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Resumen.

Disefio de copolimeros basados en PEG-PCL para encapsulacién de farmacos
apolares

En la actualidad existen multiples moléculas con interés farmacologico de caracter
lipofilico que presentan baja solubilidad en agua y baja biodisponibilidad, por
ejemplo, la curcumina con propiedades antioxidantes y los cannabinoides como el
cannabidiol (CBD) y A-9-tetrahidrocannabinol (THC) que interactdan con el sistema
endocannabinoide. Se han desarrollado diferentes vehiculos de transporte para
abordar los anteriores problemas, que han mostrado la capacidad de aumentar la
biodisponibilidad de los farmacos, sin embargo, presentan desventajas asociadas
principalmente a su baja capacidad de carga de farmaco y toxicidad. Por esta razén
se plantea el desarrollo de un vehiculo polimérico funcionalizado con acidos grasos

en esta investigacion.

Para la obtencion de este polimero, en primer lugar, se llevé a cabo la sintesis de
copolimeros de polietilenglicol (PEG), con e-caprolactona (e-CL) y 5-metil-5-
propargiloxicarbonil-1,3-dioxan-2-ona (MCP), mediante polimerizacion por apertura
de anillo (ROP, por sus siglas en ingles). Seguido de ello, se probaron diferentes
metodologias de reaccion por quimica clic que incluyen el uso de una azida de acilo
o una 3-azidopropilamida basada en &cido linoleico como sustratos, solventes como
DMF o anisol y varias temperaturas. La tendencia general de estas reacciones fue
evaluada usando resonancia magnética nuclear de protén (RMN-1H), en donde las
condiciones que aumentan la solubilidad del polimero se correlacionaron con un
aumento de la conversion de los grupos funcionales. Los polimeros obtenidos
fueron caracterizados mediante el uso de cromatografia por permeacion en gel
(GPC), RMN-'H y espectroscopia infrarroja (FT-IR).

La encapsulacion de los farmacos se llevo a cabo usando nanoprecipitacion. Se
evaluo el efecto de los polimeros modificados, solventes usados, velocidad de
agitacién y evaporacion por vacio sobre la encapsulacion de curcumina (CUR), la
cual fue cuantificada por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC). Estos

experimentos permitieron concluir que hay un efecto cinético asociado a la velocidad



en la cual se forman los nucleos de las micelas y el farmaco, en donde el uso de
evaporacion por vacio fue el método que permitio obtener mayores valores de

encapsulacion (aproximadamente 40% en peso curcumina/ peso micela cargada).

Por otra parte, los valores de encapsulacion de CBD fueron mucho mas altos que
los de curcumina (aproximadamente 60% en peso CBD/peso micela cargada), lo
que se asocio a la particion del principio activo desde el medio continuo hacia el
nacleo micelar, aun cuando los coloides ya estan formados. Debido a las altas
cargas de farmaco, se estudio la estabilidad coloidal de las micelas cargadas con
CBD y la degradacion del farmaco encapsulado. Se observo que los polimeros con
5 acidos grasos en su estructura alcanzaron micelas mas estables que los que
tenian 2 4cidos y se observaron sistemas estables con PEG-PCL. La degradacion
del CBD en el interior del nacleo micelar fue significativa luego de varios meses de

almacenamiento en las micelas con mayor carga de farmaco.

Por ultimo, se llevé a cabo la encapsulacion y la liberacion de extractos enriquecidos
en CBD y THC. Las encapsulaciones de los extractos fueron menos eficientes que
las encontradas con el CBD puro, lo cual fue asociado a efectos antagonicos de los
componentes del extracto. Los valores obtenidos para las cinéticas de liberacion
ajustaron principalmente al modelo de Higuchi, lo que sugiere una liberacion
mediada por difusibn. Ademas, se realizaron ensayos in-vivo usando las
formulaciones obtenidas que mostraron un efecto analgésico sostenido en el

tiempo.

Palabras clave: Quimica clic, curcumina, cannabidiol, micelas, &cidos grasos



ABSTRACT.
Design of copolymers based on PEG-PCL for encapsulation of apolar drugs.

Currently, there are multiple lipophilic drugs with pharmacological interest which
present low water solubility and poor bioavailability, for instance, curcumin with
antioxidant properties and cannabinoids such as cannabidiol (CBD) and A-9-
tetrahydrocannabinol (THC) that interact with the endocannabinoid system. Different
vehicles have been developed to tackle those problems which increase the
bioavailability of drugs; however, they have drawbacks associated with their low drug
loading capacity and toxicity. For this reason, a modified polymeric vehicle with fatty
acids is proposed in this research.

To obtain this polymer, firstly, the synthesis of polyethylene glycol (PEG) copolymers
with e-caprolactone (e-CL), and 5-methyl-5-propargyloxycarbonyl-1,3-dioxan-2-one
(MCP) was conducted by ring-opening polymerization (ROP). Then, different click
chemistry reaction methodologies were tested including an acyl-azide or a 3-
azidopropylamide based on linoleic acid as substrates, DMF or anisole as solvents,
and various temperatures. General tendency of these reactions was evaluated using
proton nuclear magnetic resonance (*H-NMR), where conditions that increase
solubility of the polymer were correlated with an increment in the conversion of the
functional groups. Obtained polymers were characterized by gel permeation
chromatography (GPC), *H-NMR and infrared spectroscopy (FT-IR).

Drug encapsulation was conducted by nanoprecipitation. Effect of modified
polymers, solvents, speed of stirring and rotaevaporation were evaluated on
curcumin encapsulation, which was quantified by high performance liquid
chromatography (HPLC). These experiments allowed to conclude that there is a
possible kinetic effect associated to the speed at which the nuclei of the micelles and
the drug are formed, where the highest drug loading capacity was obtained with
rotaevaporation (approximately 40 % weight curcumin/ weight of charged micelle).

On the other hand, encapsulation values of CBD were higher than those of curcumin

(approximately 60 % weight CBD/ weight of charged micelle), which was associated



with partition of the compound from the continuous phase into the micellar nucleus,
even when colloids were already formed. Considering their high drug loading
capacity, colloidal stability of micelles loaded with CBD and degradation of the
encapsulated drug were studied. It was observed that polymers with 5 fatty acids in
their structure were more stable micelles than those with 2 acids, although stable
systems with PEG-PCL were obtained. Degradation of CBD was significant after

several months of storing for micelles with highest drug loading capacity.

Finally, the encapsulation and release profiles of extracts CBD and THC rich were
conducted. Encapsulation of the extracts was lower than those found with pure CBD,
which was associated with antagonistic effects of the components of the extract.
Release’s profiles adjusted mainly to the Higuchi model, which suggests a release
mediated by diffusion. Also, In-vivo essays were done with extracts encapsulated

using modified polymers that presented an analgesic sustained effect during days.

Key words: click chemistry, curcumin, cannabidiol, micelles, fatty acids
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INTRODUCCION

Los farmacos apolares (llamados asi por su alto caracter lipofilico) exhiben una serie
de dificultades para ser aplicados con alta eficiencia, algunos de ellos son la
curcumina con propiedades antioxidantes[1l] o los cannabinoides que pueden
interactuar con los receptores endocannabinoides[2]. La principal desventaja de
estos farmacos se asocia a su baja biodisponibilidad, que ha procurado ser
superada mediante el uso de diferentes tipos de vehiculos que han conseguido
mostrar una serie de ventajas muy prometedoras. Dentro de esta variedad de
vehiculos, el polietilenglicol-policaprolactona (PEG-PCL) destaca por tener una alta
potencialidad de ser usado en formulaciones orales, debido a que estan aprobados

por la FDA y presentan baja toxicidad cuando son administrados por via oral [3].

En este proyecto se propone la sintesis de un vehiculo alternativo para la
encapsulacién de farmacos lipofilicos, cuya principal caracteristica estructural se
basa en la inclusion de acidos grasos mediante el uso de quimica clic. Este tipo de
materiales con biomoléculas incluidas en su estructura han sido estudiados
previamente y se han visto interacciones entre los fragmentos introducidos al
polimero y los farmacos [4], [5]. El producto final presenta varias potenciales

ventajas, como mejor encapsulacion, o un perfil de liberacién controlado.

En este estudio se pretende establecer las condiciones de sintesis para estos
nuevos materiales, y determinar la influencia del grado de modificacion de los
polimeros con acidos grasos sobre la estabilidad de las micelas, la liberacion de los

farmacos, el tamafio de las particulas, capacidad de carga de farmaco, entre otros.
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1. OBJETIVOS

1.10bjetivo General
Determinar las caracteristicas del mejor sistema de encapsulacién micelar basado

en el uso de PEG-PCL modificado con ramificaciones de acidos grasos insaturados.

1.20bjetivos especificos
e Determinar las condiciones experimentales que permitan la modificacion de

la cadena de PCL con acidos grasos.

e Establecer la relacion entre el grado de modificacion del polimero y la
capacidad de encapsulacion.

e Establecer relaciones entre la estructura de los copolimeros y la cinética de

liberacion de los farmacos apolares.
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2. MARCO TEORICO
Esta investigacion se fundamenta principalmente en la obtencién de un polimero

que presenta 4cidos grasos en su estructura. Esto puede proveer al material de una
serie de mejorias asociadas a su interaccion con los farmacos, que puede repercutir
en la generacion de coloides que presenten diferente encapsulacion y/o perfil de
liberacion. Para la sintesis de este novedoso material, es necesario usar como base

un polimero anfifilico.

Los polimeros anfifilicos son aquellos que contienen un segmento hidrofobo y otro
hidréfilo. Las propiedades de estos materiales son muy importantes para la industria
farmacéutica debido a que pueden formar micelas. Este proceso ocurre mediante la
agregacion de los segmentos hidréfobos que conduce a la formacién del nucleo,
mientras la cadena hidréfila se extiende en el agua. Uno de los polimeros mas

importantes que existen con esta caracteristica es el PEG-PCL.

El PEG-PCL es un polimero aprobado por la FDA (administracion de alimentos y
drogas, por sus siglas en ingles) que presenta propiedades como biodegradabilidad,
biocompatibilidad, entre otras. Este tipo de material puede ser obtenido mediante
polimerizacién por apertura de anillo, metodologia que ha sido utilizada por multiples

autores.

2.1 Sintesis de copolimeros anfifilicos por polimerizacién por apertura de
anillo

Para la sintesis de PCL usando PEG como iniciador, se ha reportado el uso de
enzimas o de catalizador con centros metalicos como aluminio, o calcio, alli el mas
usado es el 2-etilhexanoato de estafio (II) (Sn(Oct)2), ya que ha mostrado altos

rendimientos en bajos tiempos, usando condiciones simples [3].

Para llevar a cabo la sintesis de los polimeros modificados con PEG-PCL se hace
uso de ROP, el esquema 1 presenta el mecanismo de la reaccion [6]. En el esquema
1, el paso A muestra la iniciacion de la polimerizacion, alli un alcohol puede
interactuar con el catalizador; al mismo tiempo, en el paso B se muestra que el
estafio puede coordinar dos grupos alcohol simultaneamente. En C, se muestra

como se produce el ataque del alcohol a la e-caprolactona, seguido del paso D, que
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evidencia como el catalizador puede acomplejarse con otro alcohol nuevo, lo que
se podria considerar como reconstitucion del sitio catalitico. Por ultimo, se observa
gue el agua puede convertir al catalizador en oxido de estafo, convirtiendose en un

interferente de la reaccion.
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Esquema 1. Muestra el mecanismo de reaccién de la ROP[6].

El uso de ROP es fundamental en esta investigacion para la obtencion de polimeros
de PEG-PCL de diferentes pesos moleculares, ademas de ser necesaria para la
polimerizacién de mondmeros con grupos alquino laterales que permiten la inclusiéon

en este material de 4cidos grasos mediante quimica clic.

2.2 Quimica clic
Las reacciones de quimica clic se caracterizan por la formacion de un enlace entre

un atomo de carbono y un heterodtomo. Ademas de ello, este tipo de reacciones
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presentan altos rendimientos, facil purificacion, subproductos de baja toxicidad y
son estereoespecificas [7]. Esta reaccion suele ser rapida y selectiva. El ejemplo
mas claro de esta reaccion es la formacion de un anillo de triazol que se produce

entre un alquino y un grupo azida, como se muestra en el esquema 2.
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Esquema 2. Evidencia el mecanismo de reaccion de la quimica clic [8].

El esquema 2 muestra el mecanismo de reaccion para la formacioén de un anillo de
triazol[8]. En primer lugar, el catalizador de cobre se acompleja con el grupo alquino,
luego la formacion del complejo de cobre con el alquino terminal disminuye el pKa
del H de manera dramatica, haciendo posible la extraccion de este por una base (en
medio acuoso la base es agua, mientras que, en un solvente organico, se debe usar
una base). En el siguiente paso el N del grupo azida desplaza uno de los cobres del
complejo acetiluro-Cu, en donde, debido a la proximidad se favorece el ataque del
N al C del alquino para formar un metalociclo. Luego de esto el catalizador se

deprende y se repite el ciclo con otra molécula.
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La quimica clic constituye el paso final para la sintesis de los polimeros
funcionalizados con acidos grasos. Una vez se completa este paso se pueden usar
estos polimeros para potenciales aplicaciones. Debido a que son polimeros
anfillicos su aplicacion mas clara estd relacionada con su uso en sistemas

coloidales.

2.3 Autoensamblaje de copolimeros anfifilicos y algunas propiedades de
estos sistemas.

Los polimeros anfifilicos pueden autoensamblarse generando agregados coloidales
con tamafios de 1 a 1000 nm cuando se dispersan en medios acuosos [9]. Los
sistemas coloidales basados en polimeros pueden ser obtenidos mediante multiples
metodologias que pueden conducir a emulsiones, nanoesferas, nanocapsulas o
micelas. Las micelas son un tipo de arreglo facil de obtener, razén por la cual se
escoge un procedimiento que permita la obtencion de estos sistemas.

Cuando los polimeros superan la concentracién micelar critica (CMC), es cuando se
pueden llegar a formar micelas. Debajo de esta concentracion las moléculas
anfifilicas se distribuyen en el interfaz liquido/aire y el seno de la solucion,
disminuyendo la tension superficial. A medida que se aumenta la concentracion, se
alcanza la CMC, punto en el cual las micelas empiezan a formarse y la tension
superficial se mantiene practicamente estable[10]. Por otra parte, existen
ecuaciones asociadas a la termodinamica, relacionando la energia libre de Gibbs
(AG), la temperatura (T), la constante de los gases (R) y la CMC, como muestra la
ecuacion 1[11]. Teniendo en cuenta que las CMC rondan alrededor de 10 ppm,
cuando se estd muy por encima de la CMC la formaciéon de las micelas es

espontanea ya que el AG es mucho menor a cero.
AG = RT In(CMC) Ecuacion 1

Con respecto a los sistemas micelares, es importante mencionar que hay dos tipos
de parametros que son considerados de alta importancia: la estabilidad
termodindmica y cinética. La estabilidad termodindmica hace referencia a la

estabilidad de las particulas una vez han llegado al equilibrio, mientras que la
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estabilidad cinética se refiere al tiempo que tardan las particulas en disociarse, su

estabilidad en el tiempo y el tiempo de intercambio de las cadenas[12].

Tras la formacion de micelas, la encapsulacion de farmacos lipofilicos se da en su
nacleo, para lograrlo, la sustancia a encapsular, en la mayoria de los casos, debe
entrar en contacto con los precursores poliméricos antes de su autoensamble,
proceso que es determinante para poder obtener los tamafos y rendimientos altos

en la encapsulacion.

2.4 Métodos para encapsular farmacos
La encapsulacién de los farmacos se lleva a cabo mediante la mezcla mecanica de

los polimeros y los principios activos, en donde la metodologia usada para llevar a
cabo este proceso puede llevar a la formacion de diferentes tipos de coloides. A

continuacion, se muestran los tipos de procedimientos y su producto final[13]:

e Meétodo de dialisis: Consiste en la disolucion del farmaco y el polimero en un
solvente organico miscible con el agua como el acetonitrilo (ACN),
tetrahidrofurano (THF), o N,N-dimetilformamida (DMF). Esta solucién se
dializa contra agua, lo que permite que se formen las micelas y que se elimine
el solvente organico. Este método suele tomar varios dias.

e Método de evaporacién de cosolvente: Se prepara una disolucion del
polimero y el farmaco en un solvente miscible con el agua. A esta solucién
se adiciona agua y posterior a ello se evapora el solvente organico.

e Meétodo de emulsion agua-aceite: Se prepara una disolucion del farmaco y el
polimero en un solvente inmiscible en agua. Se inyectan juntos y se evapora
el solvente.

e Método de nanoprecipitacién: Se gotea una solucién del polimero y el
farmaco en agua usando una fuerte agitacion constante. Se permite que se

evapore el solvente y se obtienen las micelas dispersas en agua.

Una vez se obtienen los sistemas micelares, estos liberan los principios activos que
se almacenan en su interior. Una de las caracteristicas mas importantes de los

sistemas micelares es su capacidad de liberar de manera controlada los farmacos,
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lo que junto con su habilidad de protegerlos de la accion enzimética suponen la

principal razén para su uso en aplicaciones farmacéuticas.

2.5 Modelos de liberacion de farmacos
De forma general la liberacion se puede dar debido a la erosion de los sistemas

poliméricos, es decir la degradacion de los polimeros, por difusion del farmaco al
exterior de la micela, o por la respuesta ante algun estimulo externo como la luz,
pH, temperatura, entre otros [14]. En esta investigacion se usaran modelos para
describir el comportamiento de la liberacion in vitro, que son mostrados en la tabla
1.

Tabla 1. Caracteristicas de los modelos para la liberacion del farmaco[15].

Modelo Ecuacion Caracteristicas
Orden cero Q;=Qy + kO La liberacion se da a velocidad
constante en funcién del tiempo,
independientemente de la
concentracién del farmaco.
Orden uno In (Q;) = In(Qy) + kqt La cantidad de farmaco que se
libera es proporcional a la que
aun hay en la matriz. Decrece en
funcion del tiempo
Higuchi Q, = Ky + t1/2 La liberacidn es proporcional a la
raiz cuadrada del tiempo.
. . Dependiendo de n se puede
M_oo = kkp +t establecer el mecanismo de
liberacién (para una esfera).
n= 0,43 difusién de Fick
0,43<n<0,85:transporte anomalo
n=1: orden cero
n>0,85: transporte tipo Il

Korsmeyer-Peppas

Como se ha comentado, los polimeros con &cidos grasos podrian cambiar la
encapsulacion y liberacién de los farmacos. Este principio se puede explicar

fundamentalmente con la teoria de Flory-Huggings y los parametros de solubilidad.

2.6. Teoria de Flory-Huggings
La teoria de Flory-Huggins se relaciona con termodinamica de soluciones, en ella

se relacionan diferentes interacciones inter-moleculares matematicamente [16]. En
la ecuacion 2 se muestra como calcular los parametros de interaccion (6), alli v es

el volumen libre de la unidad repetitiva, 8¢4,rmaco ¥ Spotimero SON l0S parametros de
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solubilidad del farmaco y el polimero respectivamente, R es la constante de los
gases y T es la temperatura. En la ecuacion 3, 6y, 64, 6, son los parametros de
solubilidad relacionados con los enlaces de hidrogeno, fuerzas de dispersion de
London e interacciones dipolo-dipolo, respectivamente. Por altimo, en la ecuacion 4
se muestra el calculo de los 3 parametros de solubilidad, en donde, F;,F,;, Se
refieren a las constantes de atraccién molar debido a fuerzas de dispersién y dipolo-
dipolo, mientras que E;; es la energia de enlace de hidrogeno.

2
_ U(Sférmaco - 6poll’mer0)

RT Ecuacion 2

5= \/5,,2 +84°+6,°

Ecuacion 3
5 X Fy 5 X Ey 5 VX ER
qa= 0y = Oy =
Vi Vi Vi Ecuacion 4

La teoria de Flory-Huggings ha sido usada para describir la interaccion de farmacos
y polimeros. Estos conceptos se relacionan con el grado de solubilidad del principio
activo en el polimero, lo cual puede repercutir en la encapsulacion o liberacion de
los farmacos. Los farmacos escogidos para evaluar las interacciones farmaco-

polimero se presentan en la siguiente seccion.
2.7. Propiedades medicinales de la curcuminay los cannabinoides.

Existe una gran gama de farmacos que presentan actividades para el tratamiento
de enfermedades como el cancer, la artritis, Alzheimer, entre otras, en este trabajo
se ha escogido trabajar con algunos de ellos: cannabidiol (CBD), A-9-

tetrahidrocannabinol (THC), y curcumina (CUR) ilustrados en el esquema 3.

Se seleccionaron estos principios activos debido a que presentan diferencias en su
estructura y permiten estudiar la posibilidad de interacciones -1 entre las
insaturaciones de los &cidos grasos y la curcumina, mientras que en el CBD priman

las interacciones van der Waals y dipolo-dipolo.
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Para entender la importancia de los farmacos seleccionados y el porqué de su

seleccion, se realiza una breve descripcion de los farmacos a estudiar a

continuacion:

CUR [1]: sus propiedades antioxidantes se han asociado fundamentalmente
a la donacion del H del grupo fendlico, sobre todo para procesos de
peroxidacién asociados a dafios en la membrana celular. También, en otros
contextos como en el estrés cronico, puede llegar a mantener el efecto de las
enzimas con actividad antiradicalaria como la superéxido dismutasa, glutation
peroxidasa y revertir la inhibicion de la actividad de la catalasa. Sumado a lo
anterior también se ha estudiado el efecto que puede tener en otros procesos
oxidativos, en donde la curcumina permite una proteccién sobre los astrocitos
e incluso la recuperacion de la mitocondria en células con dafios por procesos

oxidativos.

Las propiedades medicinales de la curcumina han sido estudiadas para el

tratamiento de multiples enfermedades como artritis, ansiedad, problemas

inflamatorios, entre otros[17]. Lo anterior, sumado a su bajo costo, y facilidad de

ser observado mediante espectroscopia ultravioleta-visible, o cromatografia

liquida de alta resoluciéon (HPLC) con detector en el visible son algunas de las

razones principales por la que se escoge a la curcumina como uno de los

farmacos a estudiar en esta investigacion.

Cannabinoides|[2]: Los cannabinoides tienen la posibilidad de interactuar con
los receptores del sistema endocannabinoide, que ha sido estudiado desde
1988, del cual se conocen dos tipos principales de receptores el CB1
(presente principalmente en el cerebro) y el CB2 (mayoritariamente en las
células del sistema inmune). Las interacciones de los cannabinoides son
distintas: el THC actla como agonista de ambos receptores, mientras que el
CBD interactia de manera mas débil con ellos y presenta una interacciéon
como parcial antagonista con el receptor CB1 y como un débil agonista
inverso del receptor CB2.
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Esquema 3. Estructura de los principales farmacos que son evaluados en esta investigacion.

Es importante resaltar que los cannabinoides se han estudiado para el tratamiento
de diferentes patologias como depresion, nausea, evitar vomitos en quimioterapia,
desordenes del suefio, ansiedad, pero sobre todo dolor crénico y espasticidad[18].
La potencial aplicacién de estos farmacos en tratamientos futuros es la principal
razén para centrase en ellos, sumado a los pocos reportes previos sobre su

encapsulacion.

A pesar de las propiedades medicinales que presentan los farmacos expuestos
anteriormente, sus aplicaciones en la industria farmacéutica se ven limitados por su
baja biodisponibilidad, por ejemplo el THC y el CBD poseen una biodisponibilidad
entre el 6 y 20% cuando se administran por via oral [19], al mismo tiempo que la
curcumina presenta solo 1% [20]. Esto supone que los efectos medicinales
anteriormente mencionados se ven muy disminuidos, razén por la cual se ha

buscado disefiar vehiculos que aumenten su biodisponibilidad.
2.8 Estado del arte

Se han reportado muchos tipos de vehiculos para la encapsulacion de farmacos,
basados principalmente en lipidos, estructuras metal organicas (MOF, por sus siglas
en ingles), polimeros y nanomateriales basados en carbono. Debido a que en este
estudio se busca hacer énfasis especialmente en la encapsulacion de curcumina,
CBD y THC, solo se comentaran los vehiculos con las propiedades mas
interesantes encontrados en la literatura usados para la encapsulacion de los

farmacos estudiados en esta investigacion.

2.8.1Sistemas basados en lipidos
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Los sistemas basados en lipidos presentan diferentes formas como vesiculas,
liposomas o particulas tipo ndcleo-corona, que presentan como principal ventaja
estar conformados por moléculas que presentan alta biocompatibilidad. En la tabla
2 se exponen algunos de los sistemas para encapsulacion de CBD y CUR

reportados previamente en la literatura.

Una desventaja que se puede ver en los avances expuestos en la encapsulacion de
farmacos con sistemas lipidicos se asocia a su baja capacidad de carga de farmaco,
que se traduce en una dosis mas alta para alcanzar un efecto terapéutico, que
conlleva a efectos secundarios. Otra de las desventajas de estos vehiculos se
asocia a que una formulacién oral de nanoparticulas lipidicas pasa por un proceso
de digestién en el cual las lipasas actian sobre ellos, luego estos productos forman
micelas con los acidos biliares, fosfolipidos y productos de digestion, que generan
gue los bioactivos protegidos por los sistemas sean absorbidos por la linfa a través
de enterocitos [21]. En resumen, los sistemas basados en lipidos presentan

propiedades interesantes, pero aun tienen bastantes limitaciones.

Tabla 2. Muestra los valores de encapsulacion de vehiculos previamente estudiados.

Vehiculo % DL Farmaco | Tamafio (nm) Ref
Nanocapsulas decoradas con CBD Menor a 10 CBD 20-50 [22]
Cargador lipidico nanoestructurado 18,87 CBD 200 [23]

Liposomas 0,074 CUR 36 [24]

M-MOF-74 50 0 30 CUR 3a5um [25]

MIL-101-Fe 56,3 SV —— [26]

Oxido de grafeno con PEG 4,5 CUR 11 [27]
Oxido de grafeno reducido en heparina 40-50 CUR 85 [28]
Nanoesponjas con ciclodextrina 48 CUR 450 [29]
Polioxazina-polioxalizina 54 CUR 50 [30]
PEG-PLGA, PEG-PLA, Shellac 40 a 58 CUR* 70 a 160 [31]
PEG-PCL 25-50 CBD 185 a 210 [32]
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* En esta investigacion se encapsula CUR, ademas de otros farmacos, en donde se obtienen
distintas encapsulaciones para otros farmacos y diferentes tamafios. % DL es una proporcién en

peso del contenido de farmaco con respecto del peso de la nanocapsula.

2.8.2 Sistemas basados en bio MOF

Los MOF estan conformados por ligandos organicos y centros metalicos, que se
combinan mediante enlaces de coordinacion covalentes que pueden presentar
redes bi o tridimensionales altamente porosas y cristalinas, estas caracteristicas
pueden ser aprovechadas para la liberacion controlada de farmacos en el cuerpo
humano si se usan metales y ligandos biocompatibles, quienes facilitan la
degradacion del MOF, y que en ocasiones pueden proveer al material de
propiedades intrinsecas como capacidad antibacterial [33]. En la tabla 2, se listan

algunos MOF usados para encapsular CUR.

Estos sistemas exhiben mayor capacidad de carga de farmaco que los sistemas
lipidicos, lo que constituye su principal ventaja. Por otra parte, una de las
desventajas de estos sistemas es su dosis letal media (LDso) via oral, por ejemplo,
en el caso de los MOF con potasio, zinc, circonio y hierro los valores de LDso son:
0,215; 0,35; 4,1; 0,45 g/kg respectivamente[34], la cual es una toxicidad muy alta,
ya que estos valores son comparables a ingerir bromato de potasio (0,464 g/kg en
ratas ICR) [35]. A pesar de que la dosis usando estos sistemas disminuye por su
alta capacidad de carga de farmaco, su toxicidad persiste, sumado a que se
obtienen con tamafio micrométrico (frente a particulas de tamafio menor a 200 nm
deseables en estas aplicaciones) [36] siguen siendo factores criticos que reducen
las expectativas de su uso clinico. En conclusién, al igual que sucede con los
sistemas lipidicos, los bioMOF son muy interesantes, pero no proveen una solucién

integral al problema de la biodisponibilidad de los farmacos lipofilicos.
2.8.3 Sistemas de nanomateriales basados en carbono

Los nanomateriales basados en carbono presentan grandes areas superficiales que
facilitan la adsorcion de los farmacos, razén por la cual presentan altas capacidad

de carga que llegan a alcanzar valores del 50% en peso[37]. En la tabla 2 se
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muestran algunas caracteristicas de los mas interesantes vehiculos de oxido de

grafeno para encapsular CUR.

Por otro lado, para algunos 6xidos de grafeno se ha encontrado que con dosis de
10mg/kg se pueden generar edemas pulmonares[38]. Esto dltimo indica que la
toxicidad asociada a estos materiales es muy alta, por lo que deben plantearse otras

alternativas.
2.8.4 Polimeros para encapsulaciéon de farmacos.

Los polimeros poseen propiedades muy interesantes basadas en la multiplicidad de
monomeros que pueden ser usados para disefiar un vehiculo, los cuales permiten
generar una base muy amplia de posibilidades de funcionalizacién de los materiales
gue pueden mejorar sus propiedades, como por ejemplo ser sensibles a un estimulo
externo como la temperatura, pH, o luz [39]. Algunos de los sistemas poliméricos

mas interesantes encontrados en la literatura se muestran en la tabla 2.

Previamente se han reportado sistemas polimeros con ultra alta capacidad de carga
de farmaco (con valores superiores al 50 %), pero en ocasiones no son estables[32],
requieren de purificaciones extensivas debido al uso de solventes no volatiles[31],
tienen tamafos mayores a 200 nm, o como el caso de las polioxazinas, hasta donde
se puedo conocer en esta revision bibliogréafica, no se ha reportado que puedan ser

degradas por accion enziméatica, aunque si por estrés oxidativo[40].

En resumen, se han reportado multiples vehiculos con excelentes propiedades y
ventajas, a pesar de ello, sus desventajas representan una gran dificultad a la hora
de ser aplicadas en la liberacién controlada de farmacos mediante administracién
por via oral. Es por esta razén, que la creacion de alternativas a estos sistemas se

hace necesaria y es el objetivo principal de este proyecto.
2.9 Propiedades del polimero de PEG-PCL

Para conseguir un sistema alternativo con respecto de los sistemas previamente
reportados en la literatura se escoge hacer uso de los polimeros debido a que son
biodegradables [14] y como se ha mostrado pueden llegar a tener altas capacidades

de carga de farmaco. Ademas, algunos de los polimeros mas faciles de sintetizar
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son aquellos que pueden obtenerse mediante polimerizacion por apertura de anillo
(ROP) como el PCL, o PLA (acido polilactico), en donde se puede usar PEG como
iniciador de esta polimerizacion, lo que hace facil su preparacion. En contraste a los
sistemas previamente descritos, el PEG-PCL ha mostrado que cuando se
administra por via intravenosa presentan LDso superiores a 10 g/kg [41] y toxicidad
oral mayor a 5000 mg/kg [42]; al mismo tiempo se ha reportado que dosis de 100
mg/kg de PEG-PCL no induce dafios en drganos vitales como el rifién, pulmon o
cerebro [43].

Los datos anteriores permiten ver que el PEG-PCL tiene menor toxicidad que los
vehiculos de nanomateriales basados en carbono o los bioMOFs, ademas de ser
susceptibles de ser usados en formulaciones orales con baja toxicidad asociada, lo
que los hace una alternativa frente a los sistemas basados en lipidos. Estas fueron
las razones fundamentales para la eleccion de PEG-PCL como materia prima para
el desarrollo de un vehiculo que permita la encapsulacién y liberacion de farmacos

lipofilicos.
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3. METODOLOGIA Y MATERIALES.

3.1 Materiales.
El cannabidiol (CBD,99%) fue suplementado por Cannal-Oil (Canad4). Metoxi-

polietilenglicol (PEG) (2kDa peso molecular), e-caprolactona (e-CL,98%) octoato de
estafio (Sn(Oct)2, 99%), 3-cloropropilamina (98%), acido oleico (299%), nitrato de
cobre trihidratado (99%), N,N,N’,N”,N”-pentametildietilentriamina (PMDETA),
hidréxido de sodio (99%), 5-metil-5-propargiloxicarbonil-1,3-dioxan-2-ona (MCP), y
los demas reactivos y solventes son de la marca Sigma-Aldrich. Los solventes
fueron secados haciendo uso de protocolos previamente establecidos. El tolueno
es secado mediante una destilacion con sodio usando benzofenona como indicador,
el cual es almacenado posteriormente en un balén con tamices moleculares en
atmosfera inerte de N2. Por otra parte, la e-CL es secada haciendo uso de hidruro
de calcio y el PEG es secado mediante destilacion azeotrépica con tolueno por
triplicado previo a llevar a cabo la reaccion.

3.2 Sintesis de los polimeros

3.2.1 Sintesis de polimeros PEG-PCL de varios pesos moleculares
Para la sintesis de PEG-PCL de forma general se siguio el siguiente procedimiento:

aPEG 2 kDa (1,5 g, 0,75 mmol) secado por destilacion azeotrépica, se adicionan
20 mL de tolueno y 200 uL de Sn(Oct)2 (0,62 mmol), los cuales son agitados en
atmosfera inerte de N2 por 15 minutos. Después de esto, se adicionan 3,5 mL de e-
CL (32 mmol) y la reaccion se deja por 24 horas a 110°C en atmosfera de nitrégeno.
El producto final de la reaccion se purifica mediante la precipitacion del polimero
haciendo uso de un exceso de éter etilico frio. Este sistema se deja en la nevera
durante al menos 12 horas para garantizar la mayor precipitacion posible del
polimero. Una vez recuperado el polimero se filtra sobre un papel filtro y se seca en
un horno de vacio. Las sefiales encontradas en el polimero por RMN-'H (413 MHz,
CDClIs, 8, ppm) para cada uno de los segmentos se describen a continuacion. PCL:
1,4 (q, CH—CH>—CH2-0), 1,6 (m, C[O]—-CH>—CH2>—CH2>— CH>—CH2-0), 2,3 (t,
C[O]—CHpy), 4,0 (t, C[O]—O—CH2) y PEG: 3,4 (s, CH3—0), 3,6 (s, O-CH2-CH>—0),
por FT-IR (KBr, cm-1): v = 2874 (C-O-CH2-CHz2),1738 (C[O]), 1186 (C-O).
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3.2.2. Sintesis de PEG-P(CL-MCP)
Para la sintesis de un polimero de PEG-PCL con 5 unidades de carbonato, a una

muestra de PEG 2 kDa (1,8 g, 0,9 mmol) secado por destilacion azeotropica, se
adicionan 24 mL de tolueno y 240 pL de Sn(Oct)2 (0,74 mmol) los cuales se agitan
en atmosfera inerte de N2 por 15 minutos, después de esto, se adicionan 3,3 mL de
e-CL (29,9 mmol) y 900 mg de 5-metil-5-propargiloxicarbonil-1,3-dioxan-2-ona
(MCP) (4,5 mmol), la reaccion se dejo en atmosfera inerte por 24 horas a 110°C. El
producto final de la reaccion se purifica mediante la precipitacion del polimero con
un exceso de éter etilico frio que se deja en la nevera durante mas de 12 horas para
garantizar la mayor precipitacion posible del polimero. Una vez recuperado el
polimero se filtra sobre un papel filtro y se seca en un horno de vacio. Las distintas
sefiales en RMN-'H (413 MHz, CDCls, d, ppm) para cada una de los segmentos en
el copolimero se describen a continuaciéon: PCL: 1,4 (q, CH—CH2—CH2-0), 1,6 (m,
C[O]—-CH2—CH2—CH2— CH>—CH2-0), 2,3 (t, C[O]—CHz), 4,0 (t, C[O]—O—CH>),
PEG: 3,4 (s, CHs—0), 3,6 (s, O-CH2-CH2>—0) y MCP: 1,3 (s, C[O]C[CH2]—CH3s), 2,5
(t, C=CH), 4,7 (d, CH>—C=CH) y por FT-IR (KBr, cm-1): v = 3256(=C-H), 1969 (C=C),
1738 (C[O)).

3.2.3 Sintesis de 3-azidopropilamina
Para la obtencion de la 3-azidopropilamina se parti6 de un procedimiento

previamente publicado [44]. 13,60 g de 3-cloropropilamina (0,10 mol) y 21 g de azida
de sodio (0,32 mol) se disuelven en 120 mL de agua y se mantienen bajo agitacion
a 80°C durante 24 horas. Posteriormente, la reaccion se detiene adicionando pellets
de hidroxido de sodio, sobre la mezcla de reaccién previamente enfriada. El
producto se recupera mediante 4 extracciones sucesivas con 50 mL de éter etilico.
Esta solucion se concentra y se almacena con sulfato de magnesio. Las distintas
sefiales encontradas en el compuesto fueron RMN-'H (413 MHz, CDCls, &, ppm):
1,5 (s, NH2), 1,8 (g, CH2CH2CHz2), 2,8 (t, N3CH2), 3,3 (t, NH2CHz) y por FT-IR (KBr,
cm-1): v = 3367 (NH2), 2098 (N3).
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3.2.4 Reaccion de Steglich de los acidos grasos con 3-azidopropilamina
Para la modificacion de los acidos grasos, se adapté una metodologia previamente

reportada en literatura[45]. Como ejemplo: se pesan 0,9401 g de acido linoleico
(3,32 mmol) junto con 693 mg de DCC (3,32 mmol) y se disuelven en 10 mL de
diclorometano (DMC) sobre un bafio de hielo. Por separado se disuelven 118 mg
de DMAP (1 mmol) y 332 mg de 3-azidopropilamina (3,32 mmol) en 5 mL de
diclorometano. Luego a la solucion en el bafio de hielo, que contiene al acido oleico,
se afiade la solucion de la 3-azidopropilamina. Se deja reaccionar a temperatura
ambiente por 24 horas. Seguido de ello, se elimina el sdlido por filtracién y se
rotaevapora para eliminar el DMC. El producto es un liquido amarillo. Las sefiales
encontradas para el compuesto fueron por RMN-'H (413 MHz, CDCls, 3, ppm): 0,9
(t, CH2CH3), 1,3 (m, [CH2]sCH3), 1,6 (m, [CH2]3-C(O)) 1,8 (g, N3CH2CH2CH), 2,0 (dd,
CH2-CH=CH) 2,3 (t, C[O]CH>2), 2,7 (t, CH=CH-CH2CH=CH) 3,3 (g, NHCH?2), 5,3 (m,
CH2—CH=CH-CHy), 7,5 (t, C[O]-NH-CH) y por FT-IR (KBr, cm-1): v = 3423 (N-
H),1668 (C[O]), 1537 (C-N).

3.2.5 Sintesis de azida de acilo basado en acido linoleico
Se prepara el cloruro de linoleilo haciendo uso de una metodologia reportada en la

literatura[46]. Para su obtencién, 2 g de &acido linoleico (7,18 mmol) se disuelven en
14 mL de cloroformo y se someten a reflujo mientras se adicionan lentamente 0,8
mL de cloruro de tionilo (17,23 mmol). El sistema se mantiene bajo estas
condiciones durante 6 horas. El producto se recupera mediante evaporacion por

vacio.

En un segundo paso a 2 g de cloruro de linoleilo (6,7 mmol) se agregan 587 mg
(9,03 mmol) de azida de sodio y 10 mL DMF. La reaccién se deja durante toda la
noche a temperatura ambiente. El producto se purifica adicionando agua hasta
disolver toda la sal, luego de ello se decanta el sistemay se recupera la fase oleosa.
El producto es un liquido amarillo. Las distintas sefiales encontradas en el
compuesto fueron por RMN-'H (413 MHz, CDCls, 8, ppm): 0,9 (t, CH2CHs), 1,3 (m,
[CH2]sCH3), 1,6 (m, [CH2]3-C(O)), 2,0 (dd, CH2-CH=CH), 2,3 (t, C[O]CH2), 2,7 (t,
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CH=CH-CH2CH=CH), 3,7 (t, N3sC[O]CH?2), 5,3 (m, (CH>—~CH=CH-CH>) y por FT-IR
(KBr, cm-1): v = 1668 cm(C[Q]).

3.2.6 Reaccion clic CUAAC
En primer lugar, se prepara una solucion con 86 mg (0,36 mmol) de nitrato de cobre

trinidratado, 638 mg (3,68 mmol) de PMDETA y se afora a 25 mL con (DMF).

Se mezclan 50 mg de PEG-P(CL-MCP) con 5 unidades de grupos alquino (0,05
mmol de grupos alquino), 160 pL de la solucién de catalizador de cobre (0,0023
mmol de cobre, 900 uL de DMF o anisol, 36 mg de la amida del acido graso (0,054
mmol) o 31 mg de la azida de acilo (0,06 mmol), a los cuales en ultimo lugar se
adicionan 37 mg de acido ascorbico (0,23 mmol). Las reacciones se dejaron durante
diferentes periodos de tiempo usando 3 diferentes temperaturas: temperatura
ambiente, 60°C y 110°C. Para la obtencion de los polimeros finales, se escal6 el

proceso usando 15 veces las cantidades aqui descritas.

Los copolimeros obtenidos en los ensayos previos se purifican mediante
cromatografia, usando como fase estacionaria alimina basica y como eluyente
acetona. La soluciéon resultante se concentra mediante evaporacion por vacio y
posteriormente el copolimero se recupera mediante precipitacion con un exceso de
éter etilico, igual a como se hizo en la polimerizacién ROP. Para el polimero final se
escoge hacer la purificaciébn con carbon activado, mezclando la solucién con el
adsorbente durante al menos 1 hora. Posteriormente se elimina el carbén activado
por filtracion, y se precipita el polimero usando éter etilico y dejando el sistema al
menos 12 horas en la nevera. Alli se elimina el sobrenadante y se disuelve el sélido
remanente en diclorometano. Posteriormente, se permite que el solvente se
evapore hasta obtener un soélido amarillo oscuro. Las sefiales encontradas por
RMN-'H (413 MHz, CDCls, 8, ppm) para cada uno de los componentes presentes
en el copolimero conjugado con acido linoleico se describen a continuacion. PCL:
1,4 (q, CH—CH2—CH2-0), 1,6 (m, C[O]—CH2—CH2>—CH2— CH>—CH2-0), 2,3 (t,
C[O]—CHpy), 4,0 (t, C[O]—O—CHg), PEG: 3,4 (s, CH3—0), 3,6 (s, O-CH2-CH>—0) y
MCP: 1,3 (s, C[O]C[CHz]>—CHz3) y derivado del acido linoleico: 0,9 (t, CH2CH3s), 1,3
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(m, [CH2]sCHs), 1,6 (m, [CH2Js-C[O]), 2,0 (dd, CH2-CH=CH), 2,7 (t, CH=CH-
CH2CH=CH) 3,3 (g, NHCH?2), 5,2 (d, CH2-C-N) 5,3 (m, (CH—~CH=CH-CH>), 7.5 (t,
C[O]-NH-CHz), 7,8 (s, N-CH=C) y por FT-IR (KBr, cm-1): v = 1732 (C[O]), 1652
(NHC[O]), 1539 (N-C).

3.3. Evaluacion de las caracteristicas coloidales de los polimeros
funcionalizados con acidos grasos

3.3.1 Determinacion de CMC para los polimeros con acidos grasos en su
estructura.

La CMC fue determinada haciendo uso de espectroscopia de fluorescencia
empleando pireno como sonda hidrofoba. Para este experimento se disuelven de
1,5 a 1,2 mg de polimero en acetona, los cuales se adicionan posteriormente a una
solucion acuosa de 20 ppm de pireno, a la cual se le elimina la acetona por
evaporacion por vacio. Una vez eliminada la acetona del sistema, se procedié a
llevar el producto a 10 mL con la misma disolucion de pireno. El sistema final fue
diluido de manera sucesiva en una proporcibn de 1:2 hasta alcanzar
concentraciones de alrededor de 0,1 ppm, alli cada concentracién fue medida. Se
determinaron los espectros de emisién desde 300 hasta 360 nm con una longitud

de onda de emision de 390 nm.

3.3.2 Preparacién de muestras para microscopia electrénica de
transmision (TEM)

En primer lugar, se preparan micelas del polimero. Se pesan 6 mg del copolimero
a analizar y se disuelven en 800 mg de acetona, esta solucién se inyecta en 10 mL
de agua destilada, se deja en agitacion constante por 22 horas y se centrifuga. Una
alicuota de 20 yL de la solucién micelar resultante se diluye hasta 10 mL con agua
destilada. De esta dilucion ser toman 0,5 yL que se depositan sobre una rejilla de
cobre recubierta de Formvar. La rejilla se deja secar en un desecador por un dia,

para posterior a ello tomar las imagenes.

Este mismo proceso fue usado para la preparacion de todas las demas muestras

que fueron caracterizadas por TEM.
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3.3.3 Pruebas de comportamiento micelar usando RMN-'H
Se prepararon las micelas de estos polimeros usando 10 mg de LIN 5 que fueron

disueltos en 40 a 60 mg de acetona y mezclados con 0,5 mL de agua deuterada,
posterior a ello se rotaevapora el producto para eliminar la acetona y se toma un
espectro RMN-1H.

3.4 Encapsulacion de farmacos apolares

3.4.1 Procedimiento general para encapsulacion de farmacos
De manera general, 8 mg de curcumina o CBD y 20 mg de cada uno de los

materiales poliméricos se disuelven en 800 mg de acetona y se adicionan a 10 mL
de agua destilada bajo agitacién constante. La adicion de la solucion del polimero
y el farmaco se lleva a cabo con el uso de una jeringa, en donde la aguja es
sumergida en el agua y se inyecta presionando el embolo de forma que la adicion
se produce en menos de 2 segundos con una agitacion de 300 rpm. Se deja
agitando por 22 horas y se centrifuga el producto a 4000 rpm para eliminar cualquier
presencia de solido referente a farmaco no encapsulado y agregados del polimero.
El proceso se realiz6 por triplicado y una de las muestras se almacend para observar

la estabilidad de las formulaciones en periodos prolongados de almacenamiento.

Las dos réplicas restantes se liofilizan y posteriormente una muestra de cada una
de ellas con masa entre 1,5 y 3 mg se dispersa de en metanol con el fin de
determinar el contenido de farmaco empleando cromatografia liquida de alta
resoluciéon (HPLC). En el caso de las formulaciones obtenidas a partir de los
extractos ricos en THC y CBD se emple6 una metodologia similar a la descrita, pero
en este caso la determinacion del contenido del farmaco se realizé en la Universidad

de Antioquia por el grupo de Ofidismo.

Para la determinacion de los valores de CBD y CUR encapsulados, se usan las
ecuaciones 5 a 8. Aqui la ecuacion 7 fue usada para CUR sumando el area de los
picos asociados a los 3 curcuminoides observados, mientras que % DLC(CUR) se
calcula teniendo en cuenta solo el area de la curcumina. Finalmente, el CBD se

cuantificé con la ecuacion 5.
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peso de farmaco en micela
% DLC = - * 100
peso total del sistema Ecuaciéon 5

peso de curcumina en micela .,
Ecuacion 6

%DLC(CUR) =

peso total del sistema

% DLC(Total) peso de los 3 curcuminoides en micela 100
- *
’ . peso total del sistema Ecuacion 7

peso de farmaco en micela
% EE = - — * 100
peso farmaco inicial Ecuacién 8

3.4.2 Evaluacién del efecto de los solventes usados en la encapsulacién
de CUR

Este procedimiento para encapsulacion fue adaptado de la literatura [31]. En este
caso se usaron mezclas de solventes en diferentes proporciones. A una disolucion
del polimero y CUR con una proporcion 1:1 en peso, se adiciond diferentes

voliumenes de agua en diferentes porciones.

3.4.3 Estudio de la particién de CBD al interior del ntcleo micelar.
Se prepar6 una disolucion de 800 mg de acetona y 12 mg de polimero, posterior a

ello se inyecto esta solucién en 10 mL de agua destilada y se dejé en constante
agitacion durante 22 horas. Luego de esto, se adicioné una solucion de 8 mg de
CBD en 800 mg de acetona y se dejo evaporar el solvente por 22 horas en agitacion
constante. El sistema fue centrifugado para eliminar sélidos, el producto fue

liofilizado y el contenido de CBD fue determinado usando HPLC.

3.4.4 Estudio de la estructura de las micelas poliméricas
Los productos de las micelas poliméricas de PEG-PCL vacias, aquellas que

contienen CBD encapsulado mediante el método de particion, el de coprecipitacion,
y los coloides cargados con CUR fueron liofilizados y caracterizados por DRX.

Ademas, se tomo el difractograma de los farmacos.

3.4.5 Efecto de la evaporacién por vacio en la encapsulacién de CUR.
Se siguio el mismo procedimiento de la seccion 2.4.1 Procedimiento general para

encapsulacién de farmacos apolares, usando 12 mg del polimero. Se dejé en

agitacién por 20 segundos a 300 rpm y se evaporé por vacio a 60°C y 200 mm Hg
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de presion durante 10 minutos, para eliminar la acetona. El producto final se paso a

través de filtros de 0,45 um, este proceso se llevé a cabo por duplicado.

3.5 Cinéticas de liberacién de farmacos apolares
Se toma una alicuota de 4 mL de extractos encapsulados de CBD o de THC se

ponen en un cassette de dialisis Thermo-Fischer (Slyde-A-Lizer, membrana
semipermeable con un valor de corte de proteinas de 7000 dalton). Las dispersiones
se dializan contra 200 mL de una solucién de PBS (pH=7,4) con 1 % de tween 80 a
37°C. Se recogen alicuotas de 50 L del interior del cassette a diferentes tiempos:
1,3,5,8,24,48, 72,96 y 120 h y se llevan a 1mL usando metanol. Estas muestras
se inyectan en el HPLC y se usan para cuantificar la cantidad de cannabinoides que
permanecen en el interior del cassette. La desviacion estandar de las medidas
usadas fue obtenida preparando 4 veces una misma muestra, es decir, que se
asume que todas las medidas presentan un error asociado solo a la preparacién de

las muestras.

3.6 Técnicas de caracterizacion.

3.6.1 Caracterizacion estructural
Los espectros de RMN-'H fueron tomados disolviendo las muestras en CDCls,

mientras que el equipo usado fue un 400 Ultrashield spectrometer de 413 MHz
(Bruker, Mannheim, Germany). La determinacion de los pesos moleculares de los
polimeros fue llevada a cabo usando un HPLC, en este caso un Thermoscientific,
Ultimate 3000 con un detector de indice de refraccion. En los analisis llevados a
cabo se uso un flujo de THF a 0,8 mL/min y la columna usada fue (LC) 300 x 7,8
mm Phenogel TM 5 um 1x103 A. La curva de calibracion fue tomada un rango de
2,5-50 kDa, usando estandares de poliestireno. Para la toma de los espectros de
FT-IR se empled el modo de transmitancia y reflactancia total atenuada (ATR), en
un equipo Nicolet Is10 de Thermo Scientific usando 32 ciclos. Para la obtencién de
los espectros por transmitancia, previo al analisis, la muestra disuelta en CH2Cl2 se
deposita en una ventana de NaCl y se permite la evaporacion del solvente antes del

analisis.
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3.6.2 Caracterizaciéon de sistemas micelares.
El diametro hidrodinamico de los sistemas coloidales se determind empleando un

equipo de dispersion dindmica de luz (DLS) Nano ZS Zetasizer Marvel a una
temperatura de 25 °C. Las caracteristicas morfologicas de las particulas coloidales
se estudio usando un microscopio electronico de transmitancia Jeol 1400 plus. Los
difractogramas de rayos X se tomaron usando un equipo X pert Panalytical
equipado con un tubo anddico de cobre de A = 0,154 nm con un tiempo de
recoleccion de 1s por paso, usando un barrido desde 2° hasta 50° 26, un incremento
de 0,1° y una abertura del detector de 0,5°. Los espectros de fluorescencia fueron

tomados usando un espectrofluorometro Horiba-Duetta.

Para la cuantificacion de farmacos se utilizé un equipo de HPLC Thermoscientific,
Ultimate 3000, usando una columna analitica Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-
C18 de fase reversa de 4 pm (4.6 x 150 mm). Las condiciones de corrida para la
curcumina fueron adaptadas de reportes previos en la literatura[47], se usé como
fase mévil A =60% de 0,1% de H3PO4 y una B=40 % de acetonitrilo con un flujo de
1,5 mL/min y una temperatura en la columna de 30°C, con un volumen de inyeccién
de muestra de 10 pL, mientras que la deteccion se hizo con detector visible a 420
nm. Para la determinacién de CBD y THC se adaptaron las condiciones previamente
reportadas en literatura[48], se us6 un flujo de 1,0 mL/min de A=85% acetonitrilo y
B=15 % de agua, a una temperatura de columna de 25°C, inyectando 10 uL de

muestra, usando un detector de ultravioleta a 205 nm.
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4. RESULTADOS Y ANALISIS.
El analisis de resultados se divide en 3 partes. En primer lugar, se muestran los

resultados de la polimerizacion por ROP para copolimeros de PEG-PCL y PEG-
P(CL-MCP) y su correspondiente modificacién pos-sintesis via quimica clic.
Posteriormente, la capacidad de los copolimeros sintetizados de encapsular CBD y
CUR es determinada empleando diferentes condiciones experimentales, ademas,
se estudi6 la estabilidad coloidal de los sistemas obtenidos. Finalmente, se llevo a
cabo la encapsulacion y liberacion de extractos ricos en THC o CBD con los mejores

polimeros determinados en caracterizaciones previas.

4.1 Sintesis de los polimeros
La sintesis de los polimeros se llevo a cabo en dos etapas en las cuales se buscé

obtener los mayores rendimientos en los menores tiempos. La primera comprende
la polimerizacion ROP, en la cual se estudi6 el efecto del tiempo y la cantidad de
solvente usado en la reaccion. La segunda abarca las reacciones por quimica clic,
en donde se evaluaron dos sustratos de reaccion, dos solventes, distintas

temperaturas y diferentes tiempos.

4.1.1 Sintesis de polimeros de PEG-PCL
La sintesis de los copolimeros PEG-PCL se efectué por ROP, empleando PEG de

dos pesos moleculares diferentes como iniciador, mientras que el Sn(Oct)2 y tolueno
fueron usados como catalizador y solvente, respectivamente. Se estudi6 el efecto
de la cantidad de solvente y el tiempo de reaccién sobre el rendimiento, peso

molecular e indice de dispersion de los materiales resultantes.

Se usaron diferentes técnicas de caracterizacion para garantizar la obtenciéon de los
polimeros. Para determinar el rendimiento de las reacciones se us6 RMN-'H, la
caracterizacion de los grupos funcionales presentes en la muestra se hizo con FT-
IR, RMN-H y GPC se empled para corroborar la evolucién del peso molecular tras
la reaccion. Los resultados de estas técnicas se muestran en la figura 1, en donde
se nombran los polimeros de PEG-PCL como P2-P2 (PEG2kDa-PCL2kDa), P2-P4
(PEG2kDa-PCL4kDa) y P5-P4 (PEG5kDa-PCL4kDa).
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De acuerdo con los espectros de absorcion infrarroja dados en la figura 1 A, los
copolimeros PEG-PCL muestran sefales caracteristicas de la PCL, tales como la
extension simétrica del enlace C=0 a 1738 cm™y las sefiales a 1186 cm™ y 2874
cm™ que corresponden a vibraciones que involucran los grupos C-O y C-O-CHz-
CHz2, respectivamente. Por otro lado, las distribuciones de peso molecular obtenidas
por GPC (figura 1 B), muestran que el copolimero presenta un mayor peso
molecular que el correspondiente iniciador de PEG, lo cual corrobora la obtencién
de estructuras dibloque. En la figura 1 C, los espectros de resonancia RMN-'H
muestran la presencia de sefales debidas al PEG a 3,6 ppm de los grupos O-CHa-
CH2, ademas del PCL a 4,0 ppm, pertenecientes a CH2-OC[O] y 2,3 ppm del CH2
C[O], lo que corrobora la presencia de los grupos funcionales en la estructura de los

polimeros.
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Figura 1. Espectros RMN-'H y ATR-IR y la distribucién de pesos moleculares de los polimeros de PEG-PCL.
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En la tabla 3 se resumen las condiciones de sintesis evaluadas, en donde se
muestran los datos de Mn y B calculados por GPC. Los valores de Mn medidos por
GPC se obtuvieron empleando una curva de calibracion construida a partir de
estandares de poliestireno y por tanto son valores relativos, ellos indican que existe
un aumento en el Dh de las cadenas del copolimero conforme se incrementa el
tiempo de reaccion. Los indices de dispersion (D) caracterizan la distribucion de
peso molecular del polimero, los cuales al presentar valores menores a 1,3 indican
que las distribuciones obtenidas son estrechas y corroboran las caracteristicas
“vivientes” de la ROP empleada para la obtencién de los copolimeros.

Tabla 3. Caracterizacion de las distintas condiciones para la reaccién ROP cuantificados por GPC y RMN-H.

Ensayo | M, PEG | Proporciéon peso | Tiempo (h) e-CL Mn Mn b % Rendimiento
(kDa) PEG (mg):mL (RMN-H) | (RMN-H) | (GPC)
tolueno X,
2 2000 1810 1,10
1 2 1,40 2160 2733 1,09 3,43
2 2,55 2291 2933 1,11 6,24
3 151 24 9,25 3055 3086 | 1,17 22,6
4 5 48 17,3 3976 3592 1,21 42,3
5 2 7,82 2892 3602 1,15 19,1
6 26,4 5007 4344 1,27 64,4
7* 751 24 39,0 6451 6098 | 1,14 95,4
8** 24 16,4 3870 4398 1,20 93,5
gXk* 5 24 35,1 9000 11809 1,21 80,0

*P2-P4, **P2-P2, ***P5_p4,

M,, de PCL por RMN —' H 100
*
M, esperado de PCL Ecuacion 9

% rendimimiento =

M, (RMN —' H) = M,, de PCL por RMN =" H + M, PEG Ecyacién 10

La RMN-1H fue empleada para determinar X,, y Mn mostrados en la tabla 3. El valor
de X,, de la PCL fue calculado a partir del area de la sefial ¢ de la PCL que aparece
a 2,3 ppm (correspondiente a grupos metileno en este poliéster), donde la seial a
3,6 ppm debida a protones en el PEG es empleada como referencia. El Mn calculado
por RMN-'H se obtiene con la ecuacion 10, en donde el peso de PEG (2kDa dado

por el proveedor) se suma al de la PCL, que se calcula usando el valor de X,,. Los
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rendimientos de la reaccion se calculan con la ecuacion 9 y se refieren al

seguimiento del Mn de la PCL en el tiempo.

Las entradas 1 a la 4 de la tabla 3 muestran que cuando se usan las cantidades
mas altas de solvente, aun a tiempos de reaccion prolongados, se obtienen bajos
rendimientos en la polimerizacion, observandose valores inferiores al 50 % luego de
48 horas. Por su parte, las entradas de la 5 a la 9 evidencian que la conversion
aumenta drasticamente con el uso de menor cantidad de solvente, requiriéndose un
menor tiempo de polimerizacion. Estas condiciones se emplearon en la obtencion

de los materiales que se emplearan en etapas posteriores de la investigacion.

La razén por la cual los rendimientos de la reaccion son mejores usando baja
cantidad de solvente, se puede deber a un aumento en la concentracion del
monomero. Por otro lado, es importante mencionar que la presencia de agua puede
afectar los rendimientos de la reaccion[49], a pesar de ello se consiguieron altos
rendimientos sin la necesidad de usar cabinas con guantes, lo que implica que los
métodos de secado son lo suficientemente efectivos en las condiciones de sintesis

evaluadas.

4.1.2 Sintesis de polimeros modificados por quimica clic
Teniendo en cuenta que el PEG-PCL es un copolimero que no presenta grupos

funcionales que favorezcan la interaccion con los farmacos, en la presente
investigacion se desarrollaron copolimeros compuestos por un segmento de PEG y
un segmento hidréfobo que contiene unidades de e-CL copolimerizada con un
carbonato y funcionalizados con acidos grasos. Los materiales con este tipo de
moléculas en su estructura se han reportado que se puede obtener vectorizacion
activa al cerebro [50], mejor interaccion con farmacos [5] y disrupcion de la
cristalizacion del PCL [51]. Por todas sus potencialidades, se decide hacer uso de

esta estrategia de sintesis.

La sintesis se llevo a cabo en dos etapas que se describen en la figura 2. En la
primera etapa se produce una polimerizacion ROP usando PEG como iniciador y
e-CL y MCP como monomeros. En la segunda etapa los copolimeros se modifican
mediante quimica clic, usando 2 tipos de compuestos: una azida de acilo, que
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permite formar un anillo de oxazol y una 3-azidopropilamida del &cido graso, que es

usada para obtener un anillo de triazol.
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Figura 2. Reacciones para llevar a cabo la inclusion de los acidos grasos a la cadena del polimero PEG-PCL

Sintesis de PEG-P(CL-MCP)

Con el fin de obtener un copolimero que contenga grupos alquinos susceptibles de
reaccionar por quimica clic en una etapa posterior, se optd por emplear el MCP ya
gue es un carbonato funcional empleado previamente en el grupo de investigacion
y que puede copolimerizarse aleatoriamente con e-CL via ROP [52]. Para la sintesis
se emple6é PEG de 2kDa como iniciador y las demés condiciones empleadas para
la obtencion de PEG-PCL mostradas en la seccion 4.1.1 en la tabla 3 entrada 7, es

decir 75 mg PEG:mL tolueno y 24 h de reaccion.

Los copolimeros fueron caracterizados haciendo uso de FT-IR para determinar la
presencia de los grupos funcionales en su estructura, GPC para corroborar la
formacion de estructuras dibloque asociadas al incremento del peso molecular y
RMN-'H que permite identificar los grupos funcionales y cuantificar los rendimientos
de reaccidn. Se sintetizaron dos copolimeros con diferente cantidad de grupos
alquino, el PEG-P(CL-MCPs) llamado PP5 y PEG-P(CL-MCP-2) identificado como
PP2.
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La presencia de los grupos funcionales del copolimero se verific6 en primera
instancia empleando FT-IR, obteniéndose espectros como los mostrados en la
figura 3 A, en donde se tiene la presencia de sefiales a 3256 cmy 1969 cm™ que
se asocian a la extension de los enlaces =C-H, y C=C, respectivamente y a 1738
cm de la vibracion del C=0. En tanto el perfil de GPC en la figura 3 B, ratifica que
la inclusién de los dos mondémeros usados fue efectiva, ya que el tiempo de
retencién disminuyo luego de la polimerizacion. Con respecto a la figura 3 C, que
muestra el espectro RMN-'H de la muestra PEG-P(CL-MCPs), se observan sefiales
a 2,5 ppmy 4,7 ppm que corresponden a los protones =C-H y CH2C= derivados del
MCP, respectivamente. Estos resultados confirman que la reaccion efectivamente

se llevo a cabo y se logro obtener el polimero deseado.

—_PEG- 2kDa
— PPS
—PP2

Tiempo mm)

1969 cm™

L 1 1 1 1 1 1

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 6 5 4 3 2 1

r T T T T T

Namero de onda(crn'l)

Figura 3. Espectros de RMN-!H, FT-IR y cromatogramas de GPC de los polimeros con grupos alquino en su
estructura.
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La tabla 4 muestra los rendimientos de reaccién y las caracteristicas de los
polimeros PP2 y PP5. Los rendimientos fueron calculados de forma analoga a como
se hizo en la seccion 4.1.1, haciendo uso de RMN-'H, en donde la sefial b del PEG
se us6 como referencia, la sefial ¢ permitié calcular el peso molecular de la PCL y
la sefial | se us6 para cuantificar el nimero de unidades de MCP en la estructura

del polimero.

Tabla 4. Caracterizacion de los polimeros precursores con grupos alquino por RMN-H y GPC.

RMN-tH GPC
Muestra eCLX, | MCPX, Mn Mn b %Conversion e-CL /MCP
MPEG 2000 1810 1,10
PEG-P(CL-MCPs) 23,7 5,17 5725 7450 1,31 87,9/100
(PP5)
PEG-P(CL-MCP2) 25,0 1,60 5163 5449 1,32 61,6/80,0
(PP2)

M, de MCP por RMN —' H
M, esperado de MCP  Ecuyacién 10

M, (RMN —' H) =M, PEG + M, PCL por RMN —' H + M, MCP RMN —' H Ecyacién 11
Los resultados permitieron corroborar que las condiciones de reaccion empleadas

% rendimiento de MCP =

en la polimerizacién de PEG-PCL son igualmente Utiles en la copolimerizacion de e-
CL y MCP. Esto se corrobora por el alto grado de conversion de ambos monomeros
como es observa en la tabla 4. Una vez preparados los polimeros con grupos
alquino en su estructura, se procedi6 a llevar a cabo la sintesis de los precursores
que permiten incluir en la estructura del copolimero acidos grasos mediante quimica
clic.

Quimica clic sobre los polimeros

A partir de los copolimeros PP5 y PP2 descritos anteriormente, se prepararon
copolimeros conjugados con tres acidos grasos diferentes: laurico, oleico y linoleico.
Los acidos se modificaron en una etapa previa con el fin de funcionalizarlos con
grupos azida obteniendo dos sustratos diferentes. Para la obtencién del sustrato
terminado en grupos azida, primero se preparo el precursor 3-azidopropilamina,

como se muestra en la figura 4 A. Esta reaccién corresponde a una sustitucion
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nucleofilica sobre la 3-cloropropilamina usando azida de sodio. El reactivo
resultante, se hace reaccionar con cada uno de los acidos grasos a través de una
amidacién usando DCC como agente de acople como se ilustra en la figura 4 B. El
segundo sustrato, terminado en grupos azida de acilo se prepara usando cloruro de

tionilo y azida de sodio, como se muestra en la figura4 Cy D.

Finalmente, cada uno de los sustratos se hizo reaccionar via CUAAC para formar o
bien grupos triazol para el precursor amida u oxazoles en el caso de la azida de

acilo (figura 2).

—>
A HzN/\/\Cl NaN3

80°C

DCC DMAP

(0]
N3 NH2 )J\ —>
\/\/ HO \/\ R

R Diclorometano

o) o)
C )J\ SOCl, )k
2
HO r CHCl; 60°C cl R
o) o)
D DMF
NaN; )J\ s )J\

o R N; R

Figura 4. Reacciones usadas para la obtencion de los acidos grasos modificados con grupos azida.

La discusién de los rendimientos por quimica clic se divide en dos partes. La primera
hace referencia a la caracterizacion de los copolimeros por medio de RMN-H, GPC
y FT-IR, la evaluacion del grado de conversion de los grupos alquino en el polimero
obtenido en la condicion final de reaccion y se presentan los resultados espectrales
para el &cido linoleico dado que los resultados con los acidos oleico y laurico son
similares, por lo que estos se muestran en la informacion complementaria. En la
segunda parte se describe la forma en la cual se determinaron las condiciones que

permitian llevar a cabo la quimica clic.
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En primer lugar, se empled FT-IR con el fin de corroborar la presencia de los grupos
funcionales esperados tras la reaccion clic, obteniéndose espectros como los
mostrados en las figuras 5 A y B, donde se compara la muestra LIN 5 (copolimero
con 5 unidades de &cido linoleico) con el correspondiente precursor PP5
(copolimero que contiene 5 grupos alquino). Para LIN 5 se observa la aparicion de
dos sefiales una a 1732 cm de la vibraciéon del grupo C=0 y el estiramiento del
enlace N-C=0 a 1652 cm™ asociadas al acido graso. Es de resaltar que LIN 5
presenta las dos sefiales anteriores mas acentuadas que el LIN 2 (copolimero con

2 unidades de acido linoleico).

c=0 N-C=0 c=0 N-C=0
A 1732 cm? 1652 cm™? B 1732 cm?, |, 1652 cm
d /!
i /
LIN-2
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de onda (cm'l) NGmero de onda (cm'l)

Figura 5. Espectros FT-IR de los polimeros modificados con acido linoleico y sus precursores

La figura 6 muestra el espectro RMN-'H de la muestra LIN 5, las sefiales
correspondientes a =C-H y CH2C= a 2,5y 4,7 ppm observadas en el precursor PP5
(figura 3C) desaparecen tras la reaccion clic. Adicionalmente aparecen nuevas
sefales debidas al 4cido linoleico: -CHs a 0,9 ppm, —-(CH)=(CH)- a 5,4 ppm y la sefial
del grupo amida N-H a 7,5 ppm. Por ultimo, se observa la presencia de la sefial
asociada al anillo de triazol =CH-N a 7,8 ppm. Esto permite concluir que los grupos

alquino han reaccionado y se obtuvo la formacion del anillo heterociclico.

La figura 7 muestra los cromatogramas por GPC para todos los polimeros
modificados con acidos grasos y los polimeros con grupos alquino iniciales. En la
gréfica los polimeros se nombran con las 3 letras iniciales del 4cido anclado a él
(LIN para linoleico, LAU para laurico y OLE para oleico) y el niumero de &cidos
afiadidos a su estructura (por ejemplo, LIN 5 es el polimero con 5 unidades de acido

linoleico). Se observa en los cromatogramas que el tiempo de retencion disminuye,
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lo que implica que la modificacién con los &cidos grasos fue efectiva. También se
muestra que los polimeros no exhiben diferencias grandes cuando se incluyen en
su estructura los acidos laurico, oleico o linoleico, lo que sugiere que los 3 acidos
fueron incluidos en la misma proporcion. Por Ultimo, se ve que el cambio del tiempo
de retencién es mucho mayor cuando se tienen 5 4cidos conjugados, en la figura

7B, lo que indica mayor modificacion.
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Figura 6. Espectro RMN-'H del copolimero LIN 5.
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Figura 7. Cromatogramas por GPC de los polimeros modificados con acidos grasos y sus precursores.

Evaluacion de diferentes condiciones de reaccion de quimica clic

Dado que la mayoria de los materiales desarrollados en la presente investigacion
no han sido reportadas, se opté por determinar las condiciones experimentales que
permiten su sintesis via CUAAC. De acuerdo con la literatura, los polimeros que se
obtienen o modifican mediante quimica clic suelen requerir cantidades altas de

catalizador, lo que los hace toxicos y por ende limita su uso en aplicaciones
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biomédicas. En esta investigacion se estudio el efecto del solvente, la temperatura
y el tipo sustrato sobre el rendimiento de la reaccion con la finalidad de obtener

condiciones en las cuales se pueda disminuir la cantidad de catalizador empleado.

Con respecto al sustrato se compararon dos moléculas como se mostré en la figura
2. Se quiso comparar los rendimientos de la reaccidon clic partiendo del acido
linoleico modificado para obtener una azida de acilo que permite la formacion de un
anillo de oxazol, debido a que es una sintesis sencilla, mas econémica y por ende
escalable. Otro modificado con un grupo azida logrado a partir de la reaccién del
acido graso con 3-azidopropilamina como se muestra en la figura 4, que permite la
formacion de un anillo de triazol. En cuanto al solvente, la reaccion se estudio en
anisol y DMF ya que presentan diferentes polaridades y son solventes que tienen

alto punto de ebullicion lo que permite evaluar un rango de temperaturas amplio.

En cada uno de los procedimientos reportados, la ocurrencia de la reaccion se
evalué por RMN-!H, a partir de la disminucién en la intensidad de las sefales
asociadas al grupo propargilo, es decir a 2,5 ppm, del enlace C=H, y 4,7 ppm del
CH2 adyacente, de acuerdo con la figura 3. Para estimar los rendimientos de
reaccion se uso la sefial del grupo metilo del acido graso a aproximadamente 0,9
ppm y la de los grupos metilenos del PEG tomados como referencia, como muestra
la ecuacién 12. Estas dos sefiales son puras y no se ven afectadas por impurezas

provenientes del solvente o el acido ascorbico.

# protones en sefial 0,9 ppm 100
*
15 Ecuacion 12.

% conversiom =

En la figura 8 se comparan los rendimientos de la reaccion por quimica clic del acido
linoleico funcionalizado con grupos azida con PP5 empleando diferentes
condiciones de sintesis. En la figura 8 A, se compara el rendimiento obtenido para
ambos sustratos (azida de acilo para formacion del anillo de oxazol — O y 3-
azidopropilamida para obtener el anillo de triazol —T) cuando la reaccién se lleva a
cabo empleando un porcentaje molar de catalizador del 5% respecto a los grupos
alquino a temperatura ambiente durante 24 h, empleando anisol (barras en azul) y

DMF (barras en rojo) como solventes. De acuerdo con los resultados, el sustrato
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azida de acilo sumado al anisol permitié el mayor rendimiento. En la figura 8 B, se
presentan los resultados empleando una menor cantidad de cobre (0,5% molar) y
una temperatura de reaccion de 60°C, en este caso la reaccidon mostré poca

favorabilidad y para el sustrato 3-azidopropilamida no se observé conversion.

B Anisoi [ ovF [ DMF con CuBrz  T: Triazol  O: Oxazol

Los valores de Cu son % molares de cobre con respecto de los grupos alquino. TA: temperatura
ambiente.

B 100,
A 100

801
804

TA 24h 5% de Cu

604 60° 24h 05%deCu

404

204

% Conversion
% Conversion

C
100 70°C 5%Cu 2 H

80

60°C 5% Cu 72h

60

% Conversion
ey
o

110°C 5%Cu 24 h
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Figura 8. Rendimientos por quimica clic empleando diferentes condiciones de sintesis.

Al aumentar la temperatura manteniendo un contenido de cobre del 5% como se
muestra en la figura 8 C, la reactividad de los sustratos se invierte, lo cual podria
estar relacionado con la menor estabilidad del grupo azida de acilo [53]. A 70 °C, el
sustrato 3-azidapropilamida en presencia de anisol como solvente presento
rendimientos cercanos al 100 %. Esta reaccion se siguié tomando alicuotas del seno
de la reacciéon y analizandolas por RMN-'H, en donde incluso se observd que
transcurridos 30 min de reaccion la reaccion era casi completa, los resultados de
este andlisis se presentan en los anexos del documento. Estas condiciones de

reaccion mostraron resultados similares en cuanto a rendimiento cuando se usaron
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en la reaccion de PP2 y PP5 los &cidos oleico y laurico modificados con grupos

azida (ver tabla 5).

De acuerdo con las tendencias descritas, el anisol presenta un mejor desempefio
como solvente en estas reacciones, lo cual resulta opuesto al hecho de que las
CuAAC son reportadas generalmente en solvente de mayor polaridad[7]. De
manera similar, la formacion del anillo de oxazol presenta en algunas condiciones
de sintesis rendimientos similares o incluso superiores a los del triazol, lo que va en

contravia con reportes previos[54].

Tabla 5 . Caracterizacién de RMN-'H y GPC sobre los polimeros modificados con acidos grasos

Acido Modificaciones | Nombre | X, acido = Mn (RMN-'H) | M, (GPC) D
Polimero | (RMN-1H)

Linoleico 5 LIN 5 4,65 7492 9823 1,22
Oleico 5 OLE 5 3,38 7009 9574 1,26
Laurico 5 LAU 5 4,97 7216 9457 1,20

PP5 5 5,17 5725 7450 1,32

Linoleico 2 LIN 2 1,70 5809 6106 1,28
Oleico 2 OLE 2 1,31 5660 6129 1,33
Laurico 2 LAU 2 1,61 5646 6005 1,32

PP2 2 1,60 5163 5449 131

Las discrepancias observadas podrian deberse a la naturaleza anfifilica de los
copolimeros PP2 y PP5, ademas del hecho que los grupos alquinos se encuentran
inmersos en un medio de baja polaridad. Bajo estas condiciones, la reaccion se ve
favorecida en un “buen solvente” para el segmento de P(CL-(MCP)) ya que
expondria los grupos alquino al medio de reaccién debido a que se reduce la
formacion de “loops” que se originan tras la agregacion de la cadena polimérica tal

como ocurre cuando su solubilidad no es favorecida termodinamicamente.

En ese sentido, la diferencia de los pardmetros de solubilidad de Hansen entre la
PCLy los solventes se hacen determinantes, asi los valores 8pyr — Spc: 8,3 MPal/2
[55] Y 8ani — SpcL: 2,4 MPal? [56], reflejan que el anisol presenta mejor interaccion
con el PCL. Para el caso de la azida de acilo, es posible que se internalicen mas
facilmente en las cadenas del polimero, debido a que no presentan grupos polares
como el enlace N-H, que aumenta el parametro de solubilidad de Hansen de la 3-

azidopropilamida del acido.
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Una vez se ha logrado corroborar que los polimeros han sido sintetizados mediante
el uso de ROP y quimica clic, se estudian algunas propiedades como la CMC, los

tamafos y la forma de las micelas.

4.3 Comportamiento micelar de los polimeros con &cidos grasos
Teniendo en cuanto la naturaleza anfifilica de los copolimeros sintetizados, se

procedié a caracterizar las estructuras generadas tras su autoensamble en agua.
Se analiz6 la influencia de la nueva estructura del polimero en la CMC que se
determind usando pireno como sonda fluorescente, el tamafio de las micelas a
través de dispersion dindmica de luz (DLS), y por microscopia TEM se observaron
las formas de las micelas. Ademas, el comportamiento de la cadena hidrofébica en

el nlcleo micelar se analiz6 por RMN-1H.

4.3.1 Evaluacién de la CMC de las micelas poliméricas
El experimento para la determinacién de la CMC usando pireno permite evaluar el

comportamiento de los sistemas poliméricos. Este método permite corroborar la
formacién de dominios hidréfobos en los sistemas coloidales. La figura 9 muestra el
comportamiento espectral del pireno en presencia de las dispersiones coloidales del
copolimero LIN 5 con diferente concentracion. Se observa en la figura 9 A que
cuando se reduce la concentracion del copolimero, disminuye la intensidad de la
fluorescencia del pireno y cambia la relacion de la sefial de 335 y 332 nm,
produciéndose un efecto hipsocrémico, debido a los cambios en el medio en el que
se encuentra disuelto la sonda. La presencia de una regién hidrofébica en los
sistemas coloidales, generada tras la agregacion de las cadenas hidrofébicas del
polimero, desaparece a medida que los sistemas se diluyen, lo que se relaciona con
su disociacion. En consecuencia, podria afirmarse que los arreglos generados tras

el autoensamble de los copolimeros sintetizados exhiben caracteristicas micelares.

El comportamiento de la relacion entre la intensidad de las sefiales a 335y 332 nm
mientras se diluye el polimero LIN 5 se muestra en la figura 9 B. A partir de este
grafico se deduce que la relacion entre la sefial a 335 y 332 nm disminuye con la
dilucion hasta hacerse constante, punto donde se encuentra la CMC. Es importante

mencionar que los valores de CMC de todos los polimeros modificados con acidos
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grasos se encuentran entre 2,5y 0,5 ppm, valores menores a los reportados para
PEG-PCL con pesos moleculares similares y sistemas analogos previamente, que
estan alrededor de 5 ppm [57]. Esto supone un incremento de la estabilidad de

estos sistemas frente a la dilucion, comparado a los polimeros de PEG-PCL.

CMC del LIN 5

A 1,35- B

1,30+

Concentracion

1,154

1,10
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Relacién de intensidad 335/332
ho
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Longitud de Onda (nm) [LIN 5]

Figura 9. Comportamiento de la sonda de pireno en las micelas de LIN 5 seguida por espectroscopia de
fluorescencia.

Ademas de la CMC, la forma de las micelas se evalué usando TEM y la asociacion
de las cadenas hidréfobas en el nlcleo micelar se estudié mediante RMN-H. En la
figura 10 A se muestra la distribucién de los diametros hidrodinamicos (Dh) medido
por DLS y la imagen TEM de un sistema micelar. De acuerdo con los resultados
obtenidos por DLS, las micelas presentan una distribucién de didmetro estrecha, la
cual es una caracteristica que se debe al polimero y a la metodologia usada en la
nanoprecipitacion[58]. Por su parte, el TEM muestra que la forma de las micelas es
esférica y se ve un menor tamafio comparado a la medida por DLS, lo cual se debe
a que son secadas antes de la toma de la imagen y pierden el agua que interactla

con el PEG, la cual hincha la micela.

La figura 10 B muestra las micelas en agua deuterada comparadas con el polimero
disuelto en CDCIs. Como se observa en el espectro en D20 la sefial del grupo OCH3s
en el PEG a 3,4 ppm presenta una alta intensidad relativa, contrario a lo observado
en el espectro tomado en CDCls, ademés de verse una disminucion de la intensidad
de las sefales del fragmento hidréfobo cuando estan en forma de micelas y hacerse
menos definidas. Esto sugiere que las cadenas hidrofobas presentan baja

movilidad, por lo cual se produce una disminucion del tiempo de relajacion tz
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(relajacion tranversal spin-spin) de los espines de los protones en el nucleo micelar,

comportamiento similar al reportado para PEG-PCL[59].

|j3col/\b/ O‘}L/Fq\m
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10

Micetas a

cocl

Figura 10. Imagen TEM, distribucion de tamafios micelares y espectros RMN-'H en agua y cloroformo
deuterados para la muestra LIN 5.

Los resultados presentados corroboran que los copolimeros obtenidos forman
agregados micelares y por ende podrian emplearse como vehiculos para farmacos,
los principios activos se almacenan en el nlcleo, lo que garantiza para este caso la
interaccion de los acidos grasos con los farmacos. Es asi, como en las siguientes
secciones se busca identificar la influencia de las modificaciones en la

encapsulacioén y liberaciéon de los farmacos.

4.4 Encapsulacién de CBD y CUR
Los copolimeros modificados con acidos grasos presentan una alta potencialidad

de ser usados para la encapsulaciéon de diferentes farmacos lipofilicos, en donde

debido la inclusion de acidos grasos en su estructura es posible que se presente
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una mejoria de algunas propiedades tales como el porcentaje de encapsulacion de

los farmacos.

En esta seccidn se presentan los resultados de la encapsulacion de un extracto de
curcumina y CBD puro. Para CUR se presenta un estudio de la influencia de algunos
pardmetros sobre la encapsulacion de los farmacos como los copolimeros,
solventes, agitacion, entre otras. Para CBD se muestra el efecto del polimero y la
metodologia usada en la encapsulacion, ademas de evaluarse la estabilidad
coloidal de las micelas cargadas con CBD. Por ultimo, se escogen a los polimeros
gue presentan mejor estabilidad y encapsulacion con CBD para encapsular

extractos enriquecidos de THC y CBD.

La tabla 6 resume todos los polimeros sintetizados y la nomenclatura usada para
referirse a ellos. Alli se incluyen tanto los polimeros PEG-PCL, mencionados en la
seccién anterior, como aquellos que son modificados mediante la inclusion de los 3

diferentes acidos grasos: 4cido linoleico, laurico y oleico.

Tabla 6. Lista de los polimeros usados en la presente investigacion.

Nombre MCP Acido
P2-P4* 0 Ninguno
P2-p2** 0 Ninguno
P5-p4*** 0 Ninguno
LAUS5 5 laurico
LIN5 5 linoleico
OLES 5 oleico
LAU 2 2 laurico
LIN 2 2 linoleico
OLE 2 2 oleico

* polimero de PEG-PCL con 2kDa de PEG y 4kDa de PCL, ** polimero de PEG-PCL con 2kDa de
PEG y 2kDa de PCL, *** polimero de PEG-PCL con 5kDa de PEG y 4kDa de PCL. LAU: acido laurico,

OLE: &cido oleico, LIN: &acido linoleico.

4.4.1Encapsulacion de CBD y CUR con copolimeros de PEG-PCL
En primer lugar, se compara la influencia de los pesos moleculares de los polimeros

de PEG-PCL en el DLC (capacidad de carga de farmaco) de curcumina y CBD,
ademas del Dh de las nanoparticulas generadas. Los valores de DLC fueron

calculados disolviendo las micelas cargadas (previamente secadas por liofilizacion)
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en metanol y cuantificando el farmaco correspondiente por HPLC, mientras que las
medidas de Dh fueron obtenidas empleando DLS. Los valores obtenidos para estas

medidas se muestran en la tabla 7.

Con respecto de la encapsulacion de CUR, las formulaciones dadas en la tabla 7
se obtuvieron empleando como fuente del farmaco un extracto que contenia tres
curcuminoides previamente reportados en la literatura [47], como se muestra en la
figura 11 A, en donde el compuesto mas abundante corresponde a la curcumina.
De acuerdo con la figura 11 B la composicion del encapsulado cambia,
observandose que los tres curcuminoides presentan abundancias comparables,
esta tendencia fue recurrente en las formulaciones desarrolladas en toda la
investigacion. Por esta razén, para la cuantificacion de la curcumina encapsulada
se determinaron dos valores diferentes, el % DLC(total) que incluye las tres
sustancias y el % DLC(CUR) que corresponde Unicamente a la curcumina y que se

determiné empleando un estandar puro de esta sustancia.

Figura 11. Muestra los cromatogramas para el extracto de curcumina inicial y un encapsulado con los
polimeros de PEG-PCL.

De acuerdo con los resultados en la tabla 7, el copolimero P2-P4 present6 los
mayores valores de % DLC(total) y referente a la curcumina, adicionalmente mostré

los menores tamafios de particula. EIl menor desempefio se obtuvo para la muestra
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P2-P2, con menores DLC y valores de Dh mayores. En cuanto a la encapsulacion
del CBD, los resultados obtenidos indican que el DLC es poco dependiente de la
estructura del copolimero, pero el menor tamafio de las micelas cargadas sigue
siendo favorecido para los segmentos de PCL mas largos. Los resultados obtenidos
concuerdan con investigaciones previas, segun las cuales el % DLC y Dh depende
de la estructura del copolimero y factores tales como el tipo de farmaco, método de
encapsulacion y otras variables experimentales involucradas en el proceso [60]—
[62].

Tabla 7. Muestra los valores de % de encapsulacion y Dh para la curcumina y el CBD usando los polimeros
de PEG-PCL.

Curcumina CBD
PEG-PCL % DLC (total) | % DLC (CUR) | Dh(nm) | PDI % DLC Dh(nm) PDI
P2-P2 4,71 10,02 2,21+0,01 115,62 | 0,24 27,90+0,50 83,04 0,27
P2-P4 7,44 £ 0,09 4,11 +0,02 58,93 0,21 | 26,26 £0,07 66,54 0,21
P5-P4 5,48 £0,24 2,91+0,14 90,12 0,23 | 28,09+0,89 52,56 0,23

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, asi como el hecho que estudios
previos han mostrado que un menor peso molecular de PEG aumenta la
biodisponibilidad oral en nanoparticulas [63], o micelas [64], el copolimero P2-P4
fue seleccionado para los ensayos posteriores. Es importante resaltar que los
polimeros modificados con acidos grasos fueron sintetizados con PEG 2kDa como
iniciador, lo cual mejora su potencial biodisponibilidad oral, y el peso molecular de
su fragmento hidréfobo esta alrededor de los 4kDa, lo cual hace que los copolimeros

sean comparables en los posteriores ensayos mostrados.

La tabla 8 muestra el efecto de la relacién de la masa de copolimero P2-P4 y cada
uno de los farmacos (CBD y CUR). Se observa que el DLC para CBD alcanza
valores de ultra alta capacidad de carga de farmaco, mientras que la encapsulacion
de CUR no varia significativamente. Los resultados obtenidos indican que
probablemente el CBD presente una mayor afinidad por los copolimeros, lo cual
favorece su encapsulacion, en tanto para la curcumina se favorece su agregacion y

por ende se disuelve en menor proporcion en las micelas. En una etapa posterior
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se quiso determinar el efecto de conjugar los copolimeros con acidos grasos: oleico,

laurico y linoleico sobre el DLC, como se describe a continuacion.

Tabla 8. Influencia de la cantidad de polimero P2-P4 en el % de encapsulacién de CUR y CBD.

Curcumina CBD
mg % DLC (total) % EE % DLC (CUR) % DLC (CBD) % EE (CBD)
20 7,44 £ 0,09 26,05+ 0,30 4,11 +0,02 26,26 £ 0,07 91,92 +0,23
16 7,10+£0,90 21,29+2,70 3,73+0,61 31,64 £ 0,52 94,92 £ 1,56
12 8,15+0,34 20,37 £0,85 4,01+0,15 38,42 £ 0,96 96,04 £ 2,39
8 7,58 £ 2,20 15,15+ 4,40 3,78+1,17 46,70 £ 2,38 93,41 +4,76

4.4.2 Estudio de la capacidad de los polimeros modificados en la
encapsulacién CUR

Para llevar a cabo la encapsulacion de CUR con los polimeros con acidos grasos
en su estructura, se hizo uso de nanoprecipitacion manteniendo todos los
pardmetros constantes, excepto el polimero usado. Ademas, se estudiaron las

interacciones entre los polimeros y los farmacos usando espectroscopia FT-IR.

La figura 12 compara los valores de DLC de CUR obtenidos para los copolimeros
modificados con &cidos grasos y P2-P4. Se observo en la figura 12 A que para una
proporcion de 3:2 en peso de polimero:CUR, los % DLC disminuyen en presencia
de los acidos grasos. La figura 12 B, compara los valores de % DLC con una relacién
en masa de 5:2 (polimero:CUR) obtenidos con LIN 5 y LAU 5 con P2-P4,
presentandose resultados similares. Esto podria deberse a que los polimeros
sintetizados presentan una alta proporcién del fragmento hidréfobo con respecto del
fragmento hidrofilo (1:2 en peso), pardmetro que de acuerdo a reportes previos al
incrementar puede disminuir la capacidad de encapsulacion de los copolimeros [4].
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Figura 12. Valores de % de encapsulacion obtenidos para CUR con los copolimeros modificados con acidos
grasos y P2-P4 usando dos proporciones en peso distintas

En la figura 13 se comparan los espectros de CUR, LIN 5 y las correspondientes
micelas cargadas liofilizadas. Los componentes individuales presentan sefiales
caracteristicas de los grupos funcionales que lo componen y estas mismas sefales
son en su mayoria observadas en el espectro de la formulacién correspondiente.
Sin embargo, la banda a 1540 cm™ debida a los grupos amida en el LIN 5, se
ensancha en presencia de CUR, sugiriendo la formacion de interacciones tipo
enlace de hidrégeno entre los componentes. Esto implica una reduccion del valor
del parametro de solubilidad de enlace de hidrogeno entre el polimero y el farmaco,
lo que muestra que una mejoraria de la solubilidad del farmaco en el polimero no

indujo mayor encapsulacion.

LIN-5-CUR M
Se achata
/
LIN5 /\/\\/\/
R MV\
2000 1600 1200

Namero de onda (cm™?)

Figura 13. Espectros FT-IR de las micelas de LIN 5 libres y cargadas con CUR, ademas de la CUR libre.

Teniendo en cuenta que el DLC de CUR mostré6 poca sensibilidad a las

caracteristicas quimicas del copolimero, se procedio a evaluar otras condiciones de
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encapsulacion que puedan incidir en pardmetros cinéticos involucrados en el

proceso.

4.4.3 Efecto de la velocidad de agitacion en la encapsulacion de CUR
La figura 14 muestra la influencia de la velocidad de agitacidén en la encapsulacion

de CUR para los polimeros modificados y P2-P4 a dos velocidades 1000 rpm y 300
rom. De acuerdo con los resultados, el efecto de la velocidad sobre el % DLC
depende de la composicion de los copolimeros, este es el caso de OLE 5 en el cual
se muestra un incremento de esta propiedad, contrario a LIN 2.

EEE1000 rpm
I 300 rpm

10- 1000 rpm
I 300 rpm

% DLC (CUR)
% DLC (total)

04
LAUS5 OLES5 LIN5 LAU2 OLE2 LIN2 P2-P4

Copolimero Copolimero

04
LAU-5 OLE-5 LIN-5 LAU-2 OLE-2 LIN-2 P2-P4

Figura 14. Muestra los valores de % de encapsulacion obtenidos para CUR obtenidos cuando se usé una
velocidad de agitacion de 300 y 1000 rpm.

A partir de los resultados presentados, la encapsulacién de la CUR puede proceder
mediante la coprecipitacion del polimero y el farmaco. Se ha reportado que la
velocidad de agitacion puede alterar la cinética de formacion de los nucleos de la
curcumina, debido a diferencias en los procesos de micro mezclado[65], un efecto
similar podria darse en la formacion de las micelas poliméricas, la cual procede a
través de procesos de nucleacion y crecimiento. En reportes previos, se ha
establecido que cuando las velocidades de precipitacion del farmaco y del polimero

son comparables, se logran valores de DLC mayores [31].

En consecuencia, hay 3 escenarios posibles al alterar la velocidad de agitacién. Se
pueden asemejar las cinéticas de precipitacion del farmaco y el copolimero,
aumentando el DLC. Pero, por el contrario, las velocidades de formaciéon de los
nacleos podrian diferir de manera significativa, lo que implicaria un menor valor.

También podria ocurrir que la cinética de precipitacion de ambos componentes se
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vea afectada en la misma proporcidén, implicando que no haya diferencias

significativas en el DLC.

Por otro lado, dado que la cinética de precipitacion de los farmacos esté ligada a su
estructura, es posible que los curcuminoides presentes en el extracto inicial
presenten velocidades de precipitacion diferentes y que por ende una mayor
abundancia relativa en el encapsulado se asocie con una mayor similitud con la
cinética de formacion de los agregados micelares. En primer lugar, el polimero
deberia precipitar mas rdpidamente, ya que su solubilidad estd menos favorecida
termodinamicamente, mientras que el curcuminoide 1, mostrado en la figura 11,

deberia ser el primero en precipitar, por lo cual se encapsula mayoritariamente.

4.4.4 Estudio de lainfluencia de los solventes en la encapsulacién de
CUR

Se ha reportado previamente que los solventes pueden influenciar la encapsulaciéon
de los farmacos, en donde se ha discutido su importancia para alterar la cinética de
precipitacion de los polimeros y los farmacos usando solventes no volatiles como
DMF y dimetilsulféxido (DMSO)[31]. Debido a que la remocion de estas sustancias
implica dialisis, se decide evaluar la influencia de diferentes soluciones de solventes
volatiles como metanol, THF y acetona en la encapsulacion de CUR usando los
polimeros P2-P4 y OLE 2.

La figura 15 muestra la comparativa de diferentes mezclas de solventes sobre la
encapsulacién de CUR usando P2-P4. Se observa una tendencia a incrementarse
el DLC (total) usando mezclas de solventes, pero este efecto es menor en el DLC
(CUR). Esto se debe a una mayor encapsulaciéon de los componentes 1 y 2
mostrados en la figura 11, probablemente debido a un efecto cinético que afecta de

manera mas significativa a los curcuminoides 1y 2.

Lo anterior puede explicarse debido a que existen multiples pardmetros en este
fendbmeno que interactian entre si. Se han reportado cambios en la cristalizacion
de la curcumina en procesos de precipitacion cuando se usan diferentes solventes
[66], la influencia que presenta la presencia de sustancias externas, como el PEG,

en el proceso de crecimiento de los nlcleos[67], ademas de la interaccién solvente-
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farmaco-polimero que afecta la difusion de los componentes a sus nucleos [68].
Esto muestra al menos tres parametros afectando la cinética de precipitacion, lo que
hace poco predecible el valor de DLC resultante.

8§=@8 + ;5 + -+ @6, _
Ecuacion 12[69]
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Figura 15. Efecto de diferentes mezclas de solventes sobre el porcentaje de encapsulacion de CUR.

En la tabla 9 se muestran algunos valores de encapsulacién usando algunas
mezclas de solventes y comparando al P2-P4 con OLE 2. Se encuentra un aumento
del %DLC (total) usando las mezclas de solventes para el OLE 2, aunque el valor
del DLC(CUR) no es incrementado. También se observa que la encapsulacion es

mas alta en todos los casos para el P2-P4, similar a lo encontrado en la figura 12.

Tabla 9. Compara los diferentes porcentajes de encapsulacion de CUR usando diferentes proporciones de
mezclas de solventes para P2-P4 y OLE-2 .

Relaciones en peso

Polimero THF Acetona Metanol % DLC % DLC (CUR)
total
0 1 0 7,58 3,78
P2-P4 5 5 6 14,8 5,99
4 3 1 11,7 4,56
2 2 0 12,6 5,36
0 1 0 6,61 3,05
OLE-2 5 5 6 8,10 2,81
4 3 1 8,19 3,79
1 1 0 847 2,93
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Por ultimo, la tabla 1 de los anexos de este documento se muestran multiples
condiciones para la encapsulacion de CUR usando P2-P4. Fueron evaluados
diferentes parametros dentro de los cuales estan: proporcién agua: solvente,
namero de adiciones de agua y distintas mezclas de solvente, en donde no se
encontrd correlacion entre las distintas variables evaluadas y el valor de DLC. De
acuerdo con las explicaciones previamente hechas este resultado es esperado, ya
que los distintos parametros evaluados pueden afectar la encapsulacion de forma

impredecible.

4.4.5 Estudio por difraccidon de rayos X (DRX) sobre las micelas cargadas
con CUR

Para poder complementar los resultados anteriores y profundizar en el estudio de
las interacciones presentadas entre CUR vy el polimero se hizo uso de DRX. Los
difractogramas de las micelas preparadas con P2-P4 liofilizadas vacias, cargadas

con CUR y el farmaco libre se presentan en la figura 16.

De acuerdo con los perfiles de difraccion mostrados, mientras la CUR y las micelas
vacias presentan picos de baja intensidad asociados a la presencia de estructuras
cristalinas, en las micelas cargadas se intensifican las difracciones debidas a los
componentes del copolimero, tales como los picos a 23,7 °y 21,4 ° que han sido
reportadas previamente en PCL para los planos cristalogréaficos ortorrombicos de
(200) y (110) [70], y la sefial a 19,2 ° que corresponde al PEG[71]. Se observa,
ademas, que las micelas cargadas con CUR no presentan sefiales del farmaco
original. Los resultados sugieren que la CUR actlia como agente de nucleacion en
el PCL, lo cual implica que inducen la cristalizacibn de este fragmento del
copolimero en el nlcleo micelar, probablemente debido a que durante el proceso
de formacion de las particulas se generan agregados nanométricos del farmaco,
corroborando que las fuerzas cohesivas entre los componentes son de mayor

magnitud que las interacciones CUR — polimero.

Sumado a lo anterior, la nucleacion del PCL implica la interaccion entre el farmaco

y el fragmento hidréfobo lo que permite concluir que esta molécula se encuentra en
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el nucleo micelar y no interactuando con el PEG, que se encuentra en la corona de

los arreglos coloidales.
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Figura 16. Difractogramas de las micelas vacias y cargadas con CUR comparadas con el farmaco libre.

4.4.6 Método de evaporacion por vacio para encapsulacion de CUR.
Como se mostré anteriormente, todos los valores de encapsulacion de CUR se

asociaron a parametros cinéticos, sin embargo, los valores de encapsulaciéon
encontrados no superaron un 20% de DLC(total), lo que llevo a considerar el efecto
que presenta la eliminacion del solvente rapidamente usando evaporacion por

vacio, la cual es una metodologia ampliamente usada en reportes anteriores.

Se procedié a preparar micelas cargadas con CUR bajo las mismas condiciones
usadas anteriormente, variando Unicamente la forma en la cual se elimina el
solvente del sistema. Una vez la mezcla de la solucion organica del farmaco y el
copolimero con agua se ha agitado durante 20 s a 300 rpm, se evapora po vacio a
60° C por 10 minutos. Posteriormente la muestra se liofiliza y se determina el
contenido de CUR por HPLC, obteniéndose los datos mostrados en la tabla 10, para
el copolimero LAU 5, cuyos valores se comparan con las metodologias descritas
previamente, en las cuales se vario la agitacion de 300 rpm a 1000 rpm y se evalu6
una proporcion 5:2 en peso de polimero:farmaco. Se observa que el método de

evaporacion por vacio permite aumentar de manera significativa los valores de DLC.
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El proceso de evaporacion por vacio gener6 varios efectos sobre el sistema. En
primer lugar, al acelerarse la remocion del solvente se incrementa la velocidad con
la que los componentes presentes se agregan. Debe tenerse en cuenta que a
medida que se remueve el solvente orgénico, el medio de dispersion se vuelve
menos afin al farmaco y el copolimero, favoreciendo la ocurrencia de procesos
debidos a interacciones solvofobicas. Bajo estas condiciones se favorece la
formacion de estructuras de manera aleatoria, dando lugar a fenbmenos como la

coprecipitacion.

Por otro lado, al aumentarse la temperatura se desfavorece la formacion de
interacciones intermoleculares tales como los enlaces de hidrogeno, los cuales de
acuerdo con reportes previos son los responsables de la cristalizacion de la CUR[72]
y favorecen las interacciones con otros componentes tales como los segmentos

hidrofobos del copolimero.

Tabla 10. Valores de porcentaje de encapsulacion de CUR usando LAU 5 por 4 metodologias distintas

Método Proporcién en peso %EE % DLC (total) | %DLC(CUR)
Polimero:farmaco
Evaporacion por vacio 3:2 92,39+11,20 36,95+4,48 28,87+3,91
300 rpm 3:2 17,24+1,37 6,89+0,55 3,3310,01
1000 rpm 3.2 20,86+1,74 8,34+0,70 4,16+0,56
300 rpm 5:2 28,21+6,46 8,10+0,28 4,25+0,16

4.4.7 Encapsulacion de CBD con los copolimeros modificados con acidos
grasos

Debido a que el comportamiento presentado para la encapsulacion de CBD y CUR
difirid significativamente, se presentan los resultados de ambos farmacos por
separado. En esta seccion se presenta a los resultados en los cuales se comparé
el efecto presentado por los polimeros injertados con acidos grasos en la
encapsulacion de CBD, los valores de encapsulacion y el estudio de la interaccion

polimero-farmaco hecho por FT-IR.
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La figura 17 presenta los valores de DLC para el CBD con copolimeros de diferente
composicion. La figura 17 A presenta los valores correspondientes a una relacion
masica 3:2 polimero:CBD, en donde la estructura del copolimero no presenta un
efecto significativo sobre el DLC. De acuerdo con la figura 17 B, la relacion 3:4
muestra que un incremento en la cantidad de CBD conlleva a un aumento en el DLC
hasta alcanzar valores de 60%, observandose que los tres precursores poliméricos
evaluados presentaron valores similares. Estos valores de DLC son comparables a

los valores maximos reportados en literatura (ver tabla 2).

En la figura 18 se comparan los espectros de CBD, LIN 5 y las correspondientes
micelas cargadas. Se observan sefiales debidas a los grupos funcionales en el
copolimero y el farmaco. De manera analoga a lo observado cuando se encapsul6
CUR, la banda a 1540 cm™ debida a los grupos amida en el LIN 5 se ensancha en
presencia de CBD, sugiriendo la formacién de interacciones tipo enlace de
hidrogeno entre los componentes.

Proporcion en peso 3:2 Proporcién en peso 3:4
Polimero: farmaco B 704 Polimero: farmaco

404 1
A 60
35
30 504
3 251 3 404
020 B 30
8 1] 8
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LAUS5 OLES5 LIN5 LAU2 OLE2 LIN2 P2-P4 P2-P4 LAU-5 LIN-5
Copolimero Copolimero

Figura 17. Valores de porcentaje de encapsulaciéon obtenidos para el CBD con los copolimeros con acidos
grasos y P2-P4 usando dos proporciones en peso distintas
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Figura 18. Espectros FT-IR de las micelas de LIN 5 libres y cargadas con CBD, ademas del CBD libre.

Los resultados mostrados permiten inferir que el CBD presenta alta afinidad por el
nacleo micelar, lo cual puede deberse a su naturaleza lipofilica y también a las
menores fuerzas cohesivas que reducen su autoagregacion durante el proceso de
formacion de las particulas. A diferencia de la CUR, que presenta una temperatura
de fusion de 173 °C[65], el CBD funde a 63°C[73], lo que sugiere una menor energia
reticular y por ende se favorece su disolucion. Para corroborar esta hipétesis se

procedié a encapsular el CBD empleando una metodologia diferente.

4.4.8 Estudio de la particion del CBD al interior del nicleo micelar
En primer lugar, se formaron micelas vacias de muestras de copolimeros

representativos (P2-P4 y LAU 5) y se mantuvieron en agitacion durante 24 h,
posteriormente a esta dispersion se adicion6é el CBD disuelto en acetona. Los
valores de DLC obtenidos se referencian como particion y se muestran en la figura
19, comparados con la metodologia de nanoprecipitacion empleada en las etapas
anteriores (coprecipitacion). Los resultados sugieren que la encapsulacion de CBD
sucede principalmente por la particion del farmaco entre la fase continua y el interior
del ndcleo micelar. Esto concuerda con los resultados previamente reportados para
altos valores de EE y DLC para CBDI[32], [48], [74].

La figura 19 compara los valores de Dh de las micelas de P2-P4 y LAU 5 cargadas
con CBD mediante las metodologias de coprecipitacion y particion. Se observa que
hay diferencias significativas entre los tamafos de las micelas debido a la
metodologia usada, lo cual es esperado, ya que los sistemas coloidales pueden

presentar diferentes tamafios de acuerdo con la forma en la cual son preparados,
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producto del intercambio de las cadenas entre los sistemas micelares mientras

alcanzan el equilibrio.

i :
I Particion Copolimero Método Dh (nm)

DPI
404
351 LAU-5 Coprecipitacién | 113,4 0,475
30
O 254 . .7
e LAU 5 Particion 91,88 0,256
0O 20
= 154
10] P2-P4 Coprecipitacion 61,09 0,18
54
0 P2-P4 Particion 165,1 0,298
P2-P4 LAU-5
Copolimero

Figura 19. Valores de porcentaje de encapsulacion de CBD mediante coprecipitacion y particidn y sus valores
de diametro hidrodinamico.

4.4.9 Estudio de DRX de las micelas de PEG-PCL cargadas con CBD
Con la finalidad de estudiar el comportamiento de las cadenas del polimero una vez

se encuentran cargadas con CBD, se realizan estudios por DRX. Los difractogramas
de las micelas de P2-P4 liofilizadas cargadas con CBD mediante las metodologias
de coprecipitacion y particion, ademas de cada uno de los componentes por

separado se dan en la figura 20.

MW Micelas
¢BD/micelas (coprecipitacién)

A
i ]

b CBD/micelas (particion)

wm CBD
%

10 20 30 40 50
2 Tetha

Figura 20. Difractogramas de las micelas vacias y cargadas con CBD comparadas con el farmaco libre.
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A partir de la figura 20, se deduce que el polimero P2-P4 en las micelas sin farmaco
presenta baja cristalinidad, al igual que en las micelas cargadas con CBD por el
proceso de particion. En ambas muestras se observan las sefales a 23,7° y 21,4°
del PCL, mientras que en las micelas preparadas por coprecipitacion no se
presentan estas sefiales. Sumado a lo anterior, las micelas cargadas con CBD no

presentan las sefales del principio activo.

La razon por la cual las sefales referentes a la presencia de estructuras
semicristalinas del copolimero de P2-P4 se encuentran en las micelas cargadas con
CBD por particion, esto podria deberse a que los cristales se forman en la
nanoprecipitacion previa y una vez se inyecta el CBD, este ingresa en la micela,
ocupando principalmente el volumen libre de las regiones amorfas y disociando
ligeramente los cristales. El caso contrario se da cuando se inyectan juntos el CBD
y el copolimero, ya que esto constituye una coprecipitacion y el farmaco impide la

cristalizaciéon de la PCL en el nlcleo micelar.

4.4.10 Estudio de la estabilidad coloidal y degradacién de CBD
La estabilidad coloidal es un pardmetro critico en la preparacion de sistemas

coloidales, ya que una vez se obtienen las micelas cargadas con los principios
activos, estas se convierten en una formulacion con posible aplicacion farmacéutica.
Por esta razén, conocer cuanto tiempo pueden permanecer estos sistemas sin
agregarse protegiendo el farmaco de su degradacién es necesario para determinar

la calidad de la formulacion preparada.

Para determinar la estabilidad de los sistemas coloidales se inspecciona que las
dispersiones no muestren la presencia de precipitados, ya que esto se asocia a
procesos de agregacion. La figura 21 muestra fotografias de las formulaciones
micelares en diferentes periodos de almacenamiento para diferentes precursores
poliméricos. Las formulaciones obtenidas con los polimeros de 2 unidades de acidos
grasos tienen presencia de soélidos en el fondo del recipiente, lo que indica que no
son estables, contrario a las dispersiones preparadas con copolimeros con 5

unidades de acidos grasos. Se observa también que las micelas con 40% de DLC
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y preparadas con P2-P4 son estables por 9 meses, pero 1 afio después se
empiezan a agregar.

Micelas con 40% de DLC con CBD 5 meses después de su preparacion

Micelas con 58 % de DLC con CBD 3 meses después de su preparacion
LIN S5 LAUS PEG-PCL

Figura 21. Fotografias de las dispersiones coloidales varios meses después de su preparacion.

La tabla 11 muestra los valores de Dh y del DLC para las micelas cargadas con
CBD obtenidas con los polimeros de 5 unidades de acidos grasos y P2-P4 recién

preparadas (inicial) y varios meses después de su formacion (final). Las micelas de
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P2-P4 y LIN 5 con ambas cargas de farmaco no han presentado cambios
significativos en su tamafio, lo que indica estabilidad coloidal. Otros sistemas como
las micelas de OLE 5y LAU 5 con 40% de DLC aproximadamente disminuyeron su
tamafio sugiriendo que probablemente no habian alcanzado un estado de equilibrio.
Por otro lado, el CBD fue protegido mas eficientemente con el copolimero P2-P4,
mientras que para LIN 5 se exhibio la degradacion mas sustancial.

Tabla 11. Tamainos de nanoparticulas y valores de % de encapsulacidn recién preparadas y varios meses
después.

Micelas Dh (nm) DPI Dh (nm) DPI (después) %DLC % DLC (final)
(inicial) (antes) (final) (inicial)
P2-P4 158,00 0,29 165,50 0,28 59,39 49,30
LAU5 61,00 0,06 66,84 0,23 56,98 33,07
LIN 5 62,00 0,15 60,44 0,12 58,57 5,61
P2-P4 60,57 0,20 61,09 0,18 38,42 38,95
LIN 5 98,65 0,47 97,27 0,43 40,39 7,75
OLE 5 96,07 0,19 76,65 0,44 32,51 32,72
LAU5 113,40 0,48 81,97 0,27 40,65 39,33

4.4.11 Estudio morfolégico por Microscopia de transmision de
electrones

La morfologia de los sistemas micelares obtenidos se estudié usando TEM. La
figura 22 muestra imagenes de las micelas con CBD para P2-P4 (figura 22 A) y LIN
5 (figura 22 B) con 58% de DLC luego de 3 meses de su preparacion. De las
imagenes es claro que las micelas poseen forma esférica y que no se agregan
después de 3 meses. Se observa que las micelas de P2-P4 en la figura 22 A son
muy pequefias con respecto de la medida por DLS, la cual es mostrada en la tabla
11, ya que hay un cambio de 160 a 30 nm. Esto es posiblemente debido a que la
dilucion del sistema genera que este cambie su conformacion, resultando en

menores tamanos.
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Figura 22. Imagenes de TEM de las micelas con 58% de DLC aproximadamente de los polimeros P2-P4 y
LIN 5.

4.5 Disefio de una formulacion analgésica empleando los polimeros
desarrollados

A partir de los copolimeros sintetizados en la primera parte de la investigacion, se
desarrollaron formulaciones basadas en extractos de cannabis ricos en CBD (30%
peso/volumen) y THC (70% peso/volumen), posterior a lo cual se evalud su
actividad analgésica empleando un modelo in-vivo. Estas actividades se realizaron
en cooperacién con el grupo de ofidismo de la Universidad de Antioquia. Teniendo
en cuenta los resultados anteriores, especialmente los referentes a la estabilidad
del CBD frente a la degradacion durante su almacenamiento, se seleccionaron los
copolimeros OLE 5, LAU 5y P2-P4 como precursores de los vehiculos micelares

para los extractos ricos en CBD y THC.

En primer lugar, se realiza una optimizacion de la proporcién agua:solvente usada
en la encapsulacion de CBD para una relacién en peso polimero:extracto 5:2 con
P2-P4, comparandose los tamafios de los sistemas micelares obtenidos empleando
DLS, como muestra la tabla 12. De acuerdo con los resultados, el menor tamafio de
particula se logra incrementando la fraccion de agua durante el proceso. Sin
embargo, cuando se excede la relacién fase acuosa:organica de 1:1, se presenta
separacion de fases, lo que supone que el extracto se encapsula en muy baja
proporciéon. Dentro de las 4 condiciones evaluadas se decide usar la de proporcion
1:5 para encapsular los extractos ya que permite obtener micelas con un menor

tamafno usando el menor volumen de agua, necesario en ensayos in-vivo, CoOmo se
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mostrara posteriormente. Una vez se determind la relacion agua a solvente orgénico
se efectud la encapsulacién del ensayo por nanoprecipitacion como se describio
anteriormente, pero a una escala mayor. Para el caso de las micelas preparadas
con los copolimeros con acidos grasos en su estructura se hizo uso de una relacion

en peso de polimero:extracto de 1:1.

Tabla 12. Muestra la influencia de las proporciones agua:acetona (A:A) en el tamafio de las micelas
dejando las proporcién 5:2 en peso de polimero y extracto de CBD constantes. S.F: separacion de fases.

A:A Dh (nm) PDI S.F
1:10 44,66 0,21 No
1:5 86,74 0,22 No
1:3 118,85 0,25 No
1:1 94,04 0,19 Si

La tabla 13 muestra los valores del DLC y Dh para las micelas cargadas con los
extractos de CBD y THC. Se observa que los polimeros con acidos grasos
permitieron obtener micelas con alto EE, tamafios pequefios y baja dispersidad,
mientras que las micelas preparadas con P2-P4 mostraron alta dispersidad y bajo
DLC. Las diferencias presentadas en la encapsulacion del extracto de CBD con
respecto del compuesto puro se pueden asociar a un antagonismo entre los
compuestos extracto y el CBD, lo que genera que el valor de EE disminuya
significativamente. Por otro lado, la figura 23 muestra las imagenes de TEM para
los extractos de CBD y THC encapsulados con P2-P4, que evidencian que las
micelas tienen una forma esférica resultado observado varias veces en esta

investigacion.

P2-P4-CBD

Figura 23.imagenes TEM de las micelas de P2-P4 con los extractos de CBD y THC.
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Tabla 13. Valores de % de encapsulacion de los extractos de CBD y THC.

Copolimero | Extracto % DLC % EE Dh DPI
OLE 5 CBD 11,30+0,54 | 75,36+3,61 75,2 0,4
OLE5 THC 17,35+0,22 | 59,36+2,67 46,8 0,1
LAU 5 CBD 10,98+0,01 | 73,24+0,09 124,5 0,2
LAU 5 THC 17,31+0,97 | 47,48+£2,77 47,9 0,1
P2-P4 CBD 3,46+0,59 | 30,01+6,93 63,8 0,7
P2-P4 THC 11,63+0,43 | 49,58+0,45 63,7 0,6

4.5.1 Evaluacion de los perfiles de liberacion
Los perfiles de liberacion permiten determinar que tanto tiempo le toma al farmaco

salir de la micela, lo cual es necesario para saber que tanto tiempo puede
mantenerse el efecto farmacoldgico en intervalos de tiempo que abarcan varias

horas o dias después de la administracion de las formulaciones.

En esta seccidbn se muestran los perfiles de liberacion obtenidos mediante un
proceso de didlisis. Las formulaciones micelares se dializaron frente a un exceso de
un buffer de PBS al 1% en tween 80, para obtener condiciones de lavado. Para la
cuantificacion de la liberacion, se tomaron alicuotas de las dispersiones micelares
presentes en el cassette de dialisis y se hizo un seguimiento en el tiempo de la sefial
correspondiente a los principales principios activos, es decir el CBD y el THC por
HPLC. Aqui se correlaciono la disminucion de la sefal de estos compuestos en el
cromatograma con la liberacion, se determiné que el % de liberacién correspondia

a la relacion entre el area en el tiempo de la toma de la alicuota y el valor inicial.

En la figura 24 se presentan los perfiles de liberacion correspondientes a los
sistemas micelares obtenidos a partir de P2-P4, OLE 5 y LAU 5 cargadas con
extractos de CBD y THC. Para las formulaciones THC/LAU 5 con y CBD/OLE 5 se
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observa la supresion del efecto Burst (liberacion rapida en las primeras horas) que

presentan las demas formulaciones. La formulacion CBD/OLE 5 presento el mejor

control en la liberacién durante un tiempo prolongado. Por su parte la liberaciéon mas

rapida se presentd usando la formulacién de CBD/LAU 5 en la cual se llega a un
100 % de liberacion luego de 72 h.

La tabla 14 muestra la correlacion de las liberaciones con los modelos teéricos. Los

perfiles de liberacion para P2-P4 y OLE-5 se ajustan al modelo de Higuchi, lo que

sugiere que en estos sistemas los farmacos se liberan por difusion Fickiana. Los

perfiles de liberacion con LAU-5, al mismo tiempo, ajustan al modelo de Korsmeyer-

Peppas, en donde la formulacion de LAU-5 con THC presenta una constante que

indica un mecanismo de liberacion tipo |l.

1004

1004

CBD i i [
THC
804 i 80 ' I H
¢ ? i i § I *
S 60 ; i ’ S 60 t
g i g b og i [aiaus
2 40 ¢ = LAU5 2 409 i o OLES5
2 i o OLE-5 2 ; s PEG-PCL
204 2 PEG-PCL 20 H
} $
it
0 ——————r ol
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (h) Tiempo (h)
Figura 24. Perfiles de liberacion de los extractos de CBD y THC.

Tabla 14. Ajuste matematico de las cinéticas de liberacion de los extractos de CBD y THC.
Formulacion Rango de tiempo | Korsmeyer-Peppas Higuchi
Polimero | Fdrmaco h R? K (h) R? K (h?)
PEG-PCL CBD 24-120 0,9989 0,3323 0,9985 0,059
LAU-5 CBD 8-72 0,9823 0,2652 0,9688 0,073

OLE-5 CBD 3-120 0,9866 0,9395 0,9889 0,0724
PEG-PCL THC 8-120 0,9704 0,2096 0,9853 0,0411
LAU-5 THC 1-48 0,9834 1,2717 0,9726 9,7362
OLE-5 THC 25-120 0,9892 0,3607 0,9819 0,0618

4.5.2 Resultados para medidas de analgesia in-vivo
Como parte del proyecto de investigacion se llevd a cabo la evaluaciéon del efecto

analgésico que presentan las formulaciones de THC y CBD en ensayos in-vivo.
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Estos experimentos fueron llevados a cabo en cooperacion con la Universidad de

Antioquia en el grupo de Ofidismo.

La tabla 15 muestra los valores de analgesia medidos en un ensayo Tail-Flick. En

este caso se presenta el efecto analgésico a distintos tiempos para la formulacion

CBD/OLE 5 administrada por via oral a una dosis de 5mg/kg. La respuesta

analgésica se mide como el tiempo que tarda el raton en retirar la cola de un

estimulo térmico. Los valores obtenidos se coparan con un control positivo (CP) de

morfina, y un control negativo (CN) formado por individuos no tratados. Se observa

que la morfina pierde efecto a las dos horas, mientras que la formulacion de

CBD/OLE 5 permitié obtener un efecto sostenido desde las 24 hasta las 96 horas,

lo que la hace promisoria de ser usada en tratamientos para el dolor crénico.

Tabla 15. Resultados para ensayos de analgesia in-vivo

Tiempo (h) CN(s) CP(s) CBD/OLE 5
0,0 4,2 51 5,7
0,5 4,6 10,6 5,5
1,0 5,1 11,1 4,6
2,0 4,9 7,7 5,8
24,0 5,7 6,7 7,9
48,0 4,5 8,2 7,7
72,0 57 6,4 8,4
96,0 5,7 5,4 9,3
144,0 5,4 5,6 5,5
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5. Conclusiones.

La combinacion de ROP y quimica clic permite la obtencion de polimeros con
funcionalidades como los acidos grasos y puede ser empleado en la modificacion

con otro tipo de moléculas que le confiera propiedades al copolimero.

La encapsulacién del CBD se ve favorecida, posiblemente ya que su baja tendencia
a agregarse favorece su interaccion con el polimero, mientras que la encapsulacion
de la curcumina depende de las condiciones utilizadas para llevar a cabo el proceso

debido a que su encapsulacion esta determinada por parametros cinéticos.

Los copolimeros son promisorios para el desarrollo de formulaciones analgésicas
debido a sus altos valores encapsulacion de CBD y THC en los extractos usados y

los valores de analgesia observados en los ensayos in-vivo.
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Anexos.

Tabla 1 . Muestra las encapsulaciones y la mezcla de solventes usada para su obtencion. Iny:
inyecciones, Peso (mg): peso del polimero/peso del farmaco.

THF (g) | Acetona (g) | Metanol (g) | Agua (mL) | Iny. | Peso (mg) | %EE | %DLC (total) | %DLC (CUR)
0,75 0,75 0,90 5 2 8/8 25,7 12,8 3,87
1,20 0,90 0,30 5 2 8/8 23,5 11,7 3,77
1,20 1,20 0,00 5 2 8/8 28,7 14,4 3,87
2,25 2,25 2,70 5 5 24/24 38,5 19,2 2,89
3,60 2,70 0,90 5 5 24/24 35,1 17,6 4,09
3,60 3,60 0,00 5 5 24/24 32,5 16,2 4,16
0,90 2,70 3,60 10 10 24/24 26,8 13,4 2,71
0,90 0,90 1,80 10 10 24/24 27,9 14,0 3,71
1,80 1,80 3,60 10 10 24/24 33,4 16,7 3,87
1,80 1,80 3,60 5 5 24/24 22,7 11,3 2,23
2,25 2,25 3,60 10 1 24/24 18,7 9,3 3,64
3,60 0,00 3,60 10 10 24/24 27,7 13,8 3,41
1,25 1,25 2,50 10 10 24/24 30,2 15,1 3,83
0,00 7,20 0,00 10 10 24/24 33,3 16,6 3,29
0,00 3,60 3,60 10 10 24/24 22,6 11,3 1,99
7,20 0,00 0,00 10 10 24/24 24,8 12,4 2,69
1,80 0,00 1,80 10 10 24/24 23,0 11,5 3,72
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Figura 1. Espectro RMN-'H de la polimerizacion ROP con proporcién peso (mg):volumen de
tolueno (mL) 75:1 luego de 2 horas de reaccion.
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Figura 2. Espectro RMN-'H de la polimerizacién ROP con proporcion peso (mg):volumen de
tolueno (mL) 75:1 luego de 8 horas de reaccion.
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Figura 3. Espectro RMN-!H de la polimerizacién ROP con proporcién peso (mg):volumen de
tolueno (mL) 15:1 luego de 24 horas de reaccion.
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Figura 4. Espectro RMN-'H de la polimerizacién ROP con proporcién peso (mg):volumen de
tolueno (mL) 75:1 luego de 2 horas de reaccion.
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Figura 5. Espectro RMN-'H de la polimerizacion ROP con proporcién peso (mg):volumen de
tolueno (mL) 75:1 luego de 8 horas de reaccion.
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Figura 6. Espectro RMN-'H de la polimerizacién ROP con proporcién peso (mg):volumen de
tolueno (mL) 75:1 luego de 24 horas de reaccion.
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Figura 7. Espectro RMN-1H de la polimerizacion ROP con proporcién peso (mg):volumen de
tolueno (mL) 75:1 luego de 48 horas de reaccion.
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Figura 8. Distribucion de pesos moleculares de la polimerizacién ROP con proporcién peso
(mg):volumen de tolueno (mL) 15:1 luego de 2 horas de reaccion.
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Figura 9. Distribucién de pesos moleculares de la polimerizacién ROP con proporcion peso
(mg):volumen de tolueno (mL) 15:1 luego de 8 horas de reaccion.
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Figura 10. Distribucion de pesos moleculares de la polimerizacién ROP con proporcion peso
(mg):volumen de tolueno (mL) 15:1 luego de 24 horas de reaccion.
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Figura 11. Distribucion de pesos moleculares de la polimerizacién ROP con proporcion peso
(mg):volumen de tolueno (mL) 75:1 luego de 2 horas de reaccion.
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Figura 12. Distribucion de pesos moleculares de la polimerizacion ROP con proporcién peso
(mg):volumen de tolueno (mL) 75:1 luego de 8 horas de reaccién.
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Figura 13. Distribucion de pesos moleculares de la polimerizacién ROP con proporcion peso
(mg):volumen de tolueno (mL) 75:1 luego de 8 horas de reaccion.
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Figura 14. Distribucion de pesos moleculares de la polimerizacion ROP con proporciéon peso
(mg):volumen de tolueno (mL) 75:1 luego de 48 horas de reaccion.
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Figura 15. Espectro ATR-IR de la 3-azidapropilamina
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Figura 16. Espectro RMN-1H de la 3-azidapropilamina
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Figura 17. Espectro ATR-IR de la 3-azidapropilamida del &cido oleico.

ppm

Figura 18. Espectro RMN-!H de la 3-azidapropilamida del acido oleico.
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Figura 19. Espectro ATR-IR de la 3-azidapropilamida del acido laurico.
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Figura 20. Espectro RMN-1H de la 3-azidapropilamida del acido laurico
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Figura 21. Espectro ATR-IR de la 3-azidapropilamida del acido linoleico.
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Figura 22. Espectro RMN-H de la 3-azidapropilamida del acido inoleico
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Figura 23. Espectro ATR-IR del cloruro de linoleilo.
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Figura 24. Espectro RMN-'H de azida de acilo del &cido linoleico.
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Figura 25. Espectro ATR-IR de la azida de acilo del 4cido linoleico.
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Figura 26. Espectro RMN-H reaccion de click con anisol a temperatura ambient con 5% de
catalizador molar de cobre y 24 horas de reaccién para formar el anillo de triazol
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Figura 27. Espectro RMN-1H reaccion de click con DMF a temperatura ambient con 5% de
catalizador molar de cobre y 24 horas de reaccion para formar el anillo de triazol
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Figura 28. Espectro RMN-'H reaccién de click con DMF a 110 °C con 5% de catalizador molar de
bromuro de cobre y 24 horas de reaccion para formar el anillo de triazol
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Figura 29. Espectro RMN-1H reaccion de click con anisol a temperatura 60°C con 0,5% de
catalizador molar de cobre y 24 horas de reaccion para formar el anillo de triazol
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Figura 30. Espectro RMN-'H reaccién de click con DMF a temperatura 60°C con 0,5% de
catalizador molar de cobre y 24 horas de reaccién para formar el anillo de triazol
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Figura 31. Espectro RMN-1H reaccion de click con DMF a temperatura 110°C con 0,5% de
catalizador molar de cobre y 72 horas de reaccion para formar el anillo de triazol
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Figura 32. Espectro RMN-tH reaccién de click con anisol a temperatura 60°C con 0,5% de
catalizador molar de cobre y 24 horas de reaccién para formar el anillo de oxazol
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Figura 33. Espectro RMN-1H reaccion de click con anisol a temperatura 60°C con 0,5% de
catalizador molar de cobre y 24 horas de reaccién para formar el anillo de oxazol
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Figura 34. Espectro RMN-H reaccion de click con anisol a temperatura 60°C con 5% de
catalizador molar de cobre y 72 horas de reaccién para formar el anillo de oxazol
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Figura 35. Espectro RMN-1H reaccion de click con anisol a temperatura 60°C con 5% de
catalizador molar de cobre y 72 horas de reaccion para formar el anillo de triazol
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Figura 36. Espectro RMN-tH reaccién de click con DMF a temperatura 60°C con 5% de catalizador

molar de cobre y 72 horas de reaccion para formar el anillo de oxazol
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Figura 37. Espectro RMN-1H reaccion de click con DMF a temperatura 60°C con 5% de catalizador
molar de cobre y 72 horas de reaccién para formar el anillo de triazol
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Figura 38. Espectro RMN-'H del polimero OLE 5
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Figura 39. Espectro RMN-1H del polimero LAU 5
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Figura 40. Espectro RMN-H del polimero LIN 2
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Figura 41. Espectro RMN-H del polimero OLE 2
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Figura 42. Espectro RMN-1H del polimero LAU 2 luego de 30 min de reaccidn

110



10 8 6 4 2
ppm

Figura 43. Espectro RMN-1H del polimero LAU 2 luego de 50 min de reaccidn
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Figura 44. Espectro RMN-1H del polimero LAU 2 luego de 75 min de reaccidn
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Figura 45. Espectro RMN-1H del polimero LAU 2 luego de 240 min de reaccion
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Figura 46. Comportamiento de la sonda de pireno en las micelas de OLE 2 seguida por

espectroscopia de fluorescencia.
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Figura 47. Comportamiento de la sonda de pireno en las micelas de LIN 2 seguida por espectroscopia
de fluorescencia.
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Figura 48. Comportamiento de la sonda de pireno en las micelas de LAU 2 seguida por
espectroscopia de fluorescencia.
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Figura 49. Comportamiento de la sonda de pireno en las micelas de OLE 5 seguida por

espectroscopia de fluorescencia.
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Figura 50. Comportamiento de la sonda de pireno en las micelas de LAU 5 seguida por

espectroscopia de fluorescencia.
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