014)

Actualmente existe un interés que permita relacionar la arquitectura de los materiales
poliméricos compuestos por CBA y sus propiedades fisicoquimicas, ya que estas
determinan su desempefio como precursores de sistemas micelares para
encapsulamiento de farmacos poco hidrosolubles. Los materiales de este estudio
fueron sintetizados segun lo descrito en la seccion 2.1.3 Metodologia empleando el
mecanismo ROP en el cual se usé mPEG de 5.3 k Da como iniciador, tal como se
muestra en el Esquema 2-1 y Esquema 2-2 los cuales se describen la polimerizacion
por apertura de anillo de los monémeros D,L-Lactida y Ecaprolactona respectivamente.

El peso molecular de los segmentos hidrofobos de poli(D,L-Lactida) (PLA) y
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poli(caprolactona) (PCL) se determiné mediante el control estequiométrico a través de

la relacién mondémero/iniciador.

Las estructuras de los copolimeros mPEG-b-PCL descritos en el Esquema 2-1 fueron
modificados mediante una reaccion de carboxilacion haciendo uso del mecanismo de
ruptura del anhidrido succinico empleando las condiciones de reaccion descritas en el
Esquema 2-2. Finalmente, la conjugacion con DSPE se realizé mediante una

amidacioén del intermediario carboxilados empleando agentes de acople.

Esquema 2-1: Copolimerizacion ROP de D,L-Lactida. Los coeficientes n y r
corresponden a los coeficientes estequiométricos de PEG y PLA respectivamente.
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Esquema 2-2: Esquema de la sintesis via ROP de los copolimeros PCL-1y PCL-2y

su modificacion con DSPE.
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El criterio bajo el cual se selecciond los sistemas micelares formados con CBA de
MPEG-b-PCL para ser modificados el fosfolipido se ilustra en Esquema 2-3 y en la
Figura 2-2, mediante los cuales se realiz6 una comparacion entre el diametro de las
nanoparticulas de los sistemas micelares generados tras el autoensamblaje de los
copolimeros de PEG-b-PCL y PEG-b-PLA. Mediante la técnica de DLS se determind
gue el diametro de las nanoparticulas de mPEG-b-PCL es alrededor de tres veces
menor que el de las formadas por los copolimeros de mPEG-b-PLA, lo cual los hace
sistemas cuyo tamafio nanométrico es idoneo para su aplicacion en el transporte de
farmacos. El mayor diametro de nanoparticulas de los sistemas de PLA es atribuido a

una mayor rigidez estructural de las cadenas poliméricas del sistema.

Esquema 2-3: Eleccién de copolimeros a conjugar con DSPE en funcion de su

didmetro micelar.

mPEG-b-PCL (o
. Bioconjugacion
Menor diametro con DSPE

Sintesis de Caracterizacion . micelar ) L

materiales DLS [ MPEG-b-PLA

Mayor diametro
micelar

Figura 2-2: Didmetro de sistemas micelares empleando dispersién dinamica de luz
(DLS).

Intensidad
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2.3.1 Caracterizacion espectroscopica de los materiales

La reaccion de copolimerizacion se verific6 mediante espectroscopia infrarroja FT-IR
como se especifico en la seccion 2.1.2 Caracterizaciones. Se llevo un seguimiento de
las sefiales de los compuestos de PLA y PCL en donde se evidencié la banda de
estiramiento de los grupos carbonilo caracteristico de poliésteres como se muestra en

la Figura 2-3.

Figura 2-3: Espectro FT-IR del unimero de PEG 5.3 kDa, PLA-1y PCL-1
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La conjugacién con el fosfolipido se llevd a cabo Unicamente con los CBA de
policaprolactona (PCL) de distinto peso molecular denominados PCL-1 y PCL-2. La
reaccion se constatd mediante la evaluacion de las bandas caracteristicas de la
estructura del DSPE observandose la aparicion de la banda de estiramiento (O-H)
atribuido a la presencia del grupo fosfato capaz de formar enlaces de hidrégeno.
Adicionalmente, se observé la aparicion de sefiales de estiramiento del enlace (P-OH)
hacia 1970 cm ! y del estiramiento del enlace (P=0) hacia 1200 cm-! como se muestra

en la Figura 2-4.



Figura 2-4: Espectro FT-IR del unimero de PEG, PCL-1y PCL-1-DSPE.
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La resonancia magnética nuclear de protones *H-RMN es una herramienta util, ya que
ademas de permitir corroborar la estructura de un material polimérica, es también una
técnica reproducible en el analisis de peso molecular promedio de copolimeros.
Mediante esta técnica espectroscopica se caracterizd los materiales sintetizados en
cuanto a peso su molecular promedio en nimero, grado de polimerizacion y porcentaje
de conversion. La informacion respecto del grado de polimerizacion y peso molecular

de los materiales se determin6 mediante la Ecuacion 2.1 y Ecuacion 2.2

respectivamente.
D&V O
F= T080 @
e -T0% 0-#, 81#, (2.2)

En los CBA de PCL, la determinacion se llevo a cabo mediante la integracion de la
sefial triplete U= 4.0 (t, -CH2-O) que integra para los metilenos de PCL. En el caso de
los copolimeros de PLA fue necesario integrar las sefales correspondientes a los
metilos sustituyentes, cuya sefial se encuentraaundespla z a mi e n t4@ (nd @H- U =

CH(CHz3)-C(0)-). La carboxilacién de los copolimeros de PCL se constaté mediante la
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aparici-n de sef §pbms 261 CQ@-dCeldCH:C(@))equaiintegran
para los protones de metilenos correspondientes del anhidrido succinico.

Para verificar la presencia de DSPE en la estructura se observo la aparicion de distintas
sefiales caracteristicas de la biomolécula. Las sefales de 0.89 (t, CHs-(CH2)16), y 1.27
(m, CHz-(CH2)16), ppm correspondientes a los grupos metilo y metileno de las cadenas
hidrocarbonadas apolares de la estructura. Adicionalmente las sefiales de 3.5 (q, C(O)-
NH-CH2-CH»>-O) y 4.1 (NH-CH2-CH2-O) ppm correspondientes a los metilenos
adyacentes al grupo amina y finalmente, las sefales de 4.2 (d, O-CH2-CH-H2-O-) y 5.5
(g, O-CH2-CH-H2-O-) ppm atribuidas a los metilenos y el carbono SP? del diol en la
estructura. Debido a las relaciones de intensidad no es posible observar con claridad
en el espectro la sefial de 8.2 ppm atribuidas al hidroxilo del grupo fosfato (P-OH). En
las Figura 2-5 y la Figura 2-6 se muestra la asignacion de sefiales para el PCL-1 y
PCL-1-DSPE respectivamente. Todos los materiales sintetizados fueron

caracterizados y sus espectros se encuentran consignados en el Anexo A.

Figura 2-5: Espectro *H-RMN del copolimero PCL-2

—PCL-2
b
o
b d d
/0 . 0‘]\,,'
a b n c L f m
Dl f c ™S
. e g e

10 8 6 4 2 0



Figura 2-6: Espectro *H-RMN del copolimero PCL-2-DSPE.
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2.3.2 Determinacion de la dispersidén de peso molecular

Es importante destacar que un polimero es un conglomerado de varias moléculas de
tamafos variables, algunas son pequefias y otras son mas grandes. Por esta razon
cada polimero tiene una distribucion de peso molecular asociada a una distribucion
normal impidiendo que se determine pesos moleculares estaticos, es decir, que el peso
molecular de estas macromoléculas no es un valor absoluto sino mas bien un valor

promedio.

La cromatografia de exclusién por tamafio es una técnica cromatografica que permite
obtener los pesos moleculares promedio en nimero, peso molecular promedio en peso
y la dispersion de una muestra polimérica. Esta se lleva a cabo a través de la
permeacion de una solucion de polimero a través de una columna empacada con de
microparticulas de poliestireno reticulado que posee poros de diferentes tamafios.

(Odian, 2004). Las moléculas pasan a través de la columna mediante una combinacién
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de transporte hacia y a través de las perlas microporosas y del volumen intersticial
existente entre estas estructuras. La técnica contempla el uso de un detector midiendo
la cantidad de polimero que pasa a través de la columna en funcién del tiempo como

se especificd en la seccion 2.1.2 Caracterizaciones.

De acuerdo con los resultados mostrados en la Tabla 2-1, los materiales con mayor
peso molecular presentan los tiempos de elucion mas cortos, de tal modo que el
homopolimero PEG presentd el mayor tiempo de retencion que los copolimeros de
PCL-1 y PCL-2, lo cual ratifica que se llevo a cabo la reaccion de polimerizacion
mediante la formacion del poliéster relacionado con el aumento del peso molecular
como se muestra en la Figura 2.7.

Figura 2-7: Cromatogramas obtenidos por GPC para para los copolimeros con PCL

—— PCL-1
——PCL-2
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De igual forma, el copolimero de PEG-DSPE eluyé a un tiempo menor que los
copolimeros de PCL-DSPE y sus analogos de PCL sin conjugar. La tendencia en los

tiempos de retencion de los CBA mostrado en la Figura 2-8.



Figura 2-8: Cromatogramas obtenidos por GPC para para los copolimeros con PCL y
modificados con DSPE.
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Adicionalmente los materiales sintetizados presentan bajos indices de dispersion (n )
lo cual sumado a los altos porcentajes de conversion de los monémeros, indica que
las polimerizaciones se llevaron a cabo de una manera controlada, lo cual es
caracteristico en este tipo de polimerizaciones por apertura de anillo empleando como

catalizadores compuestos de coordinacion (Dechy-cabaret, 2004).

La diferencia existente entre los valores de peso molecular obtenidas mediante las
técnicas de RMN y GPC se deben principalmente a que los pesos moleculares
obtenidos por cromatografia son relativos a los estandares empleados como se
especific6 en la seccion 2.1.3 Metodologia. El poliestireno es un compuesto
esencialmente hidréfobo (Contents, 1999) y la interaccion solvente-polimero en los
CBA es muy sensible a su composicion. Por ende, es imposible obtener estandares
gue asemejen ese comportamiento y se generan diferencias en el reporte de pesos
moleculares cuando se comparan estas técnicas. En este caso particular, el THF deja
de ser buen solvente cuando los polimeros se modifican con DSPE, y esto conlleva a
una disminucion del pardmetro de solubilidad. Sin embargo, en estos sistemas no se

evidencian cambios apreciables en los tiempos se retencién de los copolimeros
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bioconjugados con DSPE respecto de los analogos sin conjugar debido a que al ser
disueltos en THF hay un aumento de su radio hidrodinamico. Esto se puede explicar
mediante la teoria descrita por Flory-Huggins, la cual contempla las interacciones entre
las cadenas poliméricas entre si y de ellas con su medio dispersante (Fredrickson, Liu,
& Bates, 1994). En general, existe una similitud estructural entre la AmB y la parte
hidrofébica de los polimeros anfifilicos que forman el nlcleo. Una forma de cuantificar
su compatibilidad es mediante el parAmetro de interaccion de Flory Huggins descrito
en la Ecuacion 2.3 enla cual 1 y7 corresponden a los parametros de solubilidad
para el segmento de farmaco y polimero formador de nucleos respectivamente, [ es
el volumen molar del farmaco, k es la constante de Boltzmann y T es la temperatura
en Kelvin. (Lu, 2013)

W (2.3)

2.3.3 Estudio de las propiedades térmicas de los copolimeros

El efecto de la estructura de los copolimeros sobre su morfologia se caracterizé por
calorimetria diferencial de barrido (DSC). Los termogramas fueron recolectados a lo
largo de la rampa de calentamiento descrita previamente en la secciéon de 2.2.2.
Caracterizaciones. A cada uno de los materiales se le determiné las temperaturas de
cristalizacion (T¢) y de fusion (Tm) y sus respectivas entalpias de cristalizacion (pH) y
de f us im)mediaftepél método de integracion. Los valores consignados en la
Tabla 2-2 indican que la cristalizacién del homopolimero de PEG se lleva a cabo a una
menor temperatura que los demas materiales en gran medida debido a su estructura
mas flexible y regular que facilita su empaquetamiento, exhibiendo una mayor

cristalinidad.



Tabla 2-2: Temperaturas y entalpias asociadas a procesos de cristalizacion y fusion
de copolimeros obtenidas mediante DSC.

. Te Tm PHm
Copolimero °C) °C) (J/g)
PCL-1 28,8 51,2 95,1
PCL-2 33,2 53,5 88,6
PLA-1 38,6 57,6 132
PLA-2 37,6 57,6 140
PEG-DSPE 38,8 52,8 109
PCL-1-DSPE 30,8 49,5 86,1
PCL-2-DSPE 33,5 51,8 94,8

La fusion de los materiales se atribuye principalmente al segmento de PEG, ya que
este es dominio que forma arreglos cristalinos. Las diferencias en entalpias de fusion
de los materiales no son significativas si comparamos los valores de las parejas de
copolimeros de PCL-1/ PCL-2 y PCL-1-DSPE/PCL-2-DSPE. En el primer caso los
valores de entalpias de fusién indican que el copolimero de PCL-1 es mas cristalino
gue el de PCL-2. Respecto de compuestos bioconjugados, la presencia de DSPE
induce una separacion de fases en los dominios de los materiales facilitando la
cristalizacion del PEG. Se determiné que los copolimeros presentan transiciones

propias de materiales semicristalinos.

Como se muestra en la Figura 2-9, el copolimero de PCL-2 presenta dos transiciones
gue pueden estar asociadas a la cristalizacion diferenciada de sus dominios.
Adicionalmente, se observa que en el material PCL-1 comportamiento se ve atenuado
por el aumento de la longitud del segmento amorfo de PCL. Ya que este cambio en su
estructura aumenta la flexibilidad de las cadenas impidiendo la cristalizacién del

material (Bogdanov, 1998).
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Figura 2-9: Comportamiento térmicos respecto de la cristalizacion de copolimeros
PCL-1y PCL-2.

CRISTALIZACION

exo

33,2°C
12,2°C
. PCL-2 |
< 71 Jig
=]
z
15y
5
3 28,8°C
[}
o
o
=)
[
PCL-1 87,6 Jig
e e
-60 -40 -20 0 20 40 60 80 100
Tr (°C)

Adicionalmente, se evidencia un efecto plastificante del DSPE, el cual se asocia a la
disminucion de la temperatura de cristalizacion de los sistemas conjugados. De tal
forma que los copolimeros de PCL son sistemas menos entropicos que sus productos
de conjugaciéon PCL-DSPE. Esto indica que la cristalizacion de los dominios
hidrofobico e hidrofilico se ve obstaculizada por la presencia de DSPE en la estructura

del copolimero como se muestra en la Figura 2-10 (Villamil, 2019).

Figura 2-10: Comportamiento térmicos respecto de la fusion de copolimeros PEG-
DSPE, PCL-2 y PCL-2-DSPE.
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Respecto del comportamiento de endotérmico observado en el rango entre 51 a 53 °C
se debe a la fusion de los dominios cristalinos de PEG y PCL como se muestra en la
Figura 2.11. Se observa que para el material PCL-2 sufre una cristalizaciéon en frio en
la cual la muestra es enfriada rapidamente y no tiene tiempo de cristalizar durante la

fase de enfriamiento (Righetti, 2017).

Los materiales conjugados exhiben transiciones de cristalizacién y de fusién propias
del fosfolipido. Adicionalmente, se debe considerar que los bloques de PEG y la PCL
pueden ser parcialmente solubles, y al parecer el DSPE reduce su miscibilidad y por
esa razon la entalpia de fusion del polietilenglicol incrementa en los copolimeros

conjugados.
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Figura 2-11: Comportamiento térmicos respecto de la fusion de copolimeros PEG-
DSPE, PCL-2 y PCL-2-DSPE.
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2.3.4 Caracterizacion de sistemas micelares

1 Determinacién de diametros de particulas mediante DLS

El tamafio de los agregados generados a parir del autoensamble de los CBA y sus
conjugados en medio acuoso, se estudid empleando dispersién dinamica de luz (DLS)
siguiendo las pautas previamente descritas en las secciones 2.1.2 Caracterizaciones
y 2.1.3 Metodologia. las nanoparticulas obtenidas a partir de los materiales
sintetizados presentan diametros nanomeétricos entre 74 a 93 nm como se muestra en
la Figura 2.12. Adicionalmente presentan distribuciones unimodales como se muestra

en la Figura 2-13.



Figura 2-12: Diametros hidrodinamicos de micelas poliméricas autoensambladas a
partir de copolimeros en bloque de PEG-b-PCL y PEG-b-PCL-DSPE.
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Figura 2-13: Distribucion de tamafio de nanoparticula de PCL-1

[ PCL-1.

Intensidad

T T y —rr
100 1000
Tamafio (d.nm)

Los datos recolectados respecto de la caracterizacion de los sistemas micelares
formatos a partir del autoensamblaje de copolimeros en bloque sintetizados mediante

esta primera aproximacion se muestran en la Tabla 2-3.
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Tabla 2-3: Caracterizacion de sistemas micelares en cuanto a CMC, DLS y carga

superficial.
Polimero CMC (M) | Z. Ave | Std. Dev | Potencial &€ | ST. Dev

x10-8 (d. nm) | (d. nm) (mV)* (mV)
PCL-1 3 75 1,64 -5,81 0,65
PCL-2 31 74 1,95 -5,36 0,39
PEG-DSPE 158 84 1,16 -12,7 0,67
PCL-1-DSPE 2 93 0,81 -18 0,72
PCL-2-DSPE 27 93 0,77 -13,3 0,73

*Las medidas de potencial z se realizaron empleando como medio agua destilada (p H = 7,0)

Las nanoparticulas de PEG-DSPE mostraron un didmetro 10% menor en comparacion
con todos los demas sistemas conjugados cuyas cadenas poseen segmentos de PCL.
Adicionalmente, se observo que micelas formadas con los polimeros modificados con
DSPE exhibieron diametros mayores, esto esta asociado a los cambios en la
orientacion de las cadenas debido a la presencia del grupo fosfato, que bajo
condiciones experimentales se encuentra ionizado y cuya naturaleza quimica aumenta
su interaccion con medio dispersante ubicandose en la interfaz entre los segmentos
hidrofilicos e hidrofobicos, conllevando al plegamiento del segmento de PCL y
aumentando la cristalinidad de estos dominios. Sin embargo, la presencia de cargas
en la interfase puede llevar a repulsiones que conllevan al hinchamiento de estas

nanoparticulas.

T Medidas de potencial 6

La carga superficial de los agregados micelares se determiné a través de medidas de
potencial ¢ La Figura 2.14 ilustra a manera de ejemplo los datos obtenidos empleando
la técnica de movilidad electroforética como se describio en la seccion 2.1.2

Caracterizaciones.



Figura 2-14: Medidas de potencial ¢ de copolimero PCL-2
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Dentro del andlisis expuesto, las micelas formadas a partir de las cadenas de CBA sin
conjugar reporta carga superficial negativa atribuida a que el segmento de PEG puede
adsorber aniones del medio (Garbuzenko, 2005). Las micelas poliméricas de los
materiales modificados con el fosfolipido exhiben valores de carga superficial en el
rango de -12 a -18 mV atribuyéndole una estabilidad electroestatica a las dispersiones

micelares.

Para explicar este comportamiento se propone una estructura en la Figura 2-15 en
donde la cabeza polar de las cadenas conformada por el grupo fosfato se orienta hacia
el exterior de la estructura provocando un plegamiento del dominio hidréfobo de PCL.
Como consecuencia, hay un aumento de aproximadamente 18 nandmetros de
diametro en las micelas de los materiales conjugados asociado al impedimento
estérico causado por el gran tamafio y naturaleza polaridad del DSPE cuya ubicacion
mas probable es en la interfaz. Por esta razdn es posible considerar que los materiales
modificados de DSPE son copolimeros tribloque de la forma ABC cuyos bloques son

claramente diferenciados respecto de su polaridad.
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Figura 2-15: Orientacidn espacial propuesta de los copolimeros PCL modificados con
DSPE.
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M Estabilidad frente ala dilucién mediante CMC

En este estudio la CMC de los copolimeros se determind por espectroscopia de
fluorescencia empleando pireno como se especificO en la seccion 2.1.2
Caracterizaciones. El pireno se caracteriza por ser un compuesto hidrofobico y al estar
presente en medios acuosos de sistemas coloidales como es el caso de la formacién
de micelas a partir de cadenas de CBA se involucra en un equilibrio de particién
aumentando la intensidad en la emision de fluorescencia en cuyos espectros se
denota un corrimiento batocromico relacionado con el cambio en el ambiente quimico
del pireno (Basu Ray, 2009).

Para ello se prepardé dispersiones micelares de cada uno de los copolimeros de diversa
concentracién en un rango de 0,01 a 1000 ppm. A estos sistemas, se les agregd un
volumen igual de una disolucién de pireno y se calculd la relacién entre la intensidad
de las bandas de emision a 332 nm y 337 nm para cada una de las concentraciones
de copolimeros. Un gréfico de esta relacion versus el logaritmo de la concentracion del
polimero genera una curva sigmoidea cuyo el punto de inflexibn se obtiene por

regresion lineal y corresponde a las concentraciones micelares criticas de cada uno de



los compuestos como se muestra en la Figura 2-16. El reporte de los datos

recolectados se encuentra registrados en la Tabla 2-3.

Figura 2-16: Evaluacion de la concentracion micelar critica de PCL-2-DSPE
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El valor de la CMC indica el umbral de la solubilidad del copolimero. Los materiales
sintetizados forman agregados nanométricos a bajas concentraciones debido a las
interacciones solvofobicas de las cadenas poliméricas con el agua. Esto favorece la
obtencion de estructuras estables cuyo nucleo micelar es mayormente hidrofébico
(Katime, 2003). Esto se puede correlacionar con los resultados obtenidos, ya que para
los sistemas de PEG-b-PCL con mayor longitud del segmento hidrofébico se obtuvo
menores valores de CMC. En el caso particular de las estructuras que fueron
modificadas con DSPE, es importante considerar que sus dominios son tan
guimicamente diferenciados que forman sistemas tribloque del tipo ABC para los
cuales se determind una disminucién drastica de los valores de CMC en comparacion
con los materiales analogos sin conjugar. Esta disminucidon es mas notable para los
sistemas de PCL-1 cuyo peso molecular es mas alto que como se explicd
anteriormente desfavorece la solubilidad de las cadenas poliméricas. Eso le atribuye a

los sistemas micelares una alta estabilidad termodindmica relacionada con valores
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negativos de energia libre de Gibbs, favoreciendo la espontaneidad de la

autoensamblaje en los sistemas bioconjugados.

2.4 Conclusiones

Se sintetizd y caracterizé respecto de su composicion y estructura una serie de
copolimeros dibloque anfifilicos de polietilenglicol con distintos segmentos hidrofébicos
de poli(lactida) y poli (caprolactona) basados en la metodologia de polimerizacion por
apertura de anillo. Los copolimeros de poli(caprolactona) fueron conjugados con un
fosfolipido presente en las membranas celulares mediante reacciones de carboxilacion
y amidacion empleando agentes de acople. La obtencion de las estructuras
mencionadas y sus modificaciones se constaté mediante espectroscopia FT-IR y 1H-
RMN. Adicionalmente, se determind una baja dispersion de los materiales mediante
cromatografia de exclusion por tamafio. Las metodologias sintéticas propuestas
resultan viables y escalables para la obtencién de materiales novedosos, basados en
copolimeros en bloque. Estas resultan de gran valor para la obtencién de estructuras
gue permitan combinar las caracteristicas ventajosas de polimeros sintéticos con
propiedades biolégicas, permitiendo obtener materiales con pesos moleculares
controlados, dispersiones estrechas y un numero controlado de biomoléculas en las

estructuras que permita aumentar la magnitud de las interacciones farmaco-polimero.

El estudio de su comportamiento térmico revel6 una disminucion en la temperatura de
cristalizacion de los sistemas conjugados asociados a una mayor flexibilidad de las
cadenas por la presencia del segmento de PCL y el DSPE, de forma especial, la
biomolécula voluminosa impide la formacién de arreglos regulares en los materiales
disminuyendo la cristalinidad de los dominios de PCL en los sistemas bioconjugados
con DSPE aumentando su biodegradabilidad. Respecto de la caracterizacion de los
sistemas micelares se obtuvo dispersiones de nanoparticulas estables a dilucion con
carga superficial negativa atribuida a la presencia del grupo fosfato ionizado cuyas

interacciones producen un posible plegamiento del segmento hidrofébico ubicandose



en la interfaz con el medio dispersante. Los didmetros determinados oscilan entre 74
y 93 nm, y cargas superficiales negativas que le atribuyen a los sistemas estabilidad
electroestatica, de modo que, la caracterizacion de los sistemas micelares permite
ultimar que estos cumplen con los requerimientos descritos para Su uso como

plataforma de administracion de farmacos de baja solubilidad.

En esta tesis se propuso un compendio de reacciones que permitieron la sintesis de
una serie de copolimeros en bloque anfifilicos de mPEG-b-PCL y su conjugacion con
un fosfolipido presente en las membranas celulares, obteniendo materiales
innovadores  bioinspirados con  caracteristicas de  biocompatibilidad 'y
biodegradabilidad. En este contexto, los sistemas micelares nanoestructurados
formados a partir de estos copolimeros ofrecen perspectivas poderosas respecto del
aumento de la magnitud sus interacciones con la Anfotericina B y las micelas

poliméricas para ser empleados como plataforma de administracion de este farmaco.
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3.1 Introduccidn

La nanomedicina emplea materiales poliméricos para el transporte y liberacion
controlada de farmacos en el tratamiento de diversas enfermedades. En las ultimas
décadas el desarrollo de esta area del conocimiento ha aumentado de manera
exponencial (Grund, 2011). El principal objetivo de estos nanomateriales es la
estabilizacion y solubilidad de los farmacos para mejorar su biodistribucién, ya que, los
farmacos de baja hidrosolubilidad requieren de una mayor dosificacion produciendo

toxicidad en los tratamientos.

Los copolimeros en bloque anfifilicos (CBA) son los materiales mas promisorios para
la fabricacién de estos nanotrasportadores gracias a la versatilidad que presentan
estas macromoléculas (Eetezadi, 2015). Las nanoestructuras micelares se forman
mediante el reordenamiento los segmentos hidréfilos e hidréfobos de los CBA. Su
capacidad de autoensamblaje en medios acuosos los han hecho valiosos en este tipo
de aplicaciones (Jones, 2008; Gong, 2012; Narain, 2016).

La incursién de nuevos mondmeros en este campo se ve limitado por caracteristicas
de biocompatibilidad y la biodegradabilidad. Se ha empleado el uso de carbonatos con
el fin de obtener estructuras derivadas con decoraciones periféricas desarrolladas en
respuesta a las demandas de estructuras diversificadas. Se ha reportado que estas
modificaciones de los polimeros basados en el uso de PMC (Polimetilcarbonato) ya
gue este blogue le atribuye unas caracteristicas especificas de flexibilidad, resistencia
a la hidrdlisis, biocompatibilidad y la no generacion de degradacién acida a las cadenas

principales (Fukushima, 2016).



Una opcion para modificar la estructura de las cadenas poliméricas propuestas es la
injercibn de biomoléculas que permitan la formacion de sistemas biomiméticos
(Madeleine, 2005). Normalmente, estos CBA se modifican con acidos grasos como
grupos terminales. Este tipo de modificacion se propone debido a que la decoracion
de la cadena terminal aumenta las interacciones hidrofébicas con el farmaco,
facilitando su inclusion en el ndcleo micelar y por ende favoreciendo su encapsulacion,
tal como ha sido demostrado en trabajos de investigacion desarrollados previamente
(Luengo-Alonso et al., 2015; Villamil et al., 2019).

Una de las biomoléculas propuesta es el colesterol ya es uno de los principales
componentes de las membranas celulares.(Robert K. Murray, David A. Bender,
Kathleen M. Botham, Peter J. Kennelly, Victor W. Rodwell, 2013) Se ha reportado su
conjugacion con sistemas poliméricos para encapsulamiento de camptotecina,
obteniendo sistemas micelares nanométricos que solubilizaron 30 a 40 veces mas este
farmaco (Laskar, 2014). Adicionalmente existen reportes de conjugaciones de PEG
con otro tipo de acidos grasos como el acido colico para el encapsulamiento de
anfotericina B (AmB) aumentando la solubilidad y reduciendo su toxicidad. (Luengo-
Alonso, 2015)

Otros reportes consideran las interacciones favorables de la AmB con los esteroles
como el colesterol, reportando que estas conjugaciones poseen una accion directa
sobre la atenuacién y selectividad de la toxicidad de este antibiotico. (Czub, 2006).
Otros estudios indican claramente que la conjugacion de AmB con colesterol ayudé a
mejorar la estabilidad gastrointestinal del farmaco y se planteé su potencial aplicacién
en formulaciones de administracion oral (Thanki, 2019). Finalmente, también se han
desarrollado formulaciones parenterales alternativas con colesterol que emplean
vehiculos lipidicos para la administracion de AmB a fin de mejorar la tolerabilidad de

los medicamentos y optimizar su eficacia clinica (Faustino, 2020).

Otra de las biomoléculas propuestas para realizar modificaciones estructurales sobre
copolimeros es el acido cis-9-octadecenoico comunmente conocido como acido oleico.
Este acido graso monoinsaturado pertenece a la serie omega 9 y ya que es
comunmente incluido en la dieta humana normal a través del consumo de grasa animal

0 aceites vegetales como lo son el aceite de oliva, de aguacate y de canola (Robert K.
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Murray, David A. Bender, Kathleen M. Botham, Peter J. Kennelly, Victor W. Rodwell,
2013). Adicionalmente, es empleado como excipiente en productos farmacéuticos
debido a sus propiedades surfactantes (Robert K. Murray, David A. Bender, Kathleen
M. Botham, Peter J. Kennelly, Victor W. Rodwell, 2013). Dado que una molécula de
acido oleico posee un grupo olefinico en configuracion cis y cadenas hidrocarbonadas,
se espera que interactie con el segmento apolar de la AmB. Previamente se ha
reportado el desarrollo micro emulsiones de aceite en agua (O / W) en donde la fase
oleosa esta compuesta por diversos lipidos que contenian acido oleico como sistemas
para la administracion oral de AmB, esto sistemas fueron estabilizados con
surfactantes no iénicos tales como los de las series de Tween® y Span®. Estos
sistemas mejoraron la solubilidad de AmB hasta 1000 veces y mostraron un
comportamiento reoldgico adecuado para la administracion oral (Silva, 2013).

El objetivo de este estudio es sintetizar una serie de copolimeros tribloque PEG-b-
P(CL-co-PMC) considerando variaciones en el segmento hidréfobo y densidad de
injerto. Para ello se emplea la metodologia de apertura de anillo (ROP) con el fin de
copolimerizar al azar de Ecaprolactona y 5-metil-5-propargiloxicarbonil-1,3-dioxan-2-
ona (MPC). Asimismo, estas estructuras se modifican mediante el uso de la
metodologia de quimica click con el fin de obtener estructuras injertas con un nimero
controlado de moléculas de colesterol (PEG-b-P(CL-co-(PMC-g-Colesterol))) y acido
oleico(PEG-b-P(CL-co-(PMC-g-Oleico))). Es de esperarse que estos cambios
estructurales permitan la modulacion las propiedades fisicoquimicas de los materiales,
de manera tal, que aumenten la magnitud de las interacciones con AmB para ser
potencialmente usados en la fabricacion de vehiculos micelares para encapsulamiento

de este farmaco.

3.2 Materiales y Métodos

3.2.1 Materiales

El poli(etilenglicol) (PEG) con un peso molecular de 5.3 k D a ,-cagiolactona (98%),

Octanoato de estaiio (9%), 3-cloropropilamina (98%), Colesterilo cloroformiato



(95%),4cido oleico ( O 9 9 %t)fato de cobre(99%), acido ascérbico (99%), Pireno
(99%), Trietilamina (99%), hidréxido de sodio (99%) y demas reactivos y solventes
empleados en los protocolos de sintesis, purificacion y caracterizacion fueron
adquiridos en Sigmai Aldrich. El carbonato ciclico 5-metil-5-propargiloxicarbonil-1,3-
dioxan-2-ona (PMC) fue sintetizado por la estudiante de Doctorado Ivonne Lorena Diaz
para su tr abaj oCopodmeronde mjsrto bagadas en-PDMAEMA y PEI:
S2ntesis y evaluaci-n como vectparalesualpar a | a
empled la metodologia descrita por Changai y colaboradores. EI compuesto fue
purificado mediante recristalizacion por solventes usando THF y dietiléter (Changali,
2007). Previo a las sintesis, los reactivos se secaron empleando diferentes protocolos,
el tolueno y tetrahidrofurano se secaron mediante destilacién con sodio y benzofenona
como indicador de humedad, el poli(etilenglicol) mediante destilacidbn azeotrépica con

t ol ueno scapotactona sk secatdbn empleando hidruro de calcio.

3.2.2 Caracterizaciones

El Esquema 1-1 ilustra la metodologia de caracterizacién de los copolimeros obtenidos
y sus respectivos analogos injertos con acido oleico y colesterol. A diferencia de los
materiales previamente sintetizados y debido a la labilidad del enlace carbonato se
modificé en la rampa de calentamiento de la calorimetria diferencial de barrido (DSC).
Para ello, se realizé un borrado del historial térmico del material calentando desde
temperatura ambiente hasta 100 °C a 10 °C/min, posteriormente las muestras fueron
enfriadas hasta una temperatura de -20 °C a una velocidad 10 °C/min para permitir su
cristalizacion. Finalmente, el comportamiento de fusion se determiné calentando hasta

una temperatura de 150 °C a 10 °C/min.

3.2.3 Metodologia

En primera instancia se sintetizd una serie de copolimeros dibloque compuestos de un
segmento de polietilenglicol,y ot r o de un -<capplactodary&-metil-5d e U
propargiloxicarbonil-1,3-dioxan-2-ona (MCP). El control de la longitud del segmento
hidrofobico de los materiales se realizé mediante la relacion iniciador/PCL y la densidad
de injerto fue ajustada mediante la relacion de iniciador/MCP. Esta Ultima esta

relacionada con el numero de grupos propargilo cuelgan de las cadenas poliméricas.



74  Sintesis de copolimeros dibloque biodegradables conjugados con biomoléculas
como plataforma de administracion de farmacos.

Los copolimeros tribloque fueron modificados estructuralmente mediante la injercion
de acidos grasos usando la metodologia de quimica click, ya que, este tipo de
reacciones se caracterizan por tener ciertas ventajas como lo son su estabilidad a una
temperatura ambiente, una alta selectividad, y requerimientos sencillos para su
purificacion. Para hacer uso de las reacciones click el &cido oleico y el colesterol fueron
funcionalizados previamente por medio de reacciones de amidacién para obtener
grupos azida terminal. Las metodologias de sintesis propuestas permiten la
construccion una biblioteca de copolimeros de composicion variable con
caracteristicas biocompatibles, biodegradables y biomiméticas con potencial
aplicacion en la elaboracion de dispersiones micelares para el trasporte de farmacos

de baja solubilidad como la AmB.

Los materiales purificados mediante los procesos previamente descritos en la seccién
2.2.3 que involucra su disolucion-precipitacion con solventes, secado a presion
reducida, dialisis y liofilizacion, esto con el fin de remover restos de catalizador, agentes
de acople y deméas sustancias que puedan estar presente al final de las reacciones y
gue puedan ser interferentes en las caracterizaciones bioldgicas. De manera adicional
los materiales injertados fueron disueltos en cloroformo y centrifugados a 3000 r.p.m
durante 3 minutos para finalmente extraer en el sobrenadante el copolimero a
caracterizar. Los materiales y sus intermediarios fueron caracterizados empleando
resonancia magnética nuclear de protones 'H-RMN y espectroscopia infrarroja FT-IR
con el fin e confirmar se obtuvo los grupos funcionales y estructuras quimicas
deseadas. En tanto se emple6 GPC para determinar el peso molecular y su
distribucion.
A Sintesis de copolimeros PEG-b-P(CL-co-PMC)

En una sintesis del copolimero m(PEG)121-b-(PCL)43-co-(PMC)s, a mPEG 5.3 kDa (5
g, 1 mmol) seco por destilacién azeotrdpica en un roto evaporador empleando tolueno
seco, se adiciono los monomeros: XCaprolactona (4,8 g, 44 mmol) y MCP (1,2 g, 7
mmol). Finalmente, se afiadio el catalizador Sn(Oct), (165 pL, 0,5 mmol). La mezcla
de reaccion se agité en atmoésfera de Ar durante 53 h a una temperatura de 110°C. El

producto de reaccion fue disuelto en DCM vy precipitado con dietil éter a una



temperatura de 0°C Finalmente el producto fue filtrado y secado al vacio. Las
relaciones molares empleadas para la obtencion de los demas materiales se
encuentran consignadas en la Tabla 3-1.

M(PEG)121-b-(PCL)43-co-(PMC)s (Polimero A5) para obtener 10.4 g (98%)FT-IR(cm-
1) : (-C=CH) 3251, (C-H) 2888, (-C=C) 1964, (C=0) 1729, (CH.) 1466, (CHs) 1340, (C-
0) 1101.1H NMR (400 MHz, TMS) PEG U (ppm)= 3.3 (s, CH3-0-), 3.5 (s, -CH2-CHz-O-
. PCL U ( pp mMEHs-CHz-CKH), 4.6 (9, -CH2-CH2-CH2- ), 2.2 (t, -C(O)-CH2-),
40(t -CH2-O) . PMC U ( p@@kp)=CHs),2.5 (t, sC=CH), 4.3 (m, -C(O)-O-
CH>-), 4.7 (d, -CH2-C=CH).

Empleando esta metodologia de sintesis se obtuvo un total de 6 copolimeros de
distinta composicion denominados: A5, A3, Al, B5, B3 y B1. En donde, las letras Ay
B indican los bloques asociados a la longitud de PCL y los numeros (5,3,1) indican la

densidad de injerto asociada al nimero de cadenas de propargilo en la estructura.

Tabla 3-1: Relaciones molares empleadas para la sintesis de copolimeros PEG-b-

P(CL-co-PMC) y composicion promedio de los materiales obtenidos.

Relacion molar:
Copolimero Iniciador/ECL/MCP/Catalizador Composicién promedio
A5 1/44/7/0.5 M(PEG)121-b-(PCL)43-co-(MCP)s
A3 1/44/5/0.5 M(PEG)121-b-(PCL)42-co-(MCP)3
Al 1/44/3/0.5 M(PEG)121-b-(PCL)43-co-(MCP):1
B5 1/26/7/0.5 M(PEG)121-b-(PCL)23-co-(MCP)s
B3 1/26/5/0.5 M(PEG)121-b-(PCL)23-co-(MCP)3
Bl 1/26/3/0.5 M(PEG)121-b-(PCL)23-co-(MCP)

La sintesis de 1l-aminopropil-3-azida y su uso en la modificacion de acido oleico y
cloroformiato de colesterilo para obtener grupos funcionales azida terminales se
encuentra descrito con detalle en el Anexo B. En esta seccion metodoldgica se mostré
a manera de ilustracion los ejemplos de la asignacién de las bandas espectrales de
infrarrojo y resonancia de los copolimeros A5, A5-O y A5-C. Los demas reportes de
sefales se encuentran en el anexo de este documento. El esquema 3-1 describe de
manera general la metodologia de sintesis de los CBA y su bioconjugaciéon con acido

oleico o colesterol.
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Esquema 3-1. Pasos a través de los cuales se llevé a cabo la obtencion de los
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A Injercién de acido oleico y colesterol empleando quimica click

La obtencion de copolimeros injertos se realizé con los blogues A y B descritos
previamente empleando las biomoléculas modificadas Oleico-N3 y Colesterol-Ns. Para
ello se plante6 una serie de relaciones molares previamente reportadas para
reacciones de quimica click alquino/Cu, PMDETA y &cido ascérbico que requiere de
los grupos azida-alquino y para ello se emplearon las relaciones molares descritas en
la Tabla 3-2 (Changai, 2007; Riva, 2007; Binder, 2008; Lecomte, 2008; Darcos, 2010;
Chua, 2012; Wiarachai, 2016).

Tabla 3-2: Relaciones molares empleadas para la sintesis de copolimeros mPEG-b-
P(CL)-co-(PMC-g-Oleico) y mPEG-b-P(CL)-co-(PMC-g-Colesterol).



Mol Mol Mol Mol Mol
Bloque | propargilo/cadena N3 Cu PMDETA | Ascorbico

A 5 6 24 48 96
A 3 4 16 32 64
A 1 2 8 16 32
B 5 6 24 48 96
B 3 4 16 32 64
B 1 2 8 16 32

Una injercion tipica se realizé empleando el copolimero A5 (500 mg, 0.044 mmol), Nz-
Oleico (44 mg, 0.12 mmol) y acido ascérbico (338 mg, 1.92 mmol) en 10 mL de THF
seco en un balon Schlenk. Una vez disueltos, empleando agitacion y bajo atmosfera
inerte se afiadi6 PMDETA (200 ¢ L, 0.96 mmol) y sulfato de cobre (163 mg, 0.48 mmol).
El producto de la reaccion fue purificado mediante precipitacion con éter y filtrado.
Posteriormente fue disuelto en cloroformo y centrifugado durante un tiempo de 3
minutos a 3000 r.p.m, tomando el sobrenadante y evaporando el solvente para

posteriormente ser caracterizados.

M(PEG)121-b-(PCL)43-co-((PMC)s-g- (Oleico)s) (Polimero A5-O) para dar 0,34 g
(62%). FT-IR(cm): (OH) 3461, (=C-H) 3004, (-C-H) 2871, (C=0) 1731, (C=C) 1661,
(CH2) 1467, (CHs) 1343, (C-O) 1112.*H NMR (400 MHz, TMS)PE G U ( 34p(sn) =
CH3-0-), 3.6 (s, -CH2-CH2-O-). PCL 0  (2p5p(mm }GH2-CH2-CH2-), 2.0 (q, -CHa-
CH2-CH-), 2.3 (t, -C(0)-CH2-),4.0 (t, -CH2-CH2-O-).P MC U (1BpsnjCECH2)2-
CHs), 4.3 (m, -O-CH2-C). OL El CO U 0.87ptpGhl}-GH>-CH2-C(0O)), 0.9 (s, CHs-
CH>-), 1.0 (g, =CH-CHz2-), 1.3 (m, (CH2)7-CHs3), 1.6 (m, (CH2)s-C(0O)), 3.0 (q, -CH2-CH2-
NH-), , 4.2 (t, -CH2-CHz-triazol), 5.2 (d, -O-CHz-triazol), 5.3 (g, (CH2-CH=CH-CHy), 7.5

(t, C(O)-NH-CHy>), 7.8 (s, triazol)

M(PEG)121-b-(PCL)43-co-(PMC)s-g-(Colesterol)s (Polimero A5-C) para dar 0,49 g
(89%). FT-IR(cm™) : (OH) 3418, (=C-H) 2939, (-C-H) 2873, (C=0) 1732, (C=C) 1655,
(CH.) 1465, (CHs) 1342, (C-O) 1109.H NMR (400 MHz, TMS)PEG U (ppm) = 3. 4
CHs-0O-), 3.6 (s, -CH2-CH2-O-) . P CL U0 ( p pChCH2-CH2-)41.7((rm -CHa-
CH2-CHz-), 2.3 (t, -C(O)-CH2-), 4.0 (t, -CH2-CH2-O-). PMC 0 ( p.P(8)}C{CH2)2-
CHa), 4.4 (m, -C(O)-O-CH2-).COLESTEROL U (0f smHs)-CH2), 0.84 (m, -
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CH2-CH2-CHz3-), 1.0 (s, CHs-colesterol), 1.8 (m, -CH2-CH2-CH>-), 2.1 (q, -CH2-CH2-CH>-
), 3.1 (g, -CH2>-CH2-NH), 4.3 (t, -CH2-CH3-triazol), , 5.2 (d, -O-CHz-triazol), 5.3 (t, (CH»-
CH=C), 7.4 (t, CH2-NH-C(0)), 7.7 (s, triazol).

3.3 Resultados y discusion

La sintesis de los materiales se realiz6 por diversas etapas. Como punto de partida se
sintetizaron copolimeros PEG-b-P(CL-co-PMC) por el mecanismo de apertura de anillo
(ROP) a partir de mPEG de peso molecular promedio en nimero de 5.3 kDa con
segmentos hidrofobos de distinta longitud de policaprolactona (PCL) copolimerizada al
azar con 5-metil-5-propargiloxicarbonil-1,3-dioxan-2-ona (MCP) cuya composicién fue
variable obteniendo materiales con 1,3 y 5 cadenas propargilo terminales tal como se

muestra en el Esquema 3-2.

Esquema 3-2: Esquema de sintesis de copolimeros PEG-b-P(CL-co-PMC)

0 Y

)OL o o] o/

I o /OMOWOWO\LO%
m n O q

Tolueno, Sn(Oct),

53 h, N
© ON 110 °c2 (PEG),-b-P((CL),y-co-(PMC),)
MCP

El mecanismo de polimerizacion por apertura de anillo (ROP) se caracteriza por facilitar
la obtencion de diversas gamas de polimeros, dentro de los cuales se encuentra la
obtencion de poliésteres a partir de mondmeros ciclicos cuyos grupos funcionales sen
susceptibles a ser abiertos por iniciadores anionicos y generar una reaccion de

polimerizacion.

Una diferencia importante respecto de este mecanismo con la polimerizacién por

condensacion es que no se liberan subproductos como el agua facilitando la obtencion



de materiales de altos pesos moleculares. De forma estratégica se us6 como
mondmero el carbonato MCP para facilitar la posterior funcionalizacién de las
estructuras poliméricas usando quimica click y de esta manera lograr la injercion de
las biomoléculas de &cido oleico m(PEG)-b-(PCL)-co-((PMC)-g- (Oleico)) y colesterol
m(PEG)-b-(PCL)-co-(PMC)-g-(Colesterol) se realiz6 empleando la metodologia

descrita en el Esquema 3-3 y Esquema 3-4 respectivamente.

Esquema 3-3: Injercion de &cido oleico para formar copolimeros mPEG-b-P(CL)-co-
(PMC-g-Oleico)

o
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Esquema 3-4: Injercion de &cido oleico para formar copolimeros (PEG)-b-((PCL)-co-
(PMC-g-Colesterol))
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3.3.1 Caracterizacion espectroscopica de los copolimeros

Mediante el uso de técnicas espectroscopicas de infrarrojo y resonancia magnética

nuclear se verificd la obtencién de las estructuras y su injerto con las biomoléculas
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hidrofébicas. Adicionalmente, mediante estas técnicas de denotdé una completa
conversion o reaccion de los grupos alquino mediante su bioconjugacién con
moléculas de acido oleico o colesterol. La totalidad de los compuestos obtenidos se

encuentran registrados en la Tabla 3-3.

Tabla 3-3: Composicion promedio, pesos moleculares y dispersion de polimeros

por

sintetizadoglicko2 y GwZxmipec & ciur s'B-RMMNYyGPG.t eni da
) RMN GPC

Copolimero Composicién promedio 1|—(||;FSI;/I)N (érﬂ) Cong)z;sién ) (rtnli:‘;l)
A5 m(PEG)121-b-(PCL)43-co-(MCP)s 11.2 43 98 1.18 10.07
A5-O M(PEG)121-b-(PCL)43-co-(MCP)s -g- (Oleico) s 14.9 43 62 1.21 10.11
A5-C M(PEG)121-b-(PCL)43-co-(MCP)s -g- (Colesterol)s 13.8 43 89 1.13 10.00
A3 m(PEG)121-b-(PCL)42-co-(MCP)3 10.7 42 95 1.16 10.07
A3-0O M(PEG)121-b-(PCL)42-co-(MCP)3-g-(Oleico)s 125 42 90 1.13 10.15
A3-C M(PEG)121-b-(PCL)42-co-(MCP)s-g-(Colesterol)s 12.2 42 90 1.10 10.05
Al mM(PEG)121-b-(PCL)43-co-(MCP)1 10.4 43 98 1.10 10.13
A1-O M(PEG)121-b-(PCL)43-co-(MCP)1-g-(Oleico)1 125 43 58 1.08 10.12
A1-C M(PEG)121-b-(PCL)43-co-(MCP)1-g-(Colesterol): 11.6 43 77 1.10 10.06
B5 M(PEG)121-b-(PCL)23-co-(MCP)s 8.9 23 88 1.21 10.19
B5-O M(PEG)121-b-(PCL)23-co-(MCP)s-g-(Oleico)s 10.7 23 56 1.12 10.17
B5-C M(PEG)121-b-(PCL)23-co-(MCP)s-g-(Colesterol)s 11.6 23 98 1.29 10.14
B3 M(PEG)121-b-(PCL)23-co-(MCP)3 8.5 23 58 1.09 10.19
B3-O M(PEG)121-b-(PCL)23-co-(MCP)3-g-(Oleico)s 9.3 23 79 1.20 10.17
B3-C m(PEG)121-b-(PCL)23-co-(MCP)s-g-(Colesterol)s 13.5 23 93 1.36 10.05
B1 M(PEG)121-b-(PCL)23-co-(MCP)1 8.1 23 63 1.25 10.29
B1-O M(PEG)121-b-(PCL)23-co-(MCP)1-g-(Oleico)1 11.2 23 40 1.34 10.19
B1-C M(PEG)121-b-(PCL)23-co-(MCP)1-g-(Colesterol)a 10.0 23 46 1.31 10.23

La técnica de espectroscopia infrarrojo se empleo con el fin de corroborar la formacion
del producto correspondiente en cada una de las etapas de sintesis. La formacién de
los copolimeros de PEG-b-P(CL-co-PMC) se constatd mediante la aparicion de la
banda de estiramiento de carbonilo (C=0) hacia 1729 cm caracteristico de la
formacion de poliésteres y policarbonatos. De forma adicional es posible observar la

aparicion de bandas caracteristicas del grupo propargilo como lo son la banda de



estiramiento (=C-H) hacia 3251 cm y (C=C) hacia 2000 cm* como se observa en la
Figura 3-1.

Figura 3-1: Espectro FT-IR del unimero de mPEG y el copolimero A5

mPEG

MPEG-b-P(CL-co-PMC)

-

=C-H =
3256 cm” 1969 cm’’

Transmitance (%)

Cc=0
1732 cm™

: 40'00 : 35:)0 : 30'00 : 25'00 . 20l00 : 15'00 : 10l00 ] SI'JO
wavenumber (cm™)
Adicionalmente, la técnica de *H-RMN se empleé en la caracterizacion los copolimeros
MPEG-b-P(CL-co-(PMC)), permitiendo conocer su peso molecular promedio en
namero, grado de conversion y unidades de MCP, a través de la integracion de las
sefiales caracteristicas del PEG, U (ppm) =3.3 (s, CHz3-O-) y 3.5 (s, -CH2-CH2-O-), y

de la PCL U (ppm) =2.2 (t, -C(O)-CHz2-) y 4.0 (t, -CH2-O) como se muestra en la
Ecuacion 3.1.

LoEEA — (3.1)

JTe - T0% 0-#, 81 #, D00O6WM8T -#0 (3.2)

La densidad de injerto se calculé6 mediante la integracion de la sefial correspondiente
al protdn del grupo alquino en U (ppm)= 2.5 (t, -C=CH).
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Los polimeros obtenidos clasificados en bloques distintos denominados A y B
denominados con diferencias en la densidad de injerto (A5, A3, Al) y (B5, B3y B1).
Los materiales obtenidos se registraron en la Tabla 3-3 para los cuales se determind
el peso molecular, la composicién promedio y su grado de conversion. La asignacion
de sefales se observa de resonancia se observa a manera de ejemplo en la Figura 3-
2. El reporte completo de las sefales se encuentra consignado en el Anexo B.

Figura 3-2: Espectro 'H-RMN del copolimero A5
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reaccionar con otros grupos funcionales, tales como azida mediante el uso de cobre



como catalizador generando una estructura de triazol 1,4-disustituido que involucra la
formacion de enlaces carbono-carbono y carbono-heterodtomo de forma rapida y
eficiente .(Riva, 2007) El uso de las reacciones click requiere que la reaccion suceda
de forma modular. Por lo cual, se requirio la sintesis de 1-aminopropil-3-azida a partir
3-cloropropilamina.Debido a que el eje central de este trabajo es la obtencion de los
materiales poliméricos la informacién sobre la modificacion de &acido oleico y
cloroformiato de colesterilo con 1-aminopropil-3-azida y su respectiva caracterizacion

se encuentra consignada en el Anexo B.

La injercion de los grupos hidrofébicos en las estructuras poliméricas se ratificd
mediante FT-IR haciendo un seguimiento a la aparicion de las bandas de estiramiento
del enlace (=C-H) y (C=C) hacia 3000 cm y 1650 cm™ respectivamente. Estas son
caracteristicas de la insaturacion de los grupos hidrofébicos se muestra en la Figura 3-
3y la Figura 3-4. La conversién de grupos alquino permite verificar que se llevo a cabo
la reaccion click, ya que no aparecen se reportan sefiales de grupos azida o alquino

en los espectros de los materiales injertos con colesterol y acido oleico.

Figura 3-3: Espectro FT-IR del compuesto oleico-azida y los copolimeros
modificados con acido oleico.
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Figura 3-4: Espectro FT-IR del compuesto colesterol-azida y los copolimeros
modificados con colesterol.
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La asignacion de sefiales de los materiales injertos con acido oleico y colesterol se
muestra en la Figura 3-5 y Figura 3.6 respectivamente. Para ello, se tomé como
referencia las sefiales que evidencian la cicloadicion U (ppm) = 4.3 (t, -CH>-CHz-triazol),
5.2 (d, -O-CHg-triazol) y 7.7 (s, triazol) y adicionalmente la aparicion de sefiales
caracteristicas de alquenos U (ppm) = 5.3 (t, (CH2-CH=CH-) y la presencia del grupo
amida U (ppm) = 7.4 (t, CH2-NH-C(0)). La caracterizaciéon por 'H-RMN de los
compuestos injertos con colesterol se encuentra sefialada en la Figura 3-5. En el
espectro se observé la aparicion de sefiales asociadas a los grupos isopropilo U (ppm)
= 0.7 ppm (s, (CHs)2-CHz) y metilo G (ppm)= 0.7 (s, (CH3)2-CH) del colesterol.
Adicionalmente las sefiales correspondientes al triazol: U(ppm) = 4.3 (t, -CH2-CH2-
triazol), 5.2 (d, -O-CHz-triazol), 7.7 (s, triazol) y al grupo amida: G(ppm) = 7.4 (t, CH»-
NH-C(O)).



Concomitantemente se observa el aumento en el nUmero de sefiales a campo alto
correspondientes a multipletes provenientes de cadenas alifaticas saturadas propias

de las estructuras anteriormente mencionadas.

Figura 3-5: Espectro H-RMN del copolimero A5-O
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Figura 3-6: Espectro 'H-RMN del copolimero A5-C
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3.3.2 Determinacion de la dispersion de peso molecular de los
copolimeros

Las mediciones de dispersion de peso molecular se llevaron a cabo bajo los
parametros descritos en las secciones del capitulo anterior 2.2.2 Mediciones y 2.2.3.
Metodologia. Para estos sistemas con numeros de injerto variable no se evidencié
diferencias respecto de sus tiempos de retencion como se muestra en la Figura 3-7.
Sin embargo, se evidencié cambios en el tiempo de retencidén de los compuestos segun

Su peso molecular como se muestra en la Figura 3-8.



Figura 3-7: Cromatograma de los copolimeros del bloque B con nimero de
densidades de injerto variables.
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Figura 3-8: Cromatograma de los copolimeros de los bloques Ay B con 3 unidades
de carbonato en su estructura.
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Tras la bioconjugacion de los copolimeros biomoléculas de acido oleico o colesterol se
observo la disminucion de las interacciones de las cadenas poliméricas con el
disolvente, y adicionalmente la presencia de estos grupos hidréfobos en las estructuras
produjo variaciones en el radio hidrodinamico de los copolimeros, en especial aquellos

conjugados con colesterol como se muestra en la Figura 3-9.

Figura 3-9: Cromatograma de los copolimeros del bloque A5 y sus analogos
bioconjugados con acido oleico y colesterol.
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Las soluciones poliméricas no pueden resolverse como un modelo de soluciones
ideales, puesto que las cadenas de polimeros en su estado puro presentan multiples
conformaciones. La teoria de Flory-Huggins en la cual se asume que las cadenas
poliméricas estan compuestas por una determinada cantidad de moléculas de solvente
con distinto grado de polimerizacion.El solvente posee un Unico microestado y
presenta interacciones solvente-solvente, sin embargo, cuando se realiza una
dispersion de cadenas poliméricas hay un incremento en el nimero de interacciones

considerando la asociacion segmento-segmento y segmento-solvente. Esto implica



gue por cada interaccion de las cadenas con el solvente que se formen, se romperan
interacciones entre el polimero y el solvente. Se observa que esto sucede con este tipo

de materiales e incrementa con los materiales conjugados (Fredrickson, 1994).

3.3.3 Estudio de las propiedades térmicas de los copolimeros

La caracterizacion térmica de los materiales poliméricos se realizé empleando DSC,
con el fin de estudiar su cristalizacion y fusion, y por ende cambios en la morfologia de
los materiales. Los parametros de medicion empleados se encuentran descritos en la

seccién 3.2.2. Caracterizaciones.

Los valores obtenidos de las temperaturas de cristalizacion (T¢), temperaturas de
fusion (Tm), entalpias de cristalizacion (qpH) y entalpias de fusion (oK) se encuentran
registrados en la Tabla 3-4.

Tabla 3-4: Caracterizacion térmica obtenida mediante DSC de polimeros sintetizados

viaquimicafi c0i ¢ sus precursores

DSC

Copolimero T Tm Hm
(¢C) (C) (J/g)

A5 24,1 50,2 65,8
A5-0 18,5 50,1 73,9
A5-C 18,6 49,8 68,6
A3 33,1 53,3 51,7
A3-0 27,33 53 82,6
A3-C 28,1 53,6 98,1
Al 33,6 53,5 87,6
Al-O 25,1 54,6 108,2
Al-C 29,3 54 102,6
B5 20,6 48,3 87,1
B5-O 21,8 49,6 70,1
B5-C 20,8 51 64,0
B3 31,8 53,8 109,9
B3-O 27,1 53,3 86,4
B3-C 26,5 53,3 88,8
Bl 21,1 47,6 78,0
B1-O 19,8 48,5 59,3
B1-C 21,6 46,6 63,5
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En todos los casos las transiciones térmicas asociadas a la cristalizacion de los
dominios de PEG-b-(PCL-co-PMC) se observo en un rango entre 18.5y 33.6° C con
entalpias de cristalizacion ( gqxHentre 44.7 y 105 J/g. Adicionalmente, se observo una
que las temperaturas de cristalizacion de los materiales con un mayor nimero de
unidades de carbonato, y adicionalmente, que los materiales injertos con moléculas de
acido oleico y colesterol poseen temperaturas de cristalizacion ain menores que
oscilan entre 18.5 y 19.3 °C. Se evidencio que al aumentar el contenido de colesterol
en las estructuras hay una reduccion de la cristalinidad de los materiales, inclusive para
el segmento de PEG. En la Figura 3-10 se muestra los termogramas correspondientes
al proceso de cristalizacion de los materiales en donde se observa picos de fusion muy
amplios caracteristicos del proceso de cristalizacion de los polimeros parcialmente

cristalinos.

Figura 3-10: Termograma de cristalizacion de los copolimeros click.
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Cuando las muestras se sometieron a una rampa de calentamiento sufrieron
transiciones térmicas asociadas a su proceso de fusion, tal como se muestra en la
Figura 3-11. Los materiales sintetizados presentan rangos de fusion entre 46.6 y 54.6
°C con entalpias de fusion (g Hh) entre -51.7 y -108 J/g. De manera general, los puntos
de fusion de los copolimeros disminuyeron con el aumento de unidades de PMC en la
estructura, lo que implica que la incorporacién estas unidades a la cadena reduce
significativamente la cristalinidad de los materiales. La presencia de moléculas
bioconjugadas en la estructura se evidencia mediante la disminucion de las
temperaturas de fusion de los materiales modificados, lo cual se atribuye a la reduccion
del espesor de los cristales causado por los grupos voluminosos de las moléculas

injertadas que impide la formacion de estas microestructuras.

Figura 3-11: Termograma de fusion de los copolimeros click .
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3.3.4 Caracterizacion de los sistemas micelares

1 Concentracion micelar critica (CMC)
El valor de la concentracidn micelar critica se determind mediante la técnica de

fluorescencia de pireno descrita en la seccion 2.2.1 Caracterizaciones. Las curvas
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sigmoideas obtenidas para los sistemas micelares de A5-C como se

muestra en la Figura 3-12.

Figura 3-12. Obtencion de los valores de CMC para los sistemas micelares formados

a partir del autoensamblaje de copolimeros bioconjugados con colesterol A5-C.
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Estos sistemas micelares mostraron ser altamente estables frente a procesos de
dilucién, en especial, aquellos con mayor longitud de segmento hidréfobo y densidad
de injerto. Este comportamiento se puede correlacionar con la disminucién de la
cristalinidad de los materiales, ya que al tener biomoléculas hay un aumento de las
interacciones polimero-polimero que disminuye su solubilidad en agua. Las estructuras
gue contienen colesterol presentan valores de concentracién micelar son mas bajo,
esto se debe a que este lipido es voluminoso y se orienta de tal forma que se favorecen
las interacciones no polares entre las cadenas poliméricas en solucion, y de esta

manera se favorece la formacion de nanoparticulas.

La caracterizacion de los sistemas micelares respecto de su CMC se encuentra

registrados en la Tabla 3-5.



Tabla 3-5: Caracterizaciéon de sistemas micelares de materiales obtenidos mediante
quimica click.

Copolimero| “MCM) | Z. Ave Std.
x10 (d. nm) Dev
AS 7 159 0,1
A5-O 26 64 19
A5-C 3 82 2.6
A3 4 120 0.76
A3-0O 5 163 4.5
A3-C 4 49 0.27
Al 2 127 1.6
Al1-O 37 65 0.85
Al-C 38 41 0.35
B5 4 139 1.4
B5-O 2 112 0.74
B5-C 1 145 2.2
B3 11 106 1.8
B3-O 2 137 4.6
B3-C 19 60 0.68
Bl 5 110 0.65
B1-O 7 267 7.2
B1-C 14 133 3.6

1 Diametro de las nanoparticulas

Las micelas poliméricas son sistemas llamativos ya que estan basados en el
autoensamble de las cadenas poliméricas formando estructuras ndcleo-coraza. En
donde el nucleo hidrofébico sirve como depdésito de farmacos de baja hidrosolubilidad,
y adicionalmente la cubierta hidrofilica de PEG proporciona proteccién y aumenta la
biocompatibilidad de estos sistemas (Lu, 2013). Es importante mencionar que el
tamafo de las estructuras tiene un efecto directo sobre el tiempo de circulacion y
biodistribucion. De esta forma, particulas con un didametro medio por debajo de 200 nm

pueden reducir la absorcién por el sistema reticuloendotelial favoreciendo que la
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captacion del farmaco se de a nivel extracelular (Song, 2014). En este contexto, los
sistemas micelares obtenidos oscilan en el rango nanométrico 6ptimo para ser

empleados como vehiculos de transporte de farmacos.

En los materiales sin modificar se obtuvo menores tamafios micelares en los sistemas
con mayor densidad de injerto, es decir, A5 y B5. Entre estos sistemas, los materiales
del bloque B cuya longitud del segmento de PCL es mas corta mostraron ser un 13%
mas pequefias. Los sistemas modificados resultaron formar sistemas 23 % mas
pequenfas, esto se atribuye a la presencia de grupos hidrofébicos que contribuyen a un
aumento en la magnitud de interacciones solvofébicas con el medio dispersante. Las
distribuciones de tamafio de los sistemas micelares de Al, A1-C y A1-O se muestran
en las Figura 3-13, Figura 3-14 y Figura 3-15 respectivamente.

Figura 3-13: Distribucién de diametro de nanoparticulas obtenida por DLS de

copolimero Al.
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Figura 3-14: Distribucién de diametro de nanoparticulas obtenida por DLS del
copolimero Al-C.
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Figura 3-15: Distribucién de diametro de nanoparticulas obtenida por DLS de
copolimero Al1-O.
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Los didmetros de las nanoparticulas poliméricas obtenido mediante el autoensamblaje
de copolimeros en bloque bioconjugados con &cido oleico o colesterol se encuentran
registrados en la Figura 3-16, en donde se determind de manera general una
disminucién del tamafio de las micelas formadas a partir de los copolimeros
bioconjugados con colesterol.

Figura 3-16: Diametro de NPs poliméricas obtenido mediante el autoensamblaje de
copolimeros en bloque bioconjugados con acido oleico o colesterol.
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3.4 Conclusiones

En esta investigacién se obtuvo una serie de copolimeros en bloque de de PEG-b-
P(CL-co-PMC) empleando la metodologia de apertura de anillo (ROP). Estas
estructuras fueron injertadas con un namero controlado de biomoléculas de acido
oleico PEG-b-P(CL-co-(PMC-g-Oleico)) o colesterol PEG-b-P(CL-co-(PMC-g-

Colesterol) via quimica fi ¢ | .iSe éowstatd la obtencion de las estructuras mediante



técnicas espectroscopicas de infrarrojo (FT-IR) y resonancia magnética nuclear (*H-
RMN).

El estudio térmico de los materiales demostré una disminucion en la cristalinidad
asociado a la presencia de grupos hidrofébicos en la estructura cuyas interacciones
entre cadenas dificultan la formacién de arreglos regulares, por tanto, los copolimeros
presentaron transiciones térmicas usuales de materiales semicristalinos. Esta
disminucién de la cristalinidad se asocia con una mayor biodegradabilidad de los
copolimeros. Las metodologias se sintesis propuestas para esta investigacion resultan
viables para la obtencion de poliésteres con pesos moleculares controlados y baja
dispersidad. Esta propuesta puede ser de valor para la obtencion de un banco de
estructuras basadas en sistemas de copolimeros en bloque y sus modificaciones con
distintas moléculas que aumenten las interacciones especificas con diversos farmacos de

baja hidrosolubilidad como la AmB.

Los sistemas micelares mostraron un aumento de su estabilidad termodinamica ya que
se denoté una disminucién drastica de los valores de concentraciones micelares
criticas de los sistemas bioconjugados, especialmente aquellos con colesterol. Las
nanoparticulas mostrares distribuciones de tamafo unimodales, cuyos diametros
cumplen los requerimientos de tamafio para ser empleados como vehiculos micelares
para el transporte de farmacos de baja solubilidad acuosa. En ese contexto, la
diversidad de estructuras sintetizadas mediante esta segunda aproximacion ofrece
perspectivas poderosas para el desarrollo de nuevos materiales con propiedades

modulables para ser empleados como plataformas de administracion de AmB.
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4. Conlcu ;nies y enedcaccm ones

4.1 Conclusiones

En este trabajo de investigacion se sintetiz6 un banco de materiales basados en
copolimeros en bloque anfifilicos. La metodologia sintética propuesta en esta
investigacion resulta viable para la obtencion de materiales con pesos moleculares
controlados,  dispersidad estrecha y con numeros de moléculas conjugadas
moderadas. La bioconjugacién de estas estructuras con sustancias hidrofébicas
modula las propiedades fisicoquimicas de los materiales tal como su cristalinidad y el
diametro y carga superficial de las nanoparticulas.
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Las estructuras mencionadas son materiales innovadores que aun no han sido
reportados. De manera que, los sistemas micelares nanoestructurados formados a
partir de estos copolimeros ofrecen perspectivas poderosas respecto del aumento de
la magnitud sus interacciones con la anfotericina B para ser empleados como
plataforma de administracion de este farmaco debido a un aumento de la selectividad
de los sistemas dado por las bioconjugacion como se muestra en el Esquema 4-1. Se
puede concluir que de CMC resultan ser esenciales para la obtencion de sistemas

micelares estables frente a la dilucién.

Esquema 4-1. Ventajas de copolimeros bioinspirados

Polimeros

Sinteticos Biomoléculas
AProcesabilidad ——
FEscalabilidad electivida

ABiodegradabilidad

En un analisis de componentes principales se agruparon los polimeros en funcion de
la longitud de su segmento hidrofobo, densidad de injerto y su naturaleza como se
observa en la Figura 4-2. La tendencia indica que a una mayor longitud de PCL hay
una menor influencia de la naturaleza del injerto en las caracteristicas del polimero.
Adicionalmente, cuando la estructura posee un mayor nimero de carbonatos hay una
menor influencia de la longitud del segmento hidrofébico sobre las caracteristicas de

los materiales.

En el grupo de materiales cuya estructura posee cadena de PCL corta y un solo
carbonato se presenta una alta dispersion. Podemos concluir que cuando la longitud
del segmento hidrofébico tiende a ser menor y la densidad de injerto es baja la
naturaleza del injerto, es decir, el tipo de lipido conjugado tiene una mayor influencia

sobre la caracteristica de los polimeros. Adicionalmente, se observa que las
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caracteristicas de materiales del DSPE se ven mayoritariamente influenciadas por la
longitud del segmento hidrofébico. Se corroboré que el cambio de naturaleza del
segmento hidrofébico influye de manera significativa en las caracteristicas de los
materiales, esto se observa claramente en la separacion de los materiales con PLA

respecto de los materiales sintetizados con PCL.

Figura 4-2: Gréfico de analisis de componentes principales (ACP)

groups
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Long-3c
Long-5¢

- PCL1

—= PCL2

=~ PEG-DSPE

a PLA
0- Short-1c
Short-3¢
Short-5¢

PC2 (16.1% explained var.)

]

0
PC1 (55.6% explained var.)

Con el fin de verificar la validez de lo anteriormente mencionado, se realiz6 un ACP
mostrado en la Figura 4.3. Los datos de eficiencia de encapsulamiento (EE %) obtenidos
por EIl sa Ruth Arias en su QCamderizciod @ copalimedsr 2 a denom
en bloque conjugados como veh?2cul os emdomd®estructur
se evalud el desempefio de los materiales sintetizados en este trabajo de investigacion
respecto del encapsulamiento de Anfotericina B. Para obtener los valores de eficiencia de

encapsulamiento se emple6 Ecuacion 4.1.



Figura 4-3 : Gréfico de andlisis de componentes principales (ACP) empleando datos de
Eficiencia de Encapsulamiento (%EE) de Anfotericina B.
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Estadisticamente los sistemas de mayor encapsulamiento son aquellos que fueron
autoensambladas a partir de copolimeros bioconjugados. En primera instancia es posible
afirmar que la naturaleza del segmento hidrofébico influye en el desempefio de los
materiales para encapsular AmB, debido a que los copolimeros de PCL fueron aquellos
con un mejor desempefio. Estadisticamente los materiales con mayores eficiencias de
encapsulamiento fueron aquellos autoensambladas a partir de copolimeros bioconjugados,
y se denot6 una dependencia de la capacidad de encapsulamiento de AmB de los sistemas

en funcién de la naturaleza de las biomoléculas.

El estudio térmico de los materiales demostr6 una disminucién su cristalinidad asociado a
la presencia de estos grupos hidrofébicos en la estructura, cuyas interacciones entre
cadenas dificultan la formacion de arreglos regulares, por tanto, los copolimeros
presentaron transiciones térmicas usuales de materiales semicristalinos. Esto se puede
asociar con la obtencion de sistemas con un mayor volumen libre debido a una menor
cristalinidad, en cuyos espacios entre cadenas poliméricas favorecen el encapsulamiento
de farmacos.
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Finalmente, las nanoparticulas autoensambladas a partir de copolimeros altamente
biocompatibles y biodegradables bioconjugados con un numero controlado de
biomoléculas de DSPE, &cido oleico o colesterol para aumentar la magnitud de las
interacciones farmaco-polimero demostraron tener diametros nanométricos que favorecen
su circulacion por tiempos prolongados. Demostraron ser termodinamicamente estables
ya que poseen alta estabilidad frente a la dilucion dada por sus valores de concentraciones
micelares criticas. Finalmente, estos sistemas poseen una alta estabilidad termodindmica
evidenciada mediante el estudio térmico de los materiales para los cuales se confirmé la
existencia de cambios morfologicos de los materiales, evidenciando una disminucion de la
cristalinidad en los sistemas bioconjugados con acido oleico y colesterol, por lo tanto estos
sistemas resultan materiales altamente biodegradables. Lo anteriormente descrito nos
permite concluir que estos sistemas micelares cumplen con los requerimientos para ser
empleados como plataformas de administracion de diversos farmacos de baja
hidrosolubilidad como la AmB.

4.2 Productos académicos

4.2.1 Articulos Cientificos

T AEnhacing the pe-b-BCLnbased renocarfiers FOE Gurcumin
through its conjigation with lipophilic biomolecules Angie V. Angarital, Adriana
Umafia-Pérez? and Leon D. Perez! - Journal of Bioactive and Compatible
Polymers (Aceptado).

T ASynthesis of amphiphilic copolymers decor at
combining ring opening pol yihageiAngartat, on and cl
Elsa Arias!, Ivonne Diaz!, Yolima Baena? Le6n Pérez! i Sometido a
publicacion en la revista Polymer International.

T APhospholipid ©®04 copplgnee a precdr&rs of micellar
vehi cl esi EtdAridsiyBngie Angarital, Claudia Parra?, Yolima Baena?,

Ledn Pérez!- Sometido a publicacion en la revista Journal of Pharmaceutical

Science.



9 Participacibn en un proceso de patente que involucra una formulacion
antifingica de AmB empleando sistemas micelares autoensamblados a partir

de copolimeros decorados con DSPE.

4.2.2 Eventos Académicos

1 Participacion en el 33° Congreso Latinoamericano de Quimica, CLAQ y el X
Congreso de Ciencias Quimica, Tecnologia e Innovacion (2018), La Habana-
Cuba.
1 Participacion en el 47th IUPAC World Chemistry Congress- Paris, Francia.
(2019): ASynt hesi s of bi odegradabl e pol yest €

bi omol ecul es with potenci al application i

4.3 Recomendaciones

La aplicacion de la técnica de dispersion de neutrones de angulo pequefio (SANS)
seria Util para investigar la estructura de las micelas a una escala mesoscoépica de
aproximadamente 1 a 100 nm ya que utiliza la dispersion elastica de neutrones en

angulos de dispersion pequefios.
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5.1 Anexo A

1 Copolimeros

El copolimero en bloque de PLA-2 se sintetizd de manera idéntica, empleando mPEG
5kDa (0.5 g, 0.1 mmol), D,L-Lactida (1,8 g, 12.5 mmol), y el catalizador Sn(Oct). (17,5
pL, 0,05 mmol) bajo las mismas condiciones de sintesis y purificacion para dar 1.9 g (
83%). FT-IR(cm™): (O-H) 3486, (C-H) 2888, (C=0) 1745, (CH) 1465, (CHas) 1341, (C-
0O) 1095. 'H NMR (400 MHz, TMS) U = 1.2 (d, OH-CH(CH?3)-C(0)-), 1.6 (d, -O-C(0O)-
CH(CHs3)), 3.4 (s, CH3-0O-), 3.6 (s, -CH2-CH2-0), 4.3 (m, OH-CH(CHz3)-C(0O)-), 5.2 (d, -
O-C(0O)-CH(CHa)).

El copolimero en bloque de PCL-2 se sintetiz6 de forma idéntica empleando mPEG
5kDa (5 g¢g,-Caprolantora (3)1 g, 300mmol), y el catalizador Sn(Oct)2 (162pL,
0,5 mmol) bajo las mismas condiciones de sintesis y purificacién para dar 8,0 g (96 %).
FT-IR(cm1): (O-H) 3491, (=C-H) 2893, (C=0) 1719, (CH2) 1468, (CHs) 1339 (C-O)
1092. (-C=CH) 3263, (C-H) 2890, (-C=C) 1973, (C=0) 1731, (CH2) 1466, (CHs) 1340,
(C-0) 1097. 1H-RMN (400 MHz, TMS) U (ppm) =1.4 (s, -C(0)-CH2-CH2-CH2-), 1.6 (q, -
CH2-CH2-CHz2-), 2.3 (t, -C(O)-CHz2-), 3.3 (s, CH3-0O-), 3.6 (s, -CH2-CH2-0-), 4.0 (t, -CH2-
0).

La modificacion del copolimero PCL-2 se realizé6 bajo las mismas condiciones de
sintesis y purificacion disolviendo mPEG (4 g, 1,3 mmol), anhidrido succinico (0,38 g,
3,8 mmol) y 4-dimetilaminopiridina (DMAP) (0,45 g, 3,8 mmol) en dioxano (15,0 mL),
y posteriormente se agregé TEA (0.5 mL, 3,8 mmol para obtener 2,7 g de PCL-2-
COOH (61%). FT-IR(cm™): (O-H) 3498, (C-H) 2965, (C=0) 1739, (CH2) 1491, (CHs)



1396, (C-0) 1125. 1H-RMN (400 MHz, TMS) @i (ppm) = 1.4 (s, -C(O)-CH2-CH,-CHz-),
1.6 (g, -CH2-CH2-CHz- ), 2.3 (t, -C(O)-CH2-), 2.6 (t, C(O)- CH2-CH-C(0)) 3.3 (s, CHa-
0-), 3.6 (S, -CH2-CH2-0-), 4.0 (t, -CH2-0).

La obtencién del copolimero PCL-2-DSPE se realiz6 bajo las mismas condiciones
descritas antes. Empleando las siguientes cantidades de reactivos: PCL-2 (0,6 g, 0,2
mmol), N,N'-diciclohexilcarbodiimida (0.04 g, 0,2 mmol), N-hidroxisuccinimida (0,023 g,
0,2 mmol ), DCM (19,0 mL), TEA (28 ¢lL,
recuperé 0,59 (67%) de PCL-2-DSPE. FT-IR(cm): (O-H) 3458, (C-H) 2870, (P-OH)
1970, (C=0) 1719, (CH) 1462, (CHs) 1340, (P=0) 1278,(C-O) 1103. H-RMN (400
MHz, TMS) O ( phsitOH2)15, 1.07. (0, CHst(CH2):6), 1.4 (s, -C(O)-CHa-
CH,-CHz2-), 1.6 (g, -CH2-CH2>-CH2- ), 1.8(d, CHs-CH=CH-), 2.3 (t, -C(O)-CH2-), 2.6 (t,
C(0)- CH2-CH2-C(0)), 2.4 (m, -CH2-CH2-NH), 2.6 (t, C(O)- CH2-CH2-C(Q)), 3.4 (s, CHs-
0-), 3.5 (g, C(0O)-NH-CH2-CH>-0), 3.6 (s, -CH2-CH2-0-), 4.7 (t, C(O)-NH-CH2-CH2-0),
4.0 (t, -CH2-0), 4.1 (NH-CH>-CH2-0) 4.2 (d, O-CH2-CH-H2-O-), 5.5 (g, O-CH2-CH-H2-
0-).

Esquema B-1: Modificacién de PEG con DSPE. El coeficiente n corresponde al
coeficiente estequiométrico de PEG.

DSPE
o
/\/\OH . /\P/\M —,\%\/WN/\/O\//
DMAP, TEA,

NHS, DCC, TEA
mPEG Dioxano, T-A, 24h DCM, 40 h
PEG-COOH ol 2
" (o} [}

H3C(HzC)16 (CH2)16CH3

PEG-DSPE
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Figura B-1: Espectro MALDI-TOF del unimero de PEG 5.3 kDa
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Figura B-1: Espectro FT-IR del unimero de PEG 5.3 kDa
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Figura B-2: Espectro FT-IR del copolimero PLA-1
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Figura B-3: Espectro FT-IRdel copolimero PLA-2
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Figura B-4: Espectro FT-IRdel copolimero PEG-COOH
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Figura B-5: Espectro FT-IR del copolimero PEG-DSPE
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Figura B-6: Espectro FT-IR del copolimero PCL-1
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Figura B-7: Espectro FT-IR del copolimero PCL-1-DSPE
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Figura B-8: Espectro FT-IR del copolimero PCL-2
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Figura B-9: Espectro FT-IR del copolimero PCL-2-DSPE
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Figura B-10: Espectro FT-IR del copolimero PCL-1-COOH
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Figura B-11: Espectro FT-IR del copolimero PCL-2-COOH
—— PCL-2-COOH
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11z Sintesis de copolimeros dibloque biodegradables conjugados con biomoléculas
como plataforma de administracion de farmacos.

Figura B-12: Espectro *H-RMN de PEG
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Figura B-13: Espectro *H-RMN de PEG-COOH
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Figura B-14: Espectro *H-RMN de PEG-DSPE
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Figura B-11: Espectro *H-RMN de PCL-1
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11<¢ Sintesis de copolimeros dibloque biodegradables conjugados con biomoléculas
como plataforma de administracion de farmacos.

Figura B-12: Espectro *H-RMN de PCL-1-COOH
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Figura B-13: Espectro *H-RMN de PCL-1-DSPE
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Figura B-14: Espectro *H-RMN de PCL-2-COOH
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Figura B-15: Espectro *H-RMN de PLA-1
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11€¢ Sintesis de copolimeros dibloque biodegradables conjugados con biomoléculas
como plataforma de administracion de farmacos.

Figura B-16: Espectro *H-RMN de PLA-2
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Figura B-17: Cromatograma GPC del unimero de PEG
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Figura B-18: Cromatograma GPC del copolimero de PLA-1
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Figura B-19: Cromatograma GPC del copolimero de PLA-2
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11¢ Sintesis de copolimeros dibloque biodegradables conjugados con biomoléculas
como plataforma de administracion de farmacos.

Figura B-20: Cromatograma GPC del copolimero de PEG-DSPE
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Figura B-21: Cromatograma GPC del copolimero de PCL-1
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Figura B-22: Cromatograma GPC del copolimero de PCL-1-DSPE
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Figura B-23: Cromatograma GPC del copolimero de PCL-2
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10,28 min

Intensidad (mV)

t R (min)



12C Sintesis de copolimeros dibloque biodegradables conjugados con biomoléculas
como plataforma de administracion de farmacos.

Figura B-24: Cromatograma GPC del copolimero de PCL-2-DSPE
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Figura B-25: Termograma DSC de DSPE
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Figura B-26: Termograma DSC de PEG-DSPE
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Figura B-27: Termograma DSC del copolimero PCL-1
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12z Sintesis de copolimeros dibloque biodegradables conjugados con biomoléculas
como plataforma de administracion de farmacos.

Figura B-28: Termograma DSC del copolimero PCL-1-DSPE
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Figura B-29: Termograma DSC del copolimero PCL-2
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Figura B-30: Termograma DSC del copolimero PCL-2-DSPE
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Figura B-31: Termograma DSC del copolimero PLA-1
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12¢ Sintesis de copolimeros dibloque biodegradables conjugados con biomoléculas
como plataforma de administracion de farmacos.

Figura B-32: Termograma DSC del copolimero PLA-2
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Figura B-33: Grafica CMC de copolimero PCL-1
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Figura B-34: Gréfica CMC de copolimero PCL-2

Figura B-35: Gréafica CMC de copolimero PCL-1-DSPE





















































































































































































































