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Resumen y Abstract IX

Resumen

La Anfotericina B (AmB) es un antifungico de amplio espectro de accion, su actual
administracion se encuentra limitada por su toxicidad relacionada con su autoagregacion
al ser una molécula anfifilica. El uso de micelas poliméricas constituye una alternativa
promisoria como vehiculo de AmB con toxicidad reducida. Sin embargo, los sistemas
micelares reportados en la literatura muestran interacciones débiles con la AmB,

originando bajos porcentajes de encapsulacion y altas velocidades de liberacion.

En la presente investigacion se caracterizaron sistemas de entrega micelar bioinspirados
para AmB basados en polietilenglicol (PEG), policaprolactona (PCL) y 5-metil-5-
propargiloxicarbonil-1,3-dioxan-2-ona (MCP), modificados con biomoléculas como
colesterol, &cido oleico y 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DSPE). Para tal
fin, se estudid su capacidad de solubilizar, el estado de agregacion, los perfiles de
liberacién y la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los sistemas micelares. Del

mismo modo se estudiaron sus propiedades térmicas y morfolégicas.

Se comprobd que existe una estrecha relacion entre la composicién quimica de los
materiales poliméricos y su desempefio como vehiculos nanoestructurados de AmB.
La conjugacion de dichos materiales con biomoléculas como DSPE incrementd la
capacidad de encapsulacion del farmaco hasta un 20%. Se determind que segmentos de
PCL cortos favorecen la encapsulacion de AmB. Las formulaciones estudiadas permitieron
una liberaciéon controlada con porcentajes de liberacion cercanos al 10% transcurridas 6
horas. Se logré disminuir los valores de CMI en comparacion a los obtenidos para la

formulacion comercial de AmB (Fungizone ®).

En conclusién, los materiales bioinspirados disefiados pueden ser empleados como

vehiculos nanoestructurados de farmacos como la AmB.
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Abstract

Amphotericin B (AmB) is a broad-spectrum antifungal, its current administration is limited
by its toxicity related to its self-aggregation as it is an amphiphilic molecule. The use of
polymeric micelles constitutes a promising alternative as an AmB vehicle with reduced
toxicity. However, the micellar systems reported in the literature show weak interactions

with AmB, resulting in low encapsulation percentages and high release rates.

In the present investigation, bioinspired micellar delivery systems for AmB protocols were
characterized in polyethylene glycol (PEG), polycaprolactone (PCL) and 5-methyl-5-
propargiloxycarbonyl-1,3-dioxan-2-one (MCP), modified with biomolecules such as
cholesterol, oleic acid and 1,2-distearoyl-sn-glycerol-3-phosphoethanolamine (DSPE). To
this end, their ability to solubilize, the state of aggregation, release profiles and minimum
inhibitory concentration (MIC) of the micellar systems was studied. In the same way its

thermal and morphological properties were studied.

Itis proven that there is a close relationship between the chemical composition of polymeric
materials and their performance as nanostructured AmB vehicles. The conjugation of these
materials with biomolecules such as DSPE increased the encapsulation capacity of the
drug up to 20%. It was determined that short PCL segments favor the encapsulation of
AmB. The formulations studied allowed a controlled release with release rates close to 10%
after 6 hours. The MIC values were reduced compared to the results for the commercial

formulation of AmB (Fungizone ®).
In conclusion, the proposed bioinspired materials can be used as nanostructured vehicles

for drugs such as AmB.

Keywords: Polymeric micelle, Amphotericin B, polyethylene glycol, polycaprolactone,

aggregation, encapsulation.
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Caracterizacion de copolimeros en bloque conjugados como vehiculos
nanoestructurados para Anfotericina B

Introduccioén

La Anfotericina B (AmB) es un macrélido poliénico de amplio espectro usado en el
tratamiento de infecciones fungicas sistémicas [1]. El mecanismo de accion de la AmB
consiste en la union con el ergosterol, el principal esterol presente en las membranas
celulares de los hongos, esta interaccién promueve la formaciéon de poros tipo barril que
permean la membrana de las células fungicas permitiendo la salida de iones y moléculas
polares vitales para su funcionamiento lo que conlleva a la muerte del hongo [2]. Pese a
su alta eficacia en el tratamiento de micosis sistémicas, el uso de AmB como agente
antifingico ha mostrado algunas limitaciones debido a su pronunciada toxicidad, por
ejemplo, el mecanismo de accién no selectivo de la AmB resulta en una interaccion con el
colesterol presente en las membranas celulares de los mamiferos [3] ocasionando muerte

celular y un marcado efecto nefrotéxico.

Una de las alternativas propuestas para disminuir la toxicidad de la AmB es su
encapsulacion en nanoparticulas poliméricas tales como micelas. Debido a que las micelas
poliméricas son sistemas coloidales con tamafios menores a 100 nm, alta estabilidad
coloidal y mecanismos sencillos de encapsulacion y liberacibn de farmacos, son

candidatas promisorias para el desarrollo de formulaciones antimicéticas a partir de AmB

[4].

En la mayoria de los sistemas micelares reportados, los precursores poliméricos se
componen de un segmento de polietilenglicol (PEG) el cual, gracias a su hidrofilicidad,
biocompatibilidad, biodegradabilidad y que no interacta con proteinas, permite tiempos
prolongados de circulaciéon y alta estabilidad coloidal. Por su parte, dentro de los
fragmentos que se han reportado como segmento hidréfobo se encuentran los compuestos
por policaprolactona (PCL), para la que se ha encontrado reduccion en la toxicidad en
comparacion con algunas formulaciones intravenosas de AmB [5]. De forma similar,

nanoparticulas compuestas por segmentos hidréfobos de PEG y poli-(&cido lactico) (PEG-
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b-PLA) han mostrado reduccion en la toxicidad de AmB para el higado, los rifiones y el

sistema sanguineo con un efecto terapéutico mejorado [6].

Investigaciones recientes se han enfocado en disefiar ndcleos micelares que presenten
interacciones favorables con la AmB, para tal fin se ha estudiado el efecto de la
conjugacion de mPEG-b-PCL con moléculas lipofilicas como colesterol [7] y retinol [8]. Sin
embargo, los porcentajes de encapsulacion y su inestabilidad son una de sus principales
desventajas. Por tal motivo, se ha demostrado que el aumento de compatibilidad quimica
entre el farmaco y la estructura del copolimero incrementa la eficiencia de encapsulacion
y disminuye la velocidad de liberacion del farmaco desde la micela polimérica. Este
incremento de compatibilidad de farmaco-polimero puede llevarse a cabo mediante el
disefio de materiales bioinspirados, caracterizados por su habilidad de mimetizar el
comportamiento de las membranas celulares favoreciendo las interacciones entre el
farmaco y el ambiente que lo rodea. En este enfoque, los copolimeros compuestos por
PEG vy fosfolipidos (DSPE), poseen la habilidad de disminuir la agregaciéon de la AmB
conforme se incrementa la cantidad del material polimérico, lo cual repercute en la
reduccion de su toxicidad mientras que pardmetros asociados con la actividad antifingica

tales como la concentracion minima inhibitoria permanece inalterada [9].

Por otro lado, los copolimeros en bloque son sistemas macromoleculares que presentan
segmentos poliméricos de distinta composicion enlazados covalentemente. El
comportamiento en solucion de los copolimeros en bloque esté limitado por la afinidad que
cada uno de los bloques presenta con el solvente. En el caso de los copolimeros en bloque
anfifilicos los cuales se componen de segmentos con diferente hidrofilicidad, al disolverse
en agua, se organizan de tal forma que se minimice la energia de interaccién, los
segmentos hidréfilos quedan expuestos al agua y los hidréfobos se agregan, lo cual genera

una estructura tipo “core-shell".

La solubilidad se favorece cuando las fuerzas cohesivas que forman el nacleo micelar y
las del soluto son de la misma magnitud y se desea disolver solutos pequefios [10]. En el
caso especifico de la AmB, dado su gran tamafio molecular, su solubilizacion en el nucleo
micelar es, por tanto, poco favorable; por ende es necesario disefiar el nacleo a partir de
segmentos hidrofobos que puedan presentar interacciones favorables con ella, no solo con
el fin de solubilizarla, si no también disminuir su agregacion, lo cual a su vez permitir4 su

liberacion controlada, aumentando su eficiencia y reduciendo su toxicidad.
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En la presente investigacion se describen los estudios de nuevos vehiculos
nanoestructurados de AmB compuestos por copolimeros anfifilicos en blogque usando
como segmentos hidréfobos acido polilactico y policaprolactona de dos longitudes
diferentes, conjugados con biomoléculas como colesterol y fosfoetanolamina (DSPE) y con

moléculas de caracter hidrofébico como acido oleico.
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Objetivo general

Caracterizar copolimeros en bloque bioconjugados como vehiculos nanoestructurados

para anfotericina B.

Objetivos especificos

Establecer relaciones entre la estructura y longitud de los copolimeros con su
eficiencia en la encapsulacion de AmB.

Determinar relaciones entre la estructura de los copolimeros y la naturaleza de su
union a la AmB con su desempefio en cuanto a control de liberacion teniendo en
cuenta su forma de agregacion.

Evaluar los sistemas micelares por medio de la realizacién de pruebas bioldgicas

como concentracidon minima inhibitoria y actividad hemolitica.



25

1.Marco Teorico

En este capitulo se abordaran las generalidades necesarias para el entendimiento del

problema de investigacion y las estrategias propuestas para su solucion.

1.1 Enfermedad Fungica Invasiva

La enfermedad o infeccién fangica invasiva (EFI) se considera una infeccién de tipo
oportunista que acontece casi exclusivamente en el paciente inmunodeprimido [1]. El
tratamiento al que se someten pacientes que sufren enfermedades como VIH, cancer y
desordenes autoinmunes hace que el cuerpo no pueda producir una respuesta inmunitaria
adecuada haciéndolo blanco de diversas especies de hongos oportunistas. Las infecciones
fungicas invasivas se han reconocido cada vez mas como una causa importante de

morbilidad y mortalidad en el huésped inmunocomprometido [11].

Hay numerosas especies de hongos oportunistas que son capaces de infectar a pacientes
inmunosuprimidos, algunas de ellas son: las levaduras del género Candida responsables
de producir Candidiasis Invasiva, el hongo filamentoso Aspergillus spp. a quien se le
atribuye la Aspergilosis Invasiva o la Zygomicosis producida por mohos de la familia de los
mucorales. Segun cifras suministradas por el Sistema Integral de informacion de la
Proteccion Social (SISPRO) del Ministerio de Salud, en 2018, 98% de las EFI
diagnosticadas fueron causadas por levaduras del género Candida. Mas especificamente,
la especie Candida Albicans es la levadura de mayor importancia clinica en los casos de
candidemia, siendo la que con mayor frecuencia es aislada (45-50%), pese a que hace
parte de la microbiota de mucosa y piel humana, en pacientes inmunocomprometidos la
mortalidad por este hongo es alta [12]. Otras especies del género candida también aisladas
incluyen: Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida tropicalis y Candida krusei; sin
embargo, la mayoria de ellas son menos virulentas que C. albicans pero presentan mayor
resistencia a los anti fingicos o tienden a desarrollarla mas rapidamente. La resistencia a
los anti fangicos y el tipo de especie aislada en los pacientes esta ligada directamente a la

region geografica [13].
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Por otro lado, los casos de Criptococosis que presentan afectaciones a nivel mundial, son
generados por las especies C. neoformans, C. gattii y Cryptococcus sp; las cuales
correspondes a un grupo de levaduras encapsuladas de la clase de los Basidiomicetos,
gue se adquieren por la inhalacién de los propagulos infectantes (blastoconidias o
basidiosporas) del hongo, y que en caso de hospederos inmunocompetentes puede
generar una infeccidn crénica, que posteriormente puede reactivarse y desarrollar una
enfermedad sistémica o EFI [14]. La criptococosis diseminada puede afectar cualquier
organo o sistema, pero el hongo tiene especial predileccidn por el sistema nervioso central,

siendo la meningitis la manifestacion clinica mas frecuentemente diagnosticada [15]

La mayor dificultad que se tiene en el tratamiento de la EFI es el numero limitado de
antifangicos aprobados. Mientras las candidemias se tratan con tres grupos de anti
fungicos: Polienos (anfotericina B), Azoles (Fluconazol) y el mas reciente, Equinocandinas
(caspofungina, micafungina, y anidulafungina); para el tratamiento de la Criptococosis, se
tienen ain menos opciones, debido a que los patégenos asociados naturalmente
presentan resistencia a las equinocandinas. Para su tratamiento, dependiendo de la
severidad de la enfermedad, se indica el uso de anfotericina B (AmB) sola o en

combinacion con 5-flucitosina y azoles, como el Fluconazol, itraconazol o voriconazol [16].

1.2 La molécula de Anfotericina B (AmB)

La AmB pertenece a la clase de antibi6ticos poliénicos. Es un producto natural de color
amarillo a naranja que se extrae de cultivos de Streptomyces nodosus a escala industrial
[17]. La molécula de AmB consiste en una macrolactona B-glicosilada con un grupo
micosamida en el carbono 19. En las posiciones de los carbonos 13 y 17, esta
macrolactona tiene un anillo hemiacetal. La presencia de un grupo carboxilo en el C 16 y
un grupo amino en el anillo de micosamina determina el caracter anfotérico de esta
molécula [2]. El caracter anfifilico de la AmB se explica por poseer siete enlaces dobles
conjugados en conformacion trans, responsables de su caracter hidrofébico y cinco grupos
hidroxilo del carbono 3 al 11 que le confieren hidrofilicidad. Dado su caréacter anfifilico, la
AmB tiende a agregarse a concentraciones superiores a 0.1uM. Este proceso es
espontaneo y presenta un comportamiento micelar similar al observado para surfactantes,

en donde los agregados coexisten con la forma monomeérica de la sustancia (Figura 1-1).
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Figura 1-1: Estructura quimica de la molécula de AmB [2]
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Son varios los mecanismos que se han propuesto para explicar la forma en la que la
molécula de AmB interactia con las moléculas de ergosterol presentes en la membrana
fungica. Estos mecanismos también muestran la razon por la que, ademas de tener un
mecanismo de accion antifungica, la AmB es culpable de los marcados efectos
nefrotdxicos causados por su interaccion con las moléculas de colesterol presentes en el

rifon.

Inicialmente, Finkelstein y Holz plantearon en 1973 que las moléculas de AmB se agregan
en forma de barril a través de la bicapa con los grupos de cadenas polihidroxiladas
apuntando hacia adentro y los segmentos de heptaeno apuntando hacia afuera [2] , esto
hace que la célula pierda iones y moléculas polares vitales para su funcionamiento. En
2011 se publicaron estudios acerca del efecto de la AmB en Cryptococcus neoformans,
encontrandose que el dafio en las células fungicas se da por la induccién de radicales
libres responsables del deterioro y oxidacion temprana seguida de un aumento en la
permeabilidad de la membrana celular. En otras palabras, los investigadores encontraron
gue las células se vuelven metabdlicamente inactivas antes de que se pierda la integridad
de su membrana lo que sugiere que el efecto primario de la AmB sobre C. neoformans

no ocurre a nivel de la membrana [18].

Una de las explicaciones del mecanismo de accién de la AmB que ha tomado gran
relevancia en los ultimos afios se fundamenta en los hallazgos publicados por Anderson

y colaboradores en 2014. Ellos proponen la formacion de una esponja de esteroles
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en la que la AmB existe principalmente como grandes agregados extramembranosos que
extraen ergosterol de las bicapas lipidicas, esto fundamentado en que la unién del
ergosterol en ausencia de actividad del canal o barril es suficiente para producir la muerte
de la célula [19].

Pese a su alta eficacia en el tratamiento de micosis sistémicas, el uso de AmB como
agente antifungico ha mostrado algunas limitaciones debido a su pronunciada toxicidad,
por ejemplo, el mecanismo de accion no selectivo de la AmB resulta en una interaccion
con el colesterol presente en las membranas celulares de los mamiferos [3] ocasionando

muerte celular y un marcado efecto nefrotoxico.

1.2.1 Abordaje de Interacciones AmB-polimero

Teniendo en cuenta el carécter hidrofilico del segmento compuesto por polietilenglicol
(PEG), se propone emplear segmentos hidrofébicos (policaprolactona y acido polilactico)
de dos longitudes diferentes para encapsular AmB, esto con el fin de obtener copolimeros
anfifilicos en bloque que sean capaces de ensamblarse de forma espontanea. Del mismo
modo se modificaron estos copolimeros con moléculas que se conoce tienen interacciones
favorables con la AmB, esto con el fin de estudiar el efecto de la injersiébn de dichas
moléculas en la eficiencia de encapsulaciéon. La afinidad de estas sustancias con la AmB
se abordara a partir de andlisis espectroscoépicos, lo cual permitira caracterizar a nivel
molecular la naturaleza y fortaleza de las interacciones involucradas, facilitando establecer
relaciones entre la estructura de los materiales poliméricos y su desempefio en la
fabricacién de vehiculos micelares. Entre las sustancias que se proponen para modificar

los copolimeros estudiados, se tiene:

= Colesterol: El colesterol es un componente de las membranas celulares, por tanto, es
completamente biocompatible [20]; su uso se propone ya que puede interactuar a
través de interacciones hidrofébicas con la AmB, facilitando su inclusion en el nucleo
micelar y por ende su encapsulacion, tal como ha sido demostrado en trabajos de
investigacion desarrollados por el grupo de Macromoléculas [7] [8] y autores como

Torrado y colaboradores [21].

» El 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DSPE) es un fosfolipido encontrado en

las membranas celulares, por lo cual es biocompatible. Copolimeros compuestos por
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DSPE vy polietilenglicol se han reportado como aditivos del Fungizone® logrando
reducciones importantes en su toxicidad [9], también se reporta su uso como
estabilizantes de emulsiones de AmB en formulaciones orales [22]. Dada la naturaleza
anfifilica de fosfolipidos como el DSPE, se presumen que pueda interactuar con la AmB
a través de fuerzas de Van der Waals que comprometen sus segmentos
hidrocarbonados y que adicionalmente, pueda presentar interacciones polares tales
como puentes de hidrogeno con los grupos fosfato [23].

= Acido oleico: Recientemente, las formulaciones basadas en lipidos han sido
investigadas ampliamente para mejorar la biodisponibilidad de farmacos poco solubles
después de la administracion oral. El acido oleico es un acido graso monoinsaturado
caracterizado por ser el mas abundante de los aceites en la naturaleza [24]. Este
compuesto ha sido usado para elaborar microemulsiones de tipo O/W (aceite en agua)
y mejorar tanto la solubilidad como la entrega de AmB en formulaciones orales [25].
Dicha molécula podria tener interacciones de tipo hidrofobico favorables con la AmB a

través de su cadena hidrocarbonada.

1.2.2 AmB y su forma de agregacion

La AmB puede presentarse en distintos tipos de agregados, estos pueden ser de forma
monomeérica, dimérica o tetramérica (Figura 1-2). Se sabe que la estructura dimérica de la
AmB se estabiliza por medio de interacciones dipolo-dipolo entre los cromoéforos y
adicionalmente por dos enlaces de H entre grupos hidroxilo [26]. Estos dimeros pueden
asociarse con facilidad dando lugar a estructuras tetraméricas en las que dos dimeros de
AmB estan unidas por medio de una red de enlaces de hidrégeno. Esta conformacion
tetramérica tiene forma de poro y siempre que dicha estructura pueda penetrar la bicapa
lipidica seria una de las conformaciones que la AmB adoptaria para explicar la formacién

de canales responsable de la accidn de este farmaco.
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Figura 1-2: Modelo atdmico de AmB de forma monomérica (A), dimérica (B), tetramérica

(C) y tetramérica incorporada en la bicapa lipidica (D) [26].
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El espectro UV de la AmB en su forma monomérica y agregada presentan diferencias
significativas, mientras los monomeros disueltos en medio acuoso presentan cuatro
maximos de absorcion cercanos a 350, 370, 388 y 415 nm. Los agregados presenta una
banda de absorcion ancha centrada a 332 nm [27]. Es por esto que la espectroscopia UV-
vis es una técnica confiable para caracterizar el estado de agregacion de AmB porque sus
caracteristicas espectrales dependen de los arreglos moleculares obtenidos por su

autoagregacion en presencia de surfactantes, solventes y biomoléculas.

Por otro lado y pese a ser un antifingico de gran actividad, amplio espectro de accion y
pocos casos de resistencia reportados [28], la AmB presenta toxicidad frente a células
humanas tales como los glébulos rojos. Este hecho, se atribuye a la habilidad de la AmB
de complejar los esteroles presentes en las membranas celulares, y por tanto el
mecanismo de toxicidad es similar al que explica su actividad antifingica, debido a las
similitudes estructurales entre las moléculas de colesterol y ergosterol y, por ende, la

naturaleza de su unién. El disefio de formas farmacéuticas de AmB que presenten alta
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actividad fungicida, pero menor toxicidad exige por ende entender mejor las interacciones

que presentan con estas dos sustancias

Otro factor importante a tener en cuenta es que, dado su caracter anfifilico, la AmB tiende
a agregarse a concentraciones superiores a 0.1uM. Este proceso es espontaneo y
presenta un comportamiento micelar similar al observado para surfactantes, en donde los
agregados coexisten con la forma monomérica de la sustancia. De acuerdo Zielinska y
colaboradores la agregacién procede via interacciones hidrofébicas, mientas que las
interacciones entre los grupos polares y su cardcter anfotérico presentan una menor

contribucién [29].

Una de las alternativas propuestas para disminuir el marcado efecto nefrotoxico dado por
la interaccién de la AmB con moléculas de colesterol presentes en las membranas de
6rganos como el rifién, es su encapsulacién en nanoparticulas poliméricas tales como

micelas.

1.3 Las Nanoparticulas Poliméricas

Las nanoparticulas poliméricas son agregados de polimeros insolubles o de baja
solubilidad en agua, son de gran potencial para ser empleadas en la liberacién controlada
de farmacos. Segun Prasad y colaboradores las nanoparticulas se definen como particulas
solidas coloidales en el rango de 10 nm a 1000 nm [30]. La principal ventaja de su uso, se
debe a que el rifién no puede depurar particulas de tamafo superior a 5.5 nm, por lo cual
presentan tiempos prolongados de circulacion y dependiendo de sus propiedades
superficiales pueden ser captados por las células blanco en donde liberan el principio

activo que transportan en aplicaciones tales como quimioterapia y terapia génica [31].

Algunos de los métodos mas usados para la fabricacion de nanoparticulas poliméricas
partiendo de un polimero preformado son: evaporacion de solvente, salting-out, fluidos
supercriticos, dialisis y nanoprecipitacion. El método que se usara para la obtencién de
nanoparticulas poliméricas que seran materia de estudio de la presente investigacion es
nanoprecipitacion. Fessi desarroll6 el método de nanoprecipitacion para preparacion de
nanoparticulas poliméricas [32]. El principio basico de esta técnica se basa en la

deposicion interfacial de un polimero después del desplazamiento de un solvente
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semipolar, miscible con agua, de una solucion lipofilica. El sistema de nanoprecipitacién
consta de tres componentes basicos: el polimero (sintético, semisintético o natural), el

disolvente del polimero y el no disolvente del polimero [30].

Para que un polimero pueda emplearse en la fabricacion de nanoparticulas para liberacion
controlada debe presentar varias caracteristicas tales como no ser toxico, no generar
respuesta inmune y preferiblemente ser biodegradable generando productos no toxicos o
gue sean eliminados del cuerpo a través de rutas metabdlicas naturales con efectos
colaterales minimos, las caracteristicas de los productos de degradacion definen la
biocompatibilidad del polimero. Debido a estas caracteristicas, polimeros tales como poli
(&cido lactico-co- &cido glicélico) (PLGA), poli(acido glicdlico) (PGA) y poli(acido lactico)
(PLA), poli(etilenglicol) (PEG) y poli(caprolactona) (PCL) son aceptados por la FDA para
ciertas aplicaciones biomédicas, los productos de su biodegradacién se eliminan del

cuerpo humano como dioxido de carbono y agua [33].

Son varios los tipos de nanoparticulas usados en aplicaciones biomédicas, estos incluyen:
Polimeros, liposomas, ciclodextrinas anfifilicas, dendrimeros, nanoparticulas de oro,

micelas, nanotubos de carbono y puntos cuanticos [34].

Los sistemas micelares, basados en polimeros que contienen un nucleo hidréfobo rodeado
por polimeros hidréfilos, se suelen ensamblar a partir de un copolimero anfifilico (di-bloque
o tri-bloque) y han sido ampliamente explorados como portadores de farmacos
hidrofobicos. Por ejemplo, se han preparado y protegido nanocapsulas con un
recubrimiento de PEG (bloque hidréfilo), estas tienen un nucleo-envoltura multifuncionales

y estan compuestas por micelas de copolimeros anfifilicos [35].

Debido a que las micelas poliméricas son sistemas coloidales con tamafios menores a 100
nm, alta estabilidad coloidal y mecanismos sencillos de encapsulacion y liberaciéon de
farmacos, son candidatas promisorias para el desarrollo de formulaciones antimicéticas a
partir de AmB [4]. En la mayoria de los sistemas micelares reportados, los precursores
poliméricos se componen de un segmento de polietilenglicol (PEG) el cual, gracias a su
hidrofilicidad, biocompatibilidad, biodegradabilidad y que no interactia con proteinas,
permite tiempos prolongados de circulacion y alta estabilidad coloidal. Por su parte, dentro

de los fragmentos que se han reportado como segmento hidréfobo se encuentran los
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compuestos por policaprolactona (PCL), para la que se ha encontrado reduccion en la

toxicidad en comparacion con algunas formulaciones intravenosas de AmB [5].

Para el desarrollo de esta investigacion se utilizaron micelas poliméricas dado que estas

son copolimeros anfifilicos con estructuras de tipo dibloque.

1.4 Copolimeros anfifilicos en bloque (CAB)

Cuando en un proceso de polimerizacion se usan dos 0 mas mondémeros quimicamente
diferentes, el polimero resultante se llama copolimero. Los copolimeros se clasifican segun

la secuencia de los monémeros como se muestra a continuacion (Figura 1-3).
Figura 1-3: Estructuras tipicas de copolimeros que tienen dos tipos de bloque [36].
Copolimero Dibloque
Copolimero Tribloque tipo ABA

Copolimero Tribloque tipo BAB

Copolimero de bloque alternado

Los CAB se caracterizan por tener un segmento de naturaleza hidrofilica, constituido por
polietilenglicol (PEG), y un segmento de tipo hifrofébico compuesto por olicaprolactona
(PCL) y acido polilactico (PLA), ambos de diferente longitud. Los sistemas micelares
basados en polimeros que contienen un nicleo hidréfobo rodeado de polimeros hidréfilos
se suelen ensamblar espontaneamente y han sido ampliamente explorados como

portadores de farmacos hidrofobicos [35].

El autoensamblaje de CAB estables termodinamicamente, de varias morfologias es
gobernada por tres contribuciones a la energia libre del sistema. 1. El grado de estiramiento
de los bloques que forman el nucleo. 2. La tension interfacial entre el nacleo de la micela
y el solvente fuera del nucleo. 3. La fuerza de repulsién entre las cadenas que forman la
corona. De este mismo modo, la morfologia de los agregados puede ser controlada por

factores que afecten estas tres contribuciones [36].
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1.5 Liberacidon controlada de farmacos

El empleo de biopolimeros en el desarrollo de sistemas que permitan modular la liberacion
del farmaco busca principalmente, por una parte, el control de su concentracién plasmatica
dentro de la ventana terapéutica disminuyendo las fluctuaciones, lo que conllevaria a la
reduccion de efectos adversos y a asegurar su actividad biologica, y por otro lado, la
disminucion en la frecuencia de dosificacion, mejorando la adherencia a la terapia por parte
del paciente. EI empleo de biopolimeros, capaces de agregarse, como lo son los
copolimeros de bloque anfifilicos, presentan ventajas adicionales como la posibilidad de
solubilizar farmacos y mejorar su permeacion, lo que trae como consecuencia una mejora
en el proceso de absorcion a nivel intestinal y por ende un aumento en la biodisponibilidad
[37].

Comunmente, la liberacion controlada de farmacos sucede en dos fases, inicialmente una
salida rapida (efecto burst), seguida por un periodo de liberacién lenta. Los mecanismos
de liberacion mas frecuentemente involucrados incluyen la difusién del farmaco y la
erosién, por degradacion del polimero [38]. Entre los factores fisicoquimicos que se
destacan en la liberacién de principios activos estan: la solubilidad del farmaco, el tamafio
de las particulas, la porosidad, el grado de sustitucién y las longitudes de los segmentos
poliméricos [39]. El uso de modelos cinéticos contribuye a la determinacion de las
velocidades de liberacion del farmaco a partir del sistema y a la elucidacion de su

mecanismo de liberacion [40].

1.5.1 Modelos de liberacidon de farmacos

Son varios los modelos de liberaciéon que pueden ser usados para ilustrar la liberacién

controlada de farmacos, algunos de los mas importantes se describen a continuacion:

= Orden cero: aplica para sistemas de liberacion con una velocidad constante,
independiente de la concentracion del farmaco. El comportamiento de liberacion se

representa por la siguiente ecuacion [41]:
Dt - DO + kot (11)
Donde: D, es la cantidad de farmaco disuelto en un tiempo t, D es la cantidad

inicial de farmaco en el sistemay k es la constante de velocidad de liberacion de

orden cero expresado en unidades de concentracion/tiempo.
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Primer orden: Para este modelo la cantidad de farmaco liberada depende de la
concentracion del mismo. El modelo cinético de primer orden se expresa por la

siguiente ecuacioén [42]:
log C=log C, — kt/2_303 (1.2)
Donde: C es la concentracion de farmaco C es la concentracion inicial de farmaco,

k es la constante de velocidad de primer ordeny t es el tiempo.

Modelo Higuchi: Es un modelo matematico que relaciona la concentracién liberada
con la raiz cuadrada del tiempo. EI modelo simplificado se representa con la

siguiente ecuacion [41]:

fe = Kyt (1.3)

Donde: f; es la fraccion de farmaco liberada en un tiempo t, K es la constante de

velocidad de liberacion de Higuchiy t es el tiempo.

Korsmeyer-Peppas: Es un modelo mateméatico que describe la liberacion del
farmaco, en términos de su velocidad y mecanismo. Este modelo se describe por

la siguiente ecuacion [41]:

Mt/M = kt" (1.4)

M L , : .
Donde: t/M es la fraccién de farmaco liberado en un tiempo t, k es la constante
(0e]

de velocidad de liberacién y n es el indice de liberacion que indica el mecanismo

por el que se esta dando la liberacion del farmaco.

1.6 Antecedentes

Dada la prevalencia de infecciones fungicas, su dificil diagndstico y el bajo nimero de

antifungicos disponibles; los sistemas nanoestructurados para la liberacién controlada

juegan un papel importante en obtener formulaciones menos téxicas y mas eficientes [43].

La administracion oral es la via més utilizada para la entrega de farmacos [44]. En la Gltima

década son varias las investigaciones que se realizaron con el fin de desarrollar

formulaciones orales de AmB usando distintos sistemas transportadores. Estas incluyen

nanoparticulas sdlidas lipidicas estudiadas por Chaudhari et al. en 2016, nanoparticulas

de PLGA ensayadas por Italia et al. en 2009, en 2012 Yang et al. publicaron avances en
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formulaciones orales usando cubosomas asi como Jain et al. estudiaron nanoparticulas
poliméricas lipidicas hibridas, Wasan et al. publicaron acerca del uso de emulsiones en
2009 y Risovic et al. en 2003 trabajaron en formulaciones compuestas por micelas, todas
estas investigaciones exhibieron menor nefrotoxicidad al ser comparadas con

formulaciones parenterales [45].

Chaudhari et al. en 2016 reporto6 la administracion oral eficaz en forma de nanoparticulas
solidas lipidicas de AmB, se divulgd la formacién predominante de superagregados no
téxicos de AmB, resultantes de la técnica de nanoprecipitacion asistida por sonicacion con
sonda. Chaudhari et al. realizaron una investigaciéon profunda del estado de agregacion de
AmB, el atrapamiento del farmaco en nanoparticulas y estabilidad en los pasos de la

formulacion y en los fluidos GlI. [46].

En la investigacion publicada por Yang et al. en 2014, se emple6 un método top-down
simple que utiliza agitacion magnética con muy poca energia para producir hanocristales
de AmB para administracién oral. Se us6 una mezcla de surfactantes compuesta de
desoxicolato de sodio y carbOmero, esta se usG para recubrir la superficie de las
nanoparticulas de AmB, actuando como un estabilizador polimérico para reducir la
inestabilidad termodinamica y disminuir la tendencia de agregacion y sedimentacion.
Alrededor del 32% de AmB de los nanocristales de AmB se liberaron en el agua a las 4 h,
mientras que la AmB sin procesar no alcanzé el limite de deteccién minimo. La solubilidad
de saturacion y la velocidad de disolucién demostraron que la tecnologia de nanocristales
tenia el potencial de mejorar la absorciéon oral de AmB y aumentar las concentraciones de
farmaco en plasma (Yang et al.,, 2014). En 2012 este mismo investigador publicé sus
estudios de encapsulacion de AmB usando particulas cristalinas liquidas
nanoestructuradas o cubosomas, para entonces Yang et al. expresaron “los cubosomas
podrian mejorar efectivamente la biodisponibilidad del farmaco tras la administracion oral.
Los cubosomas cargados de AmB mostraron un progreso muy alto hacia el desarrollo de
una formulacién potencial para la administracion oral, ya que la formulacion cubosomal
demostré efectividad para mejorar la biodisponibilidad oral de AmB y disminuir la

nefrotoxicidad del farmaco.” [47]

Benincasa et al. publicaron acerca del uso y la funcionalizacién de los nanotubos de

carbono por conjugacion de AmB como una herramienta innovadora y eficiente para
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mejorar la solubilidad, disminuir los efectos téxicos y mejorar la actividad antifungica. Los
nanotubos de carbono mostraron una actividad antimicética de amplio espectro contra
cepas fangicas clinicas, con valores de concentracion inhibitoria minima que oscilan entre
5y 20 mg / ml, comparables a los de Fungizone. Los nanotubos de carbono conjugados

con AmB ejercieron una marcada actividad antifingica hacia cepas resistentes a AmB. [48]

Por su parte, Italia et al. publicaron en 2009 un método eficiente para la obtencion de AmB
encapsulando PLGA para administraciones orales empleando DMSO como co-solvente.
La reducida toxicidad de las nanoparticulas de AmB pudo deberse a la liberacion gradual
de la dosis de AmB incorporada a la formulacion, o como resultado de una exposicion
reducida toda vez que las nanoparticulas estaban secuestradas en los tejidos. [49]

Debido a que las micelas poliméricas son sistemas coloidales con tamafios menores a 100
nm, alta estabilidad coloidal y mecanismos sencillos de encapsulacion y liberacién de
farmacos, son candidatas promisorias para el desarrollo de formulaciones antimicéticas a
partir de AmB [4]. En la mayoria de los sistemas reportados, los precursores poliméricos
se componen de un segmento de PEG el cual, gracias a su hidrofilicidad,
biocompatibilidad, biodegradabilidad y que no interactlia con proteinas, permite tiempos
prolongados de circulacion y alta estabilidad coloidal. Son varios los fragmentos que se
han reportado como segmento hidréfobo. Por ejemplo, el uso de poli(propilenglicol) [50],
poli(caprolactona-co-trimetilencarbonato) [5], poli(amino acidos) tales como poli(acil-(N-
hexil-l-aspartamida)) [51], poli(N-hexil-estearato L-aspartamida) (Lavasanifar, Samuel &
Sattari, 2002), poli(l-histidina) [52] y fosfolipidos tales como fosfatidiletanolamina [9]. En
todos los casos los autores reportan reduccion en la toxicidad de la AmB en comparacion
con Fungizone®; sin embargo, los bajos porcentajes de encapsulacion logrados son una

de sus principales desventajas.

Dado su gran tamafio molecular y caracter anfifilico, la encapsulaciéon de la AmB es menos
favorable que para moléculas hidréfobas pequefias [27]. Por tal razén, investigaciones
recientes se han enfocado en disefiar nacleos micelares que presenten interacciones
favorables con la AmB para asi aumentar su solubilidad. Algunos reportes incluyen micelas
obtenidas a partir de copolimeros de PEG vy policarbonatos modificados con Urea y acido
fenil borico [53], poli(2-etil-2-oxazolina)-b-poli(acido aspartico) [54] y AmB conjugada con

PEG [55], en los tres casos se aumenta la encapsulacion y se reduce la toxicidad lo cual
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presume interacciones favorables AmB - polimero. Sin embargo, dado que estos polimeros
contienen grupos polares como promotores de la interaccion con el farmaco, la reduccion

en la toxicidad no es consecuente con la supresion en la agregacion de la AmB.

En un estudio reportado por Alvarez y colaboradores, el Fungizone® fue reformulado
empleando 1,2-distearoil-n-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[amino (polietilenglicol)] (PEG-
DSPE) copolimero anfifilico formado por PEG y DSPE que es un fosfolipido encontrado en
las membranas celulares, los autores encontraron que al incrementar la cantidad de este
copolimero disminuye la agregacién de la AmB, lo cual repercute en reducir su toxicidad
mientras que pardmetros asociados con la actividad antifingica tales como la
concentracion minima inhibitoria permanecen inalterados [9]. En otro estudio, tomando
como base que la AmB presenta interacciones favorables con esteroles como el colesterol
[56]. Torrado y colaboradores demostraron que moléculas anfifilicas formadas por
poli(etilenglicol) y acido célico presentan interacciones favorables con la AmB, con lo cual

se incrementa significativamente su solubilidad, mientras que se reduce su toxicidad [21].

Teniendo en cuenta la manifiesta necesidad de obtener materiales poliméricos capaces de
encapsular AmB de manera eficiente, previniendo su agregacion y modulando su toxicidad,
a continuacién, se muestra la metodologia empleada para la obtencion de los sistemas
micelares, las pruebas mediante las que se evaluaron los CAB, asi como los materiales y

reactivos necesarios para llevar a cabo la investigacion.
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2.Metodologia

Los materiales poliméricos que se evaluaran son copolimeros anfifilicos en bloque (CAB)
compuestos por un segmento hidrofilico de Polietilenglicol (PEG), con el fin estudiar el
efecto de la composicién del segmento hidrofébico se usaron dos tipos de bloque
diferentes: Polilactida (PLA) y Policaprolactona (PCL) ambos de dos longitudes diferentes.
También se evaluaron CAB (PEG-b-PCL) modificados mediante la insercién de un
fosfolipido (DSPE) en el extremo terminal del segmento hidrofébico. De manera similar se
estudiaron CAB decorados con un numero especifico de biomoléculas como colesterol y

acido oleico.

El disefio metodoldgico (Figura 2-1) usado para el desarrollo de la presente investigacion
se dividi6 en tres etapas, en la primera etapa se compararon los porcentajes de
encapsulacion de AmB en CAB compuestos por segmentos hidrofébicos de naturaleza
(PCL y PLA) y peso molecular diferente, se tuvo en cuenta tanto el porcentaje de
encapsulacion de AmB como el tamafio de las particulas obtenidas y el potencial ¢ (DLS)

para determinar cudles eran los mejores sistemas poliméricos.

En la segunda etapa se prepararon nanoparticulas cargadas con el farmaco usando los
materiales poliméricos de mejor desempenfio, obtenidos de la primera etapa, modificados
con DSPE, estos fueron estudiados en cuanto a su capacidad de solubilizar, liberar y al
comportamiento de agregacion de AmB. Las nanoparticulas poliméricas cargadas con
AmB se caracterizaron empleando microscopia electrénica de transmision (TEM) y
calorimetria diferencial de barrido (DSC). También les fue evaluada su actividad antifiingica
por medio de la determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI). De manera

similar se evalud su actividad hemolitica. EI material polimérico que presentd el mejor
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desempefio fue estudiado por medio de espectrometria de fotoelectrones inducida por
rayos X (XPS).

Teniendo en cuenta los resultados derivados de la segunda etapa y con el fin de establecer
el efecto de la adicion de biomoléculas en los CAB se estudié el porcentaje de
encapsulacion de AmB, DSC y DLS luego de la adicion de un namero controlado de

moléculas como colesterol y &cido oleico.

Figura 2-1: Esquema general del disefio metodologico.

CAB con PCL modificados

con DSPE

e Determinaciondel %
Encapsulacion

e Tamafo de particulay
potencial z (DLS)

* % Encapsulacion
* Solubilizacién
 Liberacion
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potencial z (DLS)

* DLS « Calorimetria diferencial

: ?:I; de barrido (DSC)

* DRX

« CMI CAB decorados con
CR S AR A \_* XPS / colesteroly acido oleico

2.1 Materiales

Todos los copolimeros usados en la presente investigacion fueron obtenidos de la etapa
inicial del proyecto financiado por Colciencias “Disefio de formulaciones orales de
Anfotericina B encapsulada en nanoparticulas poliméricas biodegradables y su eficacia
frente a levaduras multi-drogo resistentes: Una aproximacion a partir de las interacciones

farmaco — polimero”.

Pese a que la sintesis de los CAB no es uno de los objetivos de la presente investigacion,

a continuacion se describe brevemente el procedimiento seguido para su obtencion: los
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materiales poliméricos se sinterizaron empleando polimerizacién por apertura de anillo
(ROP), usando mPEG de 5kDa como iniciador. El peso molecular del segmento hidr6fobo
se determind a través de la relacion [monémero]o/[PEG]. Estos materiales se modificaron
con biomoléculas empleando diversas estrategias sintéticas. La conjugacion con DSPE se
realizé empleando amidacion por medio de agentes de acople. Mientras que el acido oleico
y colesterol, previamente modificados con grupos azida terminal, fueron injertados
mediante quimica “click”. El esquema de reacciones seguidas para la obtencion de los

materiales poliméricos de partida puede ser consultado en los anexos Ay B.

En la Tabla 2-1 se muestra la composicién, cédigo, peso molecular (Mn) e indice de
dispersién para cada uno de los materiales poliméricos estudiados. Todos los materiales
poliméricos tenian un segmento hidrofilico compuesto por polietilenglicol (PEG) de 5 KDa
de longitud, seguido de un segmento de -caracter hidrofébico que puede ser
policaprolactona (PCL) 6 polilactida (PLA) de dos longitudes diferentes. En algunos
materiales poliméricos se observa un numero que precede cada letra, este corresponde al
namero de unidades de propargilo (Carbono triple enlace carbono) presentes en el
segmento terminal de la cadena. Como segmento terminal de cada material polimérico se

puede tener: Colesterol, acido oleico 6 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina

Tabla 2-1:Composicién, cédigo asignado, peso molecular (Mn) e indice de dispersién de

los materiales poliméricos estudiados.

Composicién Material Polimérico C_édigo Feen I_ndice de

Asignado molecular (Mn) dispersion
M(PEG)121-b-(PCL)7s A 15,0 1,070
M(PEG)121-b-(PCL)26 B 13,5 1,150
m(PEG)lzl-b-(LA)g5 C 9,5 1,069
M(PEG)121-b-(LA)21 D 9,2 1,043
M(PEG)12:-DSPE E 8,7 1,022
M(PEG)121-b-((PCL)43-co-P(MCP)y) Al 10,4 1,10
M(PEG)121-b-(PCL)42-co-(P(MCP)3) A3 14,6 1,16
M(PEG)121-b-P(CL)43-co-P(MCP)s) A5 15,4 1,17
M(PEG)121-b-(PCL)4s-co-(P(MCP):1-g- ALC 12.9 1,09

(Colesteral)q)

M(PEG)121-b-(PCL)42-co-(MCP)s-g-(Colesterol)s A3C 14,3 1,10
M(PEG)121-b-(PCL)43-co-(MCP)s -g- (Colesterol)s A5C 14,2 1,13

M(PEG)121-b-(PCL)as-co-(P(MCP);-g-(Oleico)y) A10 12,3 1,09
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M(PEG)121-b-(PCL)42-co-P((MCP)s-g-(Oleico)s) A30 14,1 1,13
M(PEG)121-b-P(CL)43-co-P((MCP)s -g- (Oleico)s) A50 10,0 1,21
M(PEG)121-b-(PCL)23-co-(P(MCP).) Bl 14,7 1,25
m(PEG)121-b-(PCL)zg-CO-(P(MCP)3) B3 12,4 1,09
M(PEG)121-b-(PCL)23-co-(P(MCP)s) B5 13,8 1,21
M(PEG)121-b-(PCL)23-co-(P(MCP)1-g- B1C 15,1 131
(Colesteral)1)
M(PEG)121-b-(PCL)2s-co-(P(MCP)s-g- B3C 214 1.36
(Colesterol)s)
M(PEG)121-b-(PCL)23-co-(P(MCP)s-g- B5C 16,4 1.29
(Colesteral)s)
M(PEG)121-b-(PCL)23-co-(P(MCP)1-g-(Oleico)) B10O 13,6 1,34
M(PEG)121-b-(PCL)23-co-(P(MCP)s-g-(Oleico)s) B30 13,7 1,19
M(PEG)121-b-(PCL)23-co-(P(MCP)s-g-(Oleico)s) B50 10,4 1,12

El tetrahidrofurano-THF (= 99,8%) y la acetona (>99,0%) fueron adquiridos comercialmente
con Merck. Tanto el metanol (= 99,5%) como el dimetilsulfoxido (= 99,0%) fueron
adquiridos con Pan Reac. El estandar de AmB usado para la preparacion de los sistemas
micelares fue adquirido con Sigma Aldrich.

2.2 Preparacion de sistemas micelares

Las nanoparticulas poliméricas cargadas con AmB se obtuvieron empleando el método
de nanoprecipitacion, partiendo de procedimientos previamente reportado por el grupo de
Macromoléculas [27], [57], con algunas modificaciones. En primer lugar, se preparé la fase
organica en la cual se encuentra disuelta la AmB y el copolimero correspondiente. Para la
obtencion de esta fase, una disolucion de 2 mg/mL del copolimero en THF se gote6 a una
disolucion metandlica de AmB con concentracion 0,1 mg/mL. Esta disolucién se agito6,
permitiendo que se evapore un volumen de solvente equivalente al THF empleado. La fase
organica resultante se gote6 en un vaso de precipitado que contenia 25 mL de agua
destilada bajo agitacion constante se sometié a agitacion con el fin de promover la
formacion de las micelas cargadas con AmB. Posteriormente, la dispersion resultante se
centrifugd por 30 minutos a 4400 rpm con el fin de precipitar la AmB que no se hubiera

unido al nacleo micelar y por ultimo fueron sometidas a liofilizacion. La concentracion de
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AmB solubilizada en el nucleo de las micelas fue cuantificada por espectrofotometria UV-

Vis a una longitud de onda de 406 nm.

2.3 Evaluacioéon de sistemas micelares

Los sistemas micelares cargados con AmB fueron evaluados en cuanto al % de
encapsulacion, diametro hidrodindmico y potencial ¢, también en cuanto a su capacidad de
solubilizar, liberar y modular la agregacion de AmB. Les fueron determinadas sus
propiedades térmicas por medio de calorimetria diferencial de barrido (DSC), la morfologia
de la superficie micelar fue estudiada por medio de microscopia electronica de transmisiéon
(TEM). De manera similar se evalu6 su capacidad antifingica mediante la determinacion

de la concentracion minima inhibitoria (CMI).
2.3.1 Determinacion del porcentaje de encapsulacion

Para determinar el porcentaje de encapsulacion de AmB para cada uno de los copolimeros

estudiados se uso la siguiente formula:

mg de AmB en la micela

% capacidad de carga = x 100

mg de liofilizado

(2.1)

Para tal fin, se prepararon muestras de liofilizado de 0,1 mg/mL en metanol. De manera
similar, se preparé una curva de calibracion con un estandar de AmB en metanol. Se
hicieron lecturas para los siguientes niveles de concentracion de la solucion estandar: 0,1;

0,5;1,0; 1,5; 2,0; 4,0 y 5,0 mg de AmB/L). Todas las mediciones de hicieron por triplicado.

De manera similar el porcentaje de eficiencia de encapsulacion de calculé por medio de la

ecuacién mostrada a continuacion:

mg de AmB en la micela

ams— X 100 (2.2)

mg Copolimero

% eficiencia de encapsulaciéon =
Contenido tedrico (
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2.3.2 Determinacion de tamarfio de particula

Con el fin de realizar las determinaciones de didmetro hidrodinamico se tomé 1 mL de cada
una de las soluciones obtenidas en el numeral 2.2.1. antes del proceso de liofilizacion y se
diluyeron con agua destilada hasta 25 mL (solucion A). Para la determinacién de potencial
zeta se tom6 1 mL de la solucion Ay se agreg6 1 mL de una solucién 0,1 mM de NaCl. El
equipo usado para estas mediciones fue un DLS, Litesizer 500, Anton Paar.

2.3.3 Ensayo de solubilizacién

La solubilizacion de la AmB en sistemas micelares se evalud, disolviendo una cantidad
constante de AmB en dispersiones micelares de cada uno de los copolimeros con diferente
concentracion. Para esto, a diferentes cantidades de copolimero en solucion (disuelto en
THF) les fue afiadida la misma cantidad de una solucion metandlica de AmB (50 ppm). De
cada una de las soluciones se tomaron 5 mL y se llevaron a vasos de precipitado que
contenian 5 mL de agua, estas soluciones fueron sometidas a agitacién. Las muestras
obtenidas fueron llevadas a tubos falcon, centrifugadas por 1 hora y filtradas usando papel
filtro Watman No. 4, para separar la AmB que no se hubiera solubilizado. De cada solucion
filtrada se tomaron 2 mL y se agregaron 2 mL de MeOH, se centrifugd por 10 min. El
sobrenadante fue analizado por UV-vis, a una longitud de onda de 406 nm, para asi evaluar
la concentracibn de AmB solubilizada con respecto al cambio en la concentracion de

polimero.

2.3.4 Estudio de liberacion de AmB

Se pesaron cerca de 1 mg de cada liofilizado obtenido del procedimiento de preparaciéon
de sistemas micelares (numeral 2.2.) en tubos de ensayo. El liofilizado se redispersé
mediante la adicion de 2 mL de agua y empleando un homogenizador vortex por 1 min,
luego se sometieron a ultrasonido por 15 minutos. Cada muestra fue depositada en un tubo
que tenia en el extremo una membrana de didlisis Zellutrans MWCO de 3,500, y luego
fueron puestos por separado en frascos bajo agitaciéon y 37° C de temperatura en presencia
de 15 mL de medio de liberacion. El medio de liberacion consistia en una solucion 2:1 (v/v)
de dioxicolato de sodio (DNa) y dimetilsulfoxido (DMSO). Se tomaron alicuotas de 1 mL
luego de 1, 2, 3, 6, 9, 12, 24, 36, 48, 72, 100, 120 y 144 horas de comenzado el analisis,

haciéndose la respectiva reposicién de medio.
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Las muestras tomadas fueron analizadas usando un espectrofotometro UV-vis. Para esto,

se realiz6 un barrido entre 300 y 500 nm.

Para realizar el andlisis de la liberacion se graficaron los resultados obtenidos teniendo en
cuenta las ecuaciones propuestas en el numeral 1.5.1. y se tomaron los datos de

coeficiente de correlacion (R?) y pendiente de la recta.

2.3.5 Estudio de agregacion

Se estudié la agregacibn de AmB en las micelas poliméricas por medio de
espectrofotometria UV-vis. Las dispersiones fueron diluidas en buffer de fosfatos a un pH
de 7,4 (PBS) y Metanol y analizadas en un rango de 300 a 450 nm usando un
espectrofotbmetro UV-vis Evolution 300. La concentracién final de las soluciones fue 3,0

pg/mL.

2.3.6 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

El método empleado para conocer las propiedades térmicas de los sistemas micelares
cargados con AmB fue: enfriar desde temperatura ambiente hasta — 60°C a una velocidad
de 10°C/min. Luego, y por espacio de 10 min se mantuvo la temperatura a — 60°C. Por
ultimo, se calentd la muestra hasta 150 °C a una velocidad de 10°C/min. Para estas
mediciones se utilizé un DSC Mettler Toledo DSC 1 STAR System.

2.3.7 Difraccion de Rayos X (DRX)

Los experimentos de difraccidn de rayos X se llevaron a cabo en un equipo X pert de marca
Panalytical con un tubo anddico de cobre de longitud de onda A = 0,154 nm. Un tiempo de
recoleccién de 1s por paso, con un barrido desde 2° hasta 50° 26, un incremento de 0,1°

y una abertura del detector de 0,5°.

2.3.8 Microscopia Electrénica de Transmisién (TEM)

El estudio de la morfologia del material polimérico cargado con AmB se realizé utilizando
un microscopio electrénico de barrido TESCAN. Para esto, se prepararon muestras de 0,2
mg/mL usando agua destilada como solvente. Estas muestras fueron sometidas a

ultrasonido y agitacion. Se tomaron 3 pL de cada muestra y se depositaron en una rejilla
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de cobre recubierta con una pelicula de formvar (grid), permitiendo que la muestra se
secara sobre el grid luego de 48 h.

2.3.9 Espectrometria de fotoelectrones inducida por rayos X
(XPS)

La espectroscopia de fotoelectrones por rayos X fue usada para determinar composicién

superficial de los macroiniciadores. Las mediciones fueron hechas en un espectrometro

equipado con un detector PHOIBOS 150 1-D y una fuente monocromatica de rayos X de

Al-Ka (1486.7 eV, 13 kV, 100 W)

2310 Concentracion minima inhibitoria (CMI)

Se realiz6 una prueba de susceptibilidad antifingica de acuerdo con el método de
microdilucion en caldo (DMO) del Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI)
siguiendo las pautas M27-A3 [58]. Se evaluaron las diluciones de los copolimeros y
Fungizone® con concentraciones de AmB en el rango de 0,11 a 15 pg/mL. Las CMI se
determinaron visualmente después de 24 h como la concentracion mas baja de farmaco
gue puede causar una disminucién considerable en relacion con el control del crecimiento
sin farmaco. Las CMI se determinaron visualmente y se respaldaron mediante mediciones
de absorbancia, que se determiné por espectrofotometria a 600 nm. Los valores obtenidos
en esta fase se corroboraron adicionalmente empleando resazurina (7 mM) como indicador
redox. La resazurina es un compuesto azul no téxico permeable a las células y no
fluoresce. Al ingresar a las células vivas, la resazurina se reduce a resorufina, un

compuesto de color violeta a rosado y altamente fluorescente [59].

2.3.11 Hemoalisis

El estudio de hemodlisis se realiz6 siguiendo un protocolo publicado por Villamil y
colaboradores [7]. La sangre tomada de donadores O+ fue adicionada a una solucion de
EDTA 1 mM y luego centrifugada a 500xg por 5 minutos para separar los glébulos rojos
(GR). Los GR recolectados fueron lavados dos veces con una solucién buffer de fosfatos
de pH 7,4 (PBS) y diluidos con el mismo buffer hasta obtener una absorbancia de 0,5 UA
a 540 nm. Luego 190 pL de la dispersion de GR fueron tratados con 10 pL de una solucién

del material a evaluar. El PBS fue usado como control negativo mientras que en presencia
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de Triton X-100 se garantiza la hemdlisis completa de los globulos rojos. Las soluciones
de GR tratadas fueron incubadas a 37°C bajo agitacion continua por 1 hora.
Posteriormente, la placa se centrifugé a 500xg por 5 minutos para separar los glébulos
rojos no lisados. El porcentaje de hemdlisis se determind midiendo la absorbancia de la
hemoglobina en solucién a 541 nm como se muestra a continuacion:

% Hemolisis = =€ x 100 (2.3)

pc—ANC

Donde, A es la absorbancia de los GR tratados con el farmaco, Ay¢ Y Apc son los valores

de absorbancia del control negativo y positivo, respectivamente.
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3. Efecto de la composiciéon de CBAs como
vehiculos de AmB

Esta investigacion contempla, inicialmente, la comparacién de dos copolimeros diferentes
(PEG-b-PCL y el PEG-b-PLA) como posibles vehiculos de AmB. Aun cuando ambos
copolimeros comparten caracteristicas similares, como ser semicritalinos y tener
segmentos hidrofobos de tipo poliéster, exhiben diferencias como su polaridad vy rigidez
molecular. Posteriormente, el mejor segmento hidréfobo se evalué conjugado con
biomoléculas en el segmento hidréfobo del CAB que de acuerdo a sus caracteristicas
estructurales y reportes previos podrian presentar interacciones favorables con la AmB

permitiéndose su encapsulacion.

En primera instancia se evaluaron copolimeros dibloque de diferente longitud de segmento
hidrofébico conjugados con DSPE en el extremo terminal de dicho segmento, para esto se
comparé su capacidad de encapsular AmB vy liberarla de manera controlada, su
comportamiento térmico, morfologia, tamafio de particula, potencial ¢ y actividad
antifngica. Los resultados observados con los CAB conjugados con DSPE se
contrastaron con los que se obtuvieron empleando el correspondiente CAB y con PEG
conjugado con DSPE.

Posteriormente, se estudi6 el efecto de conjugar CAB (PEG-b-PCL) de diferentes pesos
moleculares de segmento hidr6fobo con un numero controlado de moléculas de colesterol
y acido oleico. Se discutieron los resultados de % de encapsulacion, comportamiento

térmico, tamafio de particula y potencial ¢ obtenidos.

3.1 Porcentaje de encapsulacion de CAB

Dado que la AmB es una sustancia que presenta caracter anfifilico y que ademas tiene un
gran tamafo molecular, su encapsulacion en matrices poliméricas es poco eficiente, pese
a que atenue su toxicidad y le provean liberacion controlada, esta caracteristica limita la
traslacion de los sistemas desarrollados a estudios clinicos. Por esta razon, la capacidad
de los sistemas micelares de encapsular AmB es una caracteristica esencial para evaluar
su conveniencia como vehiculos. En este estudio, inicialmente se compard sistemas

micelares obtenidos a partir de copolimeros compuestos por PEG y segmentos hidr6fobos
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de PCL y PLA de dos pesos moleculares en cuanto a su capacidad de encapsular AmB
(ecuaciones 2.1 y 2.2) obteniéndose los valores que se muestran en la Tabla 3-1. Las
diferencias observadas en los materiales empleados se analizan a continuacion en

términos de la longitud del segmento hidréfobo y de su composicion.

Tabla 3-1:Composicion, cédigo, porcentaje de encapsulaciéon y eficiencia de

encapsulacion para copolimeros de distinta composicion y longitud.

Composicion Eficiencia de

Material Polimérico COTgD AgmEs o Celnge encapsulacion (%)
M(PEG)121-b-(PCL)7s A 8,37 + 0,34 30,81 + 1,27
M(PEG)121-b-(PCL)26 B 10,62 + 0,78 40,43+ 1,75
M(PEG)121-b-(PLA)3s C 5,88 + 0,17 22,60 + 0,64
M(PEG)121-b-(PLA)21 D 7,49 + 0,14 28,96 + 0,56

3.1.1 Efecto de la longitud del segmento hidréfobo

El efecto de la longitud del segmento hidr6fobo sobre la capacidad de las micelas
poliméricas de encapsular AmB se analiz6 tomando como referencia la Teoria de Flory-
Huggins, la cual provee un modelo termodindmico para predecir la solubilidad de un
polimero a partir de sus interacciones con el solvente [60]. Dado que los farmacos por su
tamafio molecular podrian compararse a las moléculas de solvente, la teoria de Flory-
Huggins podria aplicarse para analizar su solubilidad en una matriz polimérica [60]. El
cambio de energia libre de Gibbs, que determina la espontaneidad del proceso, se escribe

como:
AGm = RT [Tll In @1 + n, In @2 + nq ®2 X] (3.1)
Donde: n; y n, son las moles de disolvente y polimero respectivamente.

@, Yy @, son las fracciones molares de los componentes de la solucién.

x es el parametro de interaccion de Flory-Huggins.
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En consecuencia, sitomamos como sistema una micela polimérica de volumen fijo formada
a partir de cada uno de los CBA, para los materiales de menor peso molecular (B y D) se
tendrd un numero mayor de moles (n.) y por ende la solubilizacién de la AmB sera mas
favorable. A partir de la estructura de los polimeros y la AmB, se puede inferir un pardmetro
de interaccion (x) superior a 0.5, que denota interacciones quimicas débiles, por tanto la
solubilidad de la AmB es determinada por la entropia del sistema. EI comportamiento
predicho por este modelo se corrobora con los mayores porcentajes de encapsulacion de
AmB en copolimeros de menor longitud de segmento hidréfobo (3KDa) de acuerdo con la

Tabla 3.1. La misma tendencia se obtuvo en el caso de PCL y PLA.

3.1.2 Efecto de la composicion del segmento hidréfobo

Los copolimeros constituidos por bloques lineales como el PEG y el PCL o con grupo
laterales pequefios como el PLA pueden formar dominios cristalinos, siendo de mayor
interés el comportamiento del segmento hidr6fobo ya que ello determinara su capacidad
de encapsular farmacos hidréfobos [61]. Ambos el PCL y el PLA (pese a que este Ultimo
se obtuvo como una mezcla racémica) son semicristalinos, por lo cual sus segmentos
tienden a plegarse en el nacleo micelar formando estructuras regulares (Figura 3-1). En
presencia de la AmB, las cadenas de estos polimeros requieren adoptar nuevas
conformaciones, incrementando el volumen libre y por ende promoviendo la retencién del
farmaco. De acuerdo con los resultados dados en la Tabla 3-1, el segmento de PLA, que
de acuerdo con su valor de Tg (60°C frente a -60°C para PCL), es mas rigido que el PCL,
presenta para ambos pesos moleculares menores porcentaje de encapsulacion. Este
resultado sugiere que segmentos hidrofébicos flexibles favorecen la encapsulacién de
AmB.

Figura 3-1: Estructuras de CAB compuestos por segmentos de PCL (A) y PLA (B)
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3.1.3 Tamano de Particula y Potencial

El didmetro hidrodinamico (Dh) de las nanoparticulas de CAB cargadas con AmB se
estudié empleando dispersion dinamica de luz (DLS) para obtener los valores listados en
la Tabla 3-2. Las muestras analizadas exhibieron distribuciones de unimodales (Figura 3-
2). Los copolimeros de ambos segmentos hidréfobos de menor peso molecular exhibieron
los menores tamafios de particula, en tanto a mayor peso molecular este valor fue superior
a 200 nm. Por su parte, el indice de polidispersidad (PDI) para todas las muestras fue
inferior a 0,37, sugiriendo distribuciones estrechas en el tamafio de las micelas [22]. El
menor tamafio de las micelas obtenidas a partir de copolimeros de menor peso molecular
sugiere que los segmentos hidroéfobos cortos pueden reacomodarse mas facilmente en el

ndcleo micelar dando lugar a un mejor empaquetamiento.

Tabla 3-2: Promedio, PDI para Diametro hidrodinamico (Dh) y potencial Z de CAB A, B, C
y D, aun pH de 6,9.

Composicion Diametro hidrodinamico (Dh) (nm) Potencial {
Muestra : . .
Material Polimérico Promedio PDI (mV)
A M(PEG)121-b-(PCL)75 205,7 + 2.3 0,271 -4,19+0,9
B M(PEG)121-b-(PCL)2s 198,1+1,8 0,334 -3,05+1,3
C M(PEG)121-b-(PLA)3s 255,0+ 8,3 0,180 -18,80+0,4
D M(PEG)121-b-(PLA)2: 112,1+1,0 0,364 -11,00 £ 0,7

Figura 3-2: Analisis de diametro hidrodinamico (Dh) por DLS del copolimero C.
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Aunque en la literatura poco se ha discutido sobre el mecanismo de formacion de micelas
poliméricas en presencia de un farmaco anfifilico como la AmB, por analogia a los procesos
de cristalizacion, es de esperarse que se presente una nucleacion heterogénea, en donde
la AmB actia como nucleo para el crecimiento de las nanoparticulas micelares. La Figura
3-3 compara el didmetro de agregados micelares y las correspondientes particulas
cargadas con AmB, se observa que en presencia del farmaco su diametro incrementa
significativamente, lo cual corrobora que la AmB afecta tanto su formaciébn como la

dinamica de cadenas poliméricas involucradas.

Figura 3-3: Tamafio de Dh para copolimeros en bloque Ay B con y sin AmB.

250 T r

Tamaio (nm)

Sin AmB Con AmB Sin AmB Con AmB

El potencial ¢ medido mediante la técnica de movilidad electroforética para cada una de
las dispersiones micelares se muestra en la Tabla 3-2. Mientras que los copolimeros que
contiene PCL presentan valores cercano a cero, que se correlacionan con superficies
eléctricamente neutras, en presencia de PLA el potencial { presenta valores negativos,
sugiriendo o que bien, la AmB en este tipo de nanoparticula esta expuesta a la interface
con agua o que las cadenas de PLA debido a que son propensas a la hidrélisis, podrian

estar terminadas en grupos carboxilato. En ambos casos, los valores de potencial ¢
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pequefios en magnitud, indican que interacciones de tipo estérico son las principales

responsables de mantener la estabilidad en los agregados micelares.

Como se menciond antes, la espontaneidad del proceso de solubilizacién de la AmB en
ndcleos micelares y por ende le eficiencia de encapsulacion podria incrementarse o bien
reduciendo el peso molecular de los copolimeros (incremento de entropia), lo cual podria
acarrear que los sistemas micelares sean menos estables frente a la dilucion, ya que no
solo el valor de su concentracién micelar critica se reduce a bajos pesos moleculares, si
no también se favoreceria cinéticamente su disolucion. Como alternativa, los nucleos
micelares pueden modificarse con compuestos que presenten interacciones quimicas
favorables con la AmB y por ende si analizamos el sistema en el marco tedrico del modelo
de Flory-Huggins, se reduciria la magnitud del parametro de interaccién, lo cual favorece
la espontaneidad. Los segmentos de naturaleza hidr6foba, PCL y PLA, cuyas cadenas se
encuentran conformadas por poliésteres no polares no interactian de manera favorable
con la AmB. Por esta razon, con el fin de incrementar los porcentajes de encapsulaciéon
obtenidos para los copolimeros estudiados inicialmente, se evaluaron materiales
poliméricos modificados con biomoléculas que se presume tendrian interacciones
favorables con la AmB. Estudios previos han demostrado que cuando copolimero en
blogue mMPEG-b-PCL se modifican con colesterol, se incrementa su capacidad de
encapsular AmB [7]. En estudios mas recientes, se encontrd una tendencia similar para

copolimeros de tipo AB y ABA conjugados con biomoléculas como retinol y colesterol [8].

Teniendo en cuenta que los copolimeros PEG-b-PCL fueron los que mostraron mejores
porcentajes de encapsulacion y con el fin de demostrar que el desempefio de los CAB
como vehiculos nanoestructurados de AmB esta estrechamente relacionado con la
composicion quimica de los precursores poliméricos, se caracterizaron CAB de tipo PEG-
b-PCL de dos longitudes de segmento hidr6fobo conjugados con moléculas de 1,2-
distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DSPE). El DSPE de acuerdo a estudios previos,
forma estructuras autoensambladas con la AmB cuando se encuentra en membranas
celulares simuladas. Asi mismo, estudios computacionales que se llevan a cabo en el
proyecto de investigacion en el cual se enmarcan el presente estudio corroboran que entre
la AmB y el DSPE (que también es anfifilico) ademés de interacciones hidrofobicas es
posible que se presenten interacciones de mayor magnitud como los son enlaces de

hidrégeno.
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En el Anexo A3 se muestra el esquema de reacciones seguido para la obtencién de los
materiales poliméricos. Los materiales fueron obtenidos mediante la técnica de
polimerizacién por apertura de anillo anionica (AROP). La estructura de los materiales de
mPEG-b-PCL fue modificada mediante una carboxilacion, sucedida por una amidacion
activada por N,N'-diciclohexilcarbodiimida con el fin de enlazar covalentemente el
fosfolipido (DSPE) a la estructura [62].

En la Tabla 3-3 se muestra la composicion, peso molecular e indice de dispersion de los
materiales poliméricos que se evaluaran. El copolimero de codigo E se us6 como material

de referencia con el fin de comparar la influencia de la modificacion de los materiales.

Tabla 3-3: Composicion, peso molecular e indice de dispersiébn de copolimeros

modificados.

Composicién Material Polimérico A(s:iogdnlggo molesjfac; (Mn) dlgoggfsidéen
M(PEG)121-b-(PCL)75 A 15,0 1,070
M(PEG)121-b-(PCL)26 B 13,5 1,150

M(PEG)12:-b-(PCL)75-DSPE AE 15,7 1,131
M(PEG)121-b-(PCL)26-DSPE BE 13,1 1,107
M(PEG)12:-DSPE E 8,7 1,022

3.2 Evaluaciones de CABs conjugados con DSPE

Para realizar la caracterizacion de los CAB como vehiculos de AmB se evalu6 como
primera medida la solubilizacién de AmB en dispersiones micelares de estos materiales
poliméricos, luego se cuantificd la cantidad de AmB que cada CAB modificado podia
encapsular. A continuacion, se estudié el comportamiento de liberacion de AmB desde los
sistemas micelares evaluados. También se establecieron relaciones entre la estructura de
los CAB y la agregacion de AmB. Se estudiaron las propiedades térmicas de los
copolimeros mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC) y su morfologia por medio
de microscopia electronica de transmision (TEM). Con el fin de establecer las interacciones
farmaco polimero se realizaron andlisis de Espectrometria de fotoelectrones inducida por
rayos X (XPS) y por ultimo se determiné la concentracion minima inhibitoria (CMI) de las

formulaciones resultantes.
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3.2.1 Estudios de solubilizaciéon

Inicialmente, para la caracterizacion de CAB se estudio la cantidad de AmB que los
copolimeros en blogue conjugados con DSPE podian solubilizar. Para esto, se usaron
soluciones de diferente concentracion de copolimero que fueron mezcladas con una
soluciébn metandlica de AmB de la misma concentracion, estas soluciones fueron
evaluadas en cuanto a su capacidad de captar AmB a través de la determinacion de la
concentracion de dicho farmaco utilizando UV-vis previa centrifugacion y filtracién de la

muestra. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 3-4.

Figura 3-4: Concentracion de Anfotericina B (AmB) solubilizada (mg/mL) teniendo en

cuenta la concentracion de copolimero (mg/mL).
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A partir de la Figura 3-4 se observa que cuando la concentracién del polimero se aumenta
hasta 0.05 mg/mL, la cantidad de AmB solubilizada incrementa, sin embargo aumentos
superiores en la concentracion del polimero conllevan a reducciones en la solubilidad del
farmaco, resultados similares fueron obtenidos por Luengo-Alonso y colaboradores,

quienes estudiaron la solubilidad de AmB en PEG swa-OH y PEG skpa-Cholane y
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adjudicaron la reduccion en la solubilidad de la AmB al incremento en la viscosidad del
medio causado por las concentraciones altas de los polimeros [21].

De acuerdo con los perfiles obtenidos, se puede inferir que en presencia de los CBA, la
solubilidad de la AmB, que es un farmaco insoluble en agua a valores de pH cercanos la
neutralidad, incrementa y que la magnitud del incremento depende de la caracteristica del
CBA. Mientras que los perfiles obtenidos para los materiales con diferente longitud de PCL
no presentan diferencias importantes, tras su conjugacion con DSPE se evidencia un
incremento notorio en su capacidad de solubilizar AmB. Una muestra de PEG-DSPE
empleada con fines comparativos presenta la mayor solubilizacién de la AmB, sin embargo,
es de anotar que esta sustancia actia como un surfactante probablemente estabilizando
agregados de AmB dispersos en medio acuoso.

3.2.2 Determinacion del porcentaje de encapsulacion

En aras de determinar la capacidad de cada uno de los materiales poliméricos de
encapsular AmB, se prepararon formulaciones micelares a partir de cada CBA empleando
el método de nanoprecipitacion. Para ello se partié de una fase organica, la cual consto de
AmB vy el correspondiente CBA disueltos completamente en una mezcla de metanol y TFH.
Esta solucién se goted sobre agua desionizada bajo constante agitacién, posteriormente
la fase organica se concentrd6 dejando en dispersién particulas cargas con AmB y
agregados de este farmaco que se removieron por centrifugacion vy filtracion. Las micelas
cargadas con AmB se recuperaron por liofilizacion. Los porcentajes de encapsulacion se
determinaron por UV-vis obteniéndose los valores mostrados en la Tabla 3-4, estos valores

también se comparan graficamente en la Figura 3-5.

Tabla 3-4:Composicion, codigo, porcentaje de encapsulacion y eficiencia de

encapsulacion para copolimeros base y modificados con DSPE.

Composicion Material Cédigo % Eficiencia de
Polimérico Asignado @ Encapsulacién encapsulacion (%)
M(PEG)121-b-(PCL)7s A 8,37 £ 0,34 30,81 £ 1,27
M(PEG)121-b-(PCL)7s-DSPE AE 15,29 + 0,34 55,87 + 1,23
M(PEG)121-b-(PCL)26 B 10,62 £ 0,78 40,43+ 1,75
M(PEG)121-b-(PCL)26-DSPE BE 16,40 + 0,18 58,86 + 0,64

M(PEG)121-DSPE E 20,15+ 0,20 70,43 £0,71
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De acuerdo con los valores dados en la Tabla 3-3, se deduce que la capacidad de
encapsulacion se comporta de manera similar a los perfiles de solubilidad, tras la
modificacion de los copolimeros PEG-b-PCL con DSPE se incrementdé de manera
significativa la cantidad de AmB encapsulada y se mantiene la tendencia respecto al peso
molecular del segmento hidréfobo (previamente descrito), los mayores porcentajes de
encapsulacion se obtuvieron para el copolimero con el menor peso molecular. En tanto la

referencia PEG-DSPE present6 la mayor encapsulacion.

Figura 3-5: Contenido de AmB para copolimeros base y modificados con DSPE.
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Los comportamientos descritos ratifican que en presencia del DSPE se promueven
interacciones favorables con la molécula de AmB lo que le permite a las micelas
poliméricas encapsularla de manera mas eficiente. Se observan diferencias significativas
entre la capacidad de encapsulacion de cada copolimero modificado con DSPE vy el
correspondiente precursor. Dada la naturaleza anfifilica de este tipo de fosfolipidos, se
presumen que pueda interactuar con la AmB a través de fuerzas de Van der Waals que
comprometen sus segmentos hidrocarbonados y los segmentos hidréfobos de la AmB, de
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manera similar puede presentar interacciones polares tales como enlaces de hidrogeno

entre los grupos fosfato del DSPE y la AmB (Figuras 3-6 y 3-7).

Figura 3-6: Estructura quimica de CAB de tipo PEG-b-PCL conjugado con DSPE.
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Figura 3-7: Estructura quimica de Anfotericina B (AmB).
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El impacto de la magnitud de las interacciones entre las cadenas poliméricas conjugadas
con DSPE y la AmB, puede ser interpretado en términos de la teoria de Flory-Huggins
analizando el comportamiento del parametro de interaccion AmB-polimero (x;,) descrito

en la ecuacion (3.2) [63]:

8¢—8p)2V
Asp = ©s R;) > (3.2)

Donde, Vs es el volumen molar del soluto, R la constante universal de los gases, T la
temperatura y 8s y dp son los parametros de solubilidad de Scatchard—Hildebrand del

soluto y del segmento polimérico que forma el nucleo de la micela, respectivamente. Se
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debe tener en cuenta que este pardmetro segun el modelo de Hansen [64] corresponde a
la suma vectorial de tres parametros relacionados con interacciones nopolares (fuerzas de
dispersion), interacciones dipo-dipolo y enlaces de hidrégeno (6?=04> + dp? + On?). Debido
a que tanto la AmB como el DSPE, pueden formar enlaces de hidrogenos, interacciones
dipolo-dipolo y presentan dominios hidréfobos que favorecen interacciones no polares, se
presume que presentan valores de pardmetro de solubilidad cercanos, lo cual, de acuerdo
con la ecuacion 3.2, conduce a valores mas pequefios de x, que los polimeros no
modificados, lo cual a su vez hace prever que se favorece la espontaneidad de la
encapsulacion de la AmB.

3.2.3 Caracterizacion de las formulaciones por espectrometria de
fotoelectrones inducida por rayos X (XPS)
La muestra de copolimero BE (PEG-b-PCL de bajo peso molecular conjugado con DSPE),
AmB vy las correspondientes micelas cargadas con el farmaco se analizaron por XPS,
obteniéndose los espectros que se presentan en la Figura 3-8. El espectro de cada una de
las muestras presenta sefiales a energias de enlace caracteristicas de cada uno de
elementos que las componen; en el caso de AmB, se observan sefiales a 532, 402 y 287
eV correspondientes a electrones del orbital 1s en los atomos de O, N y C,
respectivamente. Asi mismo, la muestra BE, ademas de las sefiales debidas a C, Ny O,
presenta una sefial a 134 eV que corresponde a un electron en el orbital 2p del fésforo. El
espectro de las micelas cargadas con AmB presenta las sefiales descritas para uno de los

componentes.
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Figura 3-8: Espectro de fotoelectrones inducidos por rayos X de A. AmB, B. muestra BE y

C. Formulacién AmB/BE.
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Con el fin de detectar posibles interacciones entre la AmB y el copolimero conjugado con
DSPE, se compar6 el espectro de alta resolucion del fésforo en BE y el de las
nanoparticulas cargadas con AmB. La Figura 3-9 muestra los espectros y su ajuste a
funciones gaussianas. Mientras el espectro del fosforo en BE se ajusta con un solo pico
gaussiano, las micelas obtenidas a partir de este material y cargadas con AmB ajustan con
dos picos, el més intenso centrado a 133 eV corresponde a la sefial observada en BE, el
segundo pico correspondiente a electrones con menor energia de enlace (132 eV) indica
gue en presencia de AmB para una pequefia fraccion de los atomos de P, la energia de
los orbitales 2p incrementa, sugiriendo un mayor apantallamiento de los electrones en este
orbital que podria ser consecuencia del establecimiento de interacciones tipo enlace de

hidrégeno y/o acido base entre el grupo hidroxilo en el DSPE y el grupo amino en la AmB
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guien actia como donor de electrones, en la figura 3-8B se esquematiza el tipo de

interaccion que de acuerdo con los resultados de XPS se podria estar dando.

Figura 3-9: Espectro de alta resolucion para los electrones 2p del fésforo A. BE y B.
AmB/BE

Intensidad

Energia de Enlace (ev) 128 130 132 134 136 138

3.2.4 Tamaiio de particula y potencial zeta de copolimeros
modificados

Los valores de didmetro hidrodinamico de las micelas poliméricas cargadas con AmB se
estudiaron empleando dispersion dinamica de luz (DLS) y se obtuvieron los valores dados
en la Tabla 3-5. Todas las muestras presentaron distribuciones unimodales como las que
se muestran en la Figura 3-10. Se observé que el tamafio de las particulas obtenidas a
partir de los CAB conjugados incrementa respecto a su precursor, lo cual podria deberse
o bien al mayor contenido de farmaco encapsulado o a las repulsiones que se presentan

en la corona de las micelas debidas a la presencia de grupos fosfato cargados.

Tabla 3-5: Promedio, Pdl para Didmetro hidrodinamico (Dh) y potencial Z de CAB A, B,
AE, BEYE, aun pH de 6,9.

Diametro hidrodinamico (Dh) (nm) Potencial Z
Muestra .
Promedio Pdl V)
A 198,1+1,8 0,271 -4,19+0,9

B 205,723 0,334 -3,05+1.3
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AE 216,9+2]1 0,267 -7,50 + 1,98
BE 226,1+59 0,250 -8,82 + 0,06
E 149,0+£ 0,7 0,245 -10,40 + 1,60

Figura 3-10: A. Didmetro hidrodindmico (nm) para CAB E y BE. B. Imagen TEM para
particulas obtenidas por dilucién directa de BE.
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La imagen TEM del material polimérico BE evidencio la formacion de nanoestructuras
esféricas con distintos tamafios. La heterogeneidad en el tamafio observada a través de
esta técnica puede explicarse por la concentracion desigual del polimero después del
secado de la muestra, asi como por el estado sdlido deshidratado de las particulas, lo que
puede causar su agregacion (Figura 3-10B).

Las dispersiones micelares cargadas con AmB fueron también caracterizadas a través de
medidas de su potencial ¢ , dando los valores que se listan en la Tabla 3-5. Mientras los
copolimeros PEG-b-PCL exhiben valores cercanos a cero, tras su conjugacion con DSPE,
se tornan mas negativos, siendo mayor el incremento para la muestra con PCL de menor
peso molecular. Estos valores indican que en la superficie de las particulas que contienen
DSPE se incrementa la cantidad de aniones. Las dispersiones coloidales con valores
mayores de potencial zeta (hegativos o positivos) tienden a tener mejor estabilidad contra

la agregacion [65]. En el caso de los copolimeros modificados con DSPE se presenta una
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mayor repulsion entre las micelas. Este efecto podria conferirles a las nhanoparticulas que

contienen DSPE mayor estabilidad coloidal.

La presencia de cargas negativas en la superficie podria deberse al plegamiento de los
segmentos de PCL conjugado de tal modo que los grupos fosfato quedan expuestos a la
interface con el agua, este fendmeno ha sido previamente descrito por otros autores [66]
[67]. La Figura 3-11 esquematiza la estructura que de acuerdo al comportamiento del

potencial  podrian tener las micelas.

Figura 3-11: Posible estructura individual-plegamiento de PCL en CAB
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De acuerdo con la estructura propuesta, en presencia de DSPE, la PCL en las micelas
poliméricas deberia plegarse y por ende podrian generar arreglos cristalinos. Para
demostrar esta hipotesis, se analiz6 por separado dos formulaciones liofilizadas obtenidas
a partir de PEG-b-PCL de bajo peso molecular y el correspondiente material conjugado
con DSPE y se obtuvieron los difractogramas que se presentan en la Figura 3-12. El perfil
de difraccién del PEG-PCL que exhibe picos de difraccién asociados al PEG a valores de
20 de 23° y 18° y un hombro pequefio a aproximadamente a 20°debido a nanodominios
cristalinos de PCL, sugiere que, tras la liofilizacion, el PEG cristaliza, mientras que la PCL
lo hace en una menor extension, lo cual es una consecuencia de la presencia de la AmB.
Por el contrario, en el perfil de las nanoparticulas del mismo copolimero conjugado con
DSPE se observa una intensificacion del pico de difraccion asociado a la PCL, sugiriendo
gue esta sustancia promueve el plegamiento de las cadenas de PCL y no afecta
significativamente los microdominios del PEG. Estos resultados corroboran la estructura

propuesta en la Figura 3-11.
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Figura 3-12: Difractogramas de copolimeros By BE

—BE

Angulo 26

3.2.5 Caracterizacion de las propiedades térmicas

Las propiedades térmicas de las nanoparticulas poliméricas cargadas con AmB se
caracterizaron empleando calorimetria diferencial de barrido [68]. Pese a que tanto el PEG
como el PCL que son los componentes de los copolimeros a estudiar presentan su
temperatura de fusién a valores cercanos (antes de 60°C), debido a interacciones con el

farmaco pueden generarse algunas diferencias principalmente en la PCL.

Las formulaciones previamente liofilizadas se enfriaron hasta -20 °C y posteriormente se

calentaron a 10 °C/min obteniéndose los termogramas mostrados en la Figura 3-13, de tal
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modo que las propiedades determinadas (temperatura y entalpia de fusion) se encuentran

relacionadas con la morfologia de los copolimeros en las micelas poliméricas.

Figura 3-13: Termogramas DSC obtenidos para CAB A, B, BEY E
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En el termograma correspondiente a la muestra A (PEG-b-PCL de alto peso molecular) se
presenta dos picos endotérmicos, el primero mas intenso a 50,5°C correspondiente a
dominios de PEG, y uno de menor intensidad a 33,1°C que puede asignarse a arreglos
cristalinos de PCL de espesor muy pequefio, corroborando que las micelas se componen
de dominios segregados hidrofilo-hidroéfobo. En el caso de la muestra B (PEG-b-PCL de
bajo peso molecular) se presenta la fusion del PEG pero no se observa la fusién debida a
la PCL, lo cual concuerda con los resultados obtenidos por DRX. Por otro lado, cuando el

copolimero es modificado con moléculas de DSPE (BE) se presentan dos arreglos
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cristalinos distintos a los que se les atribuye picos de fusién en 51,1 y 55,0 °C, que en
concordancia con los resultados de DRX podrian corresponder a los dominios de PEG y
PCL.

De acuerdo con los resultados mostrados anteriormente, la entalpia de fusién para CAB B
es menor a las obtenidas para los demas copolimeros, lo cual muestra que se requiere

mas energia para que la transformacion de fase se lleve a cabo (Tabla 3-6).

En presencia de segmentos hidrofébicos de PCL la modificacion de CAB con moléculas
como el DSPE no afecta la entalpia de fusién de forma considerable, este comportamiento
se observa para ambas longitudes de segmento hidr6fobo. Caso contrario se observa para
el material de referencia E, para el que la ausencia de segmentos de PCL conlleva a un
aumento en los picos de fusién lo que provoca que la energia necesaria para hacer que se
dé un cambio de fase sea menor y por consiguiente se presente un aumento en la entalpia
de fusién obtenida. Este comportamiento concuerda con el obtenido por Tinajero-Diaz
quienes obtuvieron que la entalpia de fusién disminuye con el aumento de picos de fusién
[69].

Tabla 3-6: Resultados de entalpias de fusion para CAB A, AE, B,BEY E

Cdédigo Composicion AHm (J/g)
A M(PEG)121-b-(PCL)7s -86,9
AE m(PEG)lzl'b-(PCL)75-DSPE -83,7
B M(PEG)121-b-(PCL)2s -92,9
BE M(PEG)121-b-(PCL)26-DSPE -89,2
E M(PEG)12:-DSPE -68,0

3.2.6 Estudio de liberacion

Para las formulaciones micelares cuya composicion se describe en la Tabla 3-3 se evalu6
la cinética de liberacion de la AmB. Las muestras liofilizadas se dispersaron en agua
desionizada y fueron transferidas a un recipiente recubierto con una membrana de diélisis
con un cutt-off de 10 kDa, este se sumergié en un medio de liberacion que consistia en
una mezcla Deoxicolato de sodio:Dimetilsulféxido (2:1), seleccionado con el fin de
garantizar condiciones “sink”. La liberacion de la AmB se evalu6 monitoreando

periédicamente la concentracion de AmB en el medio de liberacion, empleado
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espectroscopia UV a una longitud de onda de 406 nm. Los ensayos de liberacidén se

realizaron por 100 horas, obteniéndose los perfiles que se presentan en la Figura 3-14.

De acuerdo a los perfiles mostrados para las formulaciones estudiadas, la liberacion se da
en dos etapas; durante las primeras seis horas se presenta una liberacion rapida y
posteriormente se observa una velocidad menor que sostiene hasta las 100 h que fue el

tiempo maximo de muestreo.

Figura 3-14: Perfiles de liberacién de CAB cargados con AmB, % de liberacion acumulada
versus tiempo (h).
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De los perfiles mostrados en la Figura 3-13, se observé que los copolimeros que no tienen
DSPE (A y B) liberan AmB de manera mas rapida comparados con los que si tienen esta
biomolécula. El material polimérico E presenta una liberacion mas rapida de AmB desde
las nanoparticulas al medio de liberacion y fue el que mayor concentracion de AmB entrego
al medio (27% luego de 6 horas), caso contrario se evidencia para los copolimeros AE y
BE para los que se presume que el DPSE esta inmerso en una matriz de PCL que restringe
la liberacién de moléculas de AmB, esto hace que los porcentajes de liberacion obtenidos

sean menores a los encontrados para los copolimeros Ay B.
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Para copolimeros con longitudes de segmento hidrofébico menores los porcentajes de
liberacion fueron menores que los compuestos por segmentos hidréfobos mas largos. Un
mayor contenido de farmaco solubilizado en las micelas genera mayor interaccion
hidrofobica o tipo -1, esto incide en una liberacién mas lenta cuando las unidades de
DSPE estan presentes en la cadena del copolimero, lo cual retarda la salida de AmB al
medio de liberacion.

Por otra parte, con el fin de estudiar la presencia del DSPE en el desempefio de liberacion
de AmB desde cada uno de los sistemas micelares, se analizaron los resultados teniendo
en cuenta distintos modelos mateméticos. El uso de estos modelos resulta ser muy (til, ya
gue permiten conocer el comportamiento de liberacién del farmaco. La implementacion de
modelos de liberacion a menudo contribuye a la dilucidacién de los mecanismos que a su

vez pueden ser Utiles en entender como se da el control de liberacién del farmaco [40].

Uno de los objetivos principales de controlar la liberacion del farmaco es mantener la
concentracion plasmatica dentro de la ventana terapéutica, lo que podria contribuir a
disminuir posibles efectos adversos debidos a fluctuaciones bruscas de la concentracion
de farmaco por encima de la concentracién minima téxica. Adicionalmente, un control de
la liberacién permite sostener los niveles plasmaticos del farmaco por un mayor tiempo, lo
gue trae como valor agregado una disminucion en la frecuencia de administracion,

mejorando la adherencia a la terapia por parte del paciente [41].

Los datos correspondientes a cada resultado que se muestran en los perfiles de liberacion
de la Figura 3-9 se utilizaron para la evaluacién de los modelos de liberacion expuestos en
la seccién 1.5.1. Se graficaron los resultados obtenidos teniendo en cuenta la ecuacion
propuesta para cada modelo. Se tomaron los datos de coeficiente de correlacion (R?) y

pendiente de la recta 6 constante de velocidad (K) para la obtencion de la Tabla 3-7.

Teniendo en cuenta que los perfiles muestran dos comportamientos diferentes, el primero
caracterizado por una liberacion rapida durante las 6 primeras horas del analisis seguido
de una segunda etapa de liberacion lenta a partir de las 24 horas, los resultados de los

analisis se dividieron en dos grupos.

Tabla 3-7: Andlisis para modelos de liberaciéon de 0 a 6 horas.

Modelo Parametro A B AE BE E
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Oh - 6h

R? 0,978 0,979 0,987 0,952 0,988

Orden O
K (%-h™) 4570 3,833 2,789 2,265 5,227
R2 0,664 0,621 0,632 0,603 0,635

Orden 1
k (h™) 1,026 0,957 0,976 0,897 0,966
Korsmeyer- R2 0,843 0,814 0,823 0,799 0,825
Peppas k (%-h%5) 3,250 3,080 3,130 2,905 3,094
Higuchi R2 0,952 0,994 0,996 0,986 0,995
g k (h™ 6,077 7,411 10,234 12,310 5,460

Una vez practicado el ajuste de las curvas de liberacion a los modelos mateméticos
obtenidos para las primeras 6 horas de los ensayos de liberacion es posible anotar que,
para todos los sistemas micelares, el modelo de Higuchi es el que mejor se ajusta a los

resultados.

Higuchi fue el primero en derivar una ecuacién para describir la liberacion de un farmaco
desde una matriz insoluble como la raiz cuadrada de un proceso dependiente del tiempo
basado en la difusién Fickiana [69]. EI modelo simplificado se representa con la siguiente

ecuacion [41]:
fe = KH\/E
Donde K} es la constante de disolucion de Higuchiy t es el tiempo.

Este modelo es empleado para describir la velocidad de liberacion de un soluto,
usualmente un farmaco, desde una matriz que suele ser un polimero [70]. Se ha
demostrado que en el caso de las matrices hidrofilicas, el hinchamiento y la erosion del
polimero ocurren simultdneamente, y ambos contribuyen en general a la liberacién del

farmaco [69].

Teniendo en cuenta que, en el caso del modelo de Korsmeyer-Peppas, los datos obtenidos

no evidencian un ajuste satisfactorio, no se realiz6 el respectivo calculo de n.

Transcurridas 24 horas del inicio del ensayo de liberacién, se comienza a evidenciar una

disminucion en la velocidad con la que la AmB es entregada al medio (Tabla 3-8).

Tabla 3-8: Andlisis para modelos de liberacion de 24 a 100 horas.
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; B AE BE E
Modelo Parametro
24h - 100h
R? 0,957 0,959 0,964 0,986 0,926
Orden cero
K (%-h™) 0,116 0,101 0,147 0,123 0,299
Primer R? 0,971 0,958 0,951 0,986 0,938
orden k (h™) 0,003 0,003 0,006 0,006 0,006
Korsmeyer- R? 0,873 0,902 0,981 0,934 0,995
Peppas k (%-h™©% 0,170 0,172 0,312 0,287 0,345
_ , R? 0,910 0,938 0,980 0,966 0,989
Higuchi

k (h™) 53,912 62,720 | 44,213 53,211 21,843

El estudio cinético muestra que, luego del tiempo mencionado y hasta las 100 horas del
analisis, los perfiles de liberacién se ajustaron bien al modelo de primer orden. Este modelo
sugiere que la velocidad a la que el farmaco es liberado depende de la concentracién del

mismo en el material polimérico.

La ecuacion de primer orden describe la disolucién de un farmaco que no se encuentra
encapsulado efectivamente en la matriz polimérica y esta listo para disolverse desde la
superficie transportadora [71]. Las formas farmacéuticas que siguen este perfil, liberan el
farmaco de manera proporcional a la cantidad de principio activo remanente en su interior,
de tal manera que la cantidad liberada por unidad de tiempo disminuye [72]. Todos los
materiales estudiados exhibieron valores de K bajos lo cual concuerda con la reduccion en

la velocidad de liberacion a tiempos prolongados.

Por otra parte, con el fin de estudiar el efecto de la modificaciébn de los CAB en la

autoagregacion de AmB se hicieron estudios de agregacion.

3.2.7 Estudios de Agregacion

La espectroscopia UV-vis es una técnica confiable para caracterizar el estado de
agregacion de AmB porque sus caracteristicas espectrales dependen de los arreglos
moleculares obtenidos por su autoagregacion en presencia de surfactantes, solventes y
biomoléculas. Para el estudio de la forma en la que la AmB se agrega, se tomaron
espectros UV-vis de AmB disuelta en metanol y buffer de fosfatos a un pH de 7,4 (PBS),
el mismo procedimiento se siguié con la formulacion comercial de AmB (Fungizone ®) y

con los materiales poliméricos estudiados.
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El espectro de AmB disuelto en metanol, correspondiente al estado monomérico, exhibe
Amax @ 407, 383 y 361 nm. Por el contrario, en el espectro de AmB acuoso las bandas de
absorcion a 350 y 336 nm son indicativas de su forma agregada, mientras que la sefial a
Amax= 407 nm sugiere la coexistencia de mondémeros de AmB, pero en una menor
concentracion, lo cual es una consecuencia de su naturaleza anfifilica y el hecho que

presenta una concentracion minima de agregacion de 1mg/L [29] (Figura 3-15).

Figura 3-15: Espectros UV de AmB disuelta en PBS (azul) y metanol (rojo).
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La comparacion de los espectros UV de la formulacion comercial (Fungizone ®) y el
material polimérico BE disueltos en PBS se puede apreciar en la Figura 3-16. Para el CAB
las bandas de absorcion exhibidas en 360 nm, 380 nm, 408 nm y 425 nm se deben a
contribuciones de formas monoméricas de AmB, mientras que las bandas mostradas en

350 nm y 328 nm dan cuenta de dos formaciones de agregados con ambientes quimicos
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diferentes. En el caso del espectro UV de la formulacion comercial de AmB solo se aprecia
un tipo de agregado y las contribuciones de distintas formas monomeéricas de AmB son

menos pronunciadas.

Figura 3-16: Espectros UV de Fungizone (azul) y BE (rojo) disuelto en PBS.
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Estos resultados muestran que, en presencia de copolimeros como el BE, hay una
disminucion en la agregacion de la AmB que podria deberse a un incremento en las

interacciones que involucran segmentos hidrofébicos existentes entre el farmaco y el

copolimero.
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Los espectros de AmB se ajustaron a picos Gaussianos como medida para estimar la

cantidad relativa de cada tipo de arreglo que tienen los sistemas micelares unidos a la AmB
(Figura 3-17).

Figura 3-17: Espectros UV-vis de AmB en presencia de BE (PEG-b-PCL bajo peso
molecular), B (PEG-b-PCL-DSPE bajo peso molecular) y AmB en PBS.
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El caracter toxico de los agregados solubles en agua (inclusive los dimeros) fue estudiado
por Espada y colaboradores, ellos encontraron que la forma menos toxica de agregacion
es la compuesta por poliagregados no solubles de AmB [73]. Segun Zielinska, la
agregacion procede a través de interacciones hidr6fobas, mientras que las interacciones
entre los grupos polares y su caracter anfétero tienen una contribucion minima [29]. La
evaluacion del estado de agregacion de AmB en formulaciones antimicéticas permite una

estimacion de su toxicidad y efectividad.

En la figura 3-17 se muestran los espectros de AmB en presencia de dos materiales
poliméricos diferentes. Para el caso del espectro UV de BE se necesitaron 5 picos
Gaussianos para realizar el ajuste. En el caso de B fueron necesarios 6 picos. Los picos
a 336 y 350 nm, correspondientes a agregados de dos tipos (Al y All) que denotan
moléculas de AmB rodeadas que dos ambientes quimicos diferentes con distintas
disposiciones y distancias intermoleculares. También se observan contribuciones de la

forma monomérica alrededor de 360 nm.

En presencia de los copolimeros en bloque los agregados de AmB presentaron un
desplazamiento a campos relativamente altos de longitud de onda en comparacion a los
picos obtenidos para AmB en PBS. Este resultado propone un incremento entre la distancia

de moléculas de AmB involucradas en la formacién de agregados.

Los agregados de tipo | (Al) denotan moléculas moléculas de AmB estrechamente unidas

0 empaquetadas, tanto para BE como para B este es el tipo predominante de agregado.
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En presencia de DSPE los agregados de tipo Il no se detectan, por el contrario, se observa
un pico pronunciado en 362 nm (caracteristico de AmB en su forma monomeérica), similar
al obtenido para B, lo cual demuestra que en presencia de CAB la AmB experimenta un

incremento en las interacciones hidrofobicas responsables de su disposicion monomeérica.

Teniendo en cuenta que una de las principales causas de toxicidad de la AmB tiene
relacibn con el comportamiento no selectivo de este farmaco frente a moléculas de
ergosterol y colesterol y que esta caracteristica se evidencia en mayor medida cuando
dicho farmaco se encuentra agregado, un sistema de administracion capaz de encapsular

y liberar AmB de forma monomérica es deseable [74].

Tomando como referencia las areas de los picos de absorbancia dados por las formas
agregadas (336 nm (Al) y 350 nm (All)) y el area de todos los picos obtenidos de las figuras
3-11 y 3-12, es posible calcular el estado de agregaciéon de la AmB en los sistemas

micelares estudiados (Tabla 3-9).

Tabla 3-9: Estado de agregacion de AmB basado en la relacion de areas para picos
agregados y Area total del espectro UV-Vis en PBS.

Muestra Relacion (Area agregados/Area Total)
A 0,72
B 0,63
AE 0,65
BE 0,49
E 0,44
Fungizone 0,61

Es posible notar que de los CABs estudiados, la menor relacion de areas (0,49)
correspondio al copolimeros que tienen fosfolipidos en su estructura (BE). Esto concuerda
con el comportamiento mostrado en los espectros UV en los que solamente se evidencia

una contribucion debida a agregados de tipo I. Por el contrario, en ausencia de DSPE las
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moléculas de AmB incrementaron su agregacion lo cual se ve reflejado en la relacion
obtenida para los copolimeros A y B. Estos resultados confirman que la composicion del
copolimero tiene una estrecha relacion con el estado de agregacion mostrado por la AmB.

Como se acaba de explicar, el estado de agregacion esta directamente relacionado con la
toxicidad de la AmB [73]. Por esta razon, se realizaron ensayos de concentracion minima

inhibitoria a los materiales poliméricos de cédigo: A, B, AE, BEy E.

3.2.8 Concentracion minima inhibitoria (CMI)

El ensayo de concentracion minima inhibitoria es ampliamente usado para determinar la
susceptibilidad de cepas contra agentes antifungicos. Se define como la concentracién
mas baja de antifungico que es suficiente para inhibir el crecimiento microbiano [75].
Teniendo en cuenta esto, la eficacia de los sistemas micelares cargados con AmB y de la
formulacion comercial Fungizone ® fue probada contra cepas clinicas y ATCC (Tabla 3-
10). Los valores de concentracion minima inhibitoria fueron determinados visualmente y

confirmados mediante el uso de resazurina (Anexo A).

Tabla 3-10: Valores de CMI para copolimeros cargados con AmB y la formulacién

comercial.
Formulac_lon Cédigo CAB
comercial
e Referencia |, vizone® | A B | AE | BE | E
CMI (ug/mL)
C. albicans SC5314 0,46 0,23 0,1 | 0,23 | 0,21 | 0,23
C. glabrata ATCC 2001 0,93 0,46 0,11 0,23 0,11 | 0,23
C. auris 435-PUJ-HUSI 0,93 0,93 0,23 | 0,23 | 0,23 | 0,23
C. auris 537-PUJ-HUSI 3,75 0,93 0,23 0,93 0,23 | 0,93

En todas las cepas usadas el valor de CMI para los materiales poliméricos estudiados fue
menor que el obtenido para la formulacién comercial. Esto indica que el encapsulamiento
de moléculas de AmB con copolimeros en bloque anfifilicos compuestos por PEG, PCL y
DSPE provocan que concentraciones muy bajas de este farmaco sean suficientes para

inhibir el crecimiento del hongo.
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Por otra parte, se evidencia que los materiales poliméricos que presentaron las CMI mas
bajas fueron los compuestos por copolimeros con segmentos hidrofébicos de bajo peso
molecular. Para el caso de copolimeros de alto peso molecular la injersiébn de moléculas
como DSPE contribuyé a la disminucién de la CMI en dos de las cuatro cepas estudiadas,
muestra de esto es la disminucion de 0,93 pg/mL a 0,23 (ug/mL) para la cepa C. auris 435-
PUJ-HUSI.

Los resultados de CMI obtenidos pueden ser explicados teniendo en cuenta los % de
encapsulacion y el comportamiento de liberacion observados. Se pudo establecer que hay
una relacion directamente proporcional entre el % de encapsulacion y la CMI. El material
polimérico BE exhibié un % de encapsulacion de 16,4% y luego de 48 horas se habia
liberado el 20%. Por su parte el CAB A luego de 48 horas habia liberado 32% con un % de
encapsulacion de 8,4%. Esto conduce a una mayor cantidad de AmB disponible, en el caso
del CAB BE, para actuar como agente antifungico, lo que conlleva a un mejor desempefio
de este material frente a cada una de las cepas estudiadas.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en cuanto a CMI y con el fin de
complementarlos, se realizaron ensayos de hemodlisis a los materiales poliméricos

cargados con AmB.

3.2.9 Estudio de Hemolisis

Los materiales poliméricos cargados con AmB fueron estudiados en cuanto a su
comportamiento hemolitico comparado contra Fungizone ®. Para esto, los GR fueron
mezclados con diferentes cantidades de cada material (entre 0,11 y 7,5 pmol/L). Los
resultados del estudio de Hemdlisis se presentan en la Figura 3-18.

Figura 3-18: Perfiles hemoliticos obtenidos para Fungizone ® y CAB cargados con AmB
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Como se ha expuesto, la formacion de complejos de colesterol estd estrechamente
relacionado con la formacién de agregados de AmB y con un incremento de la toxicidad
que afecta las células de los mamiferos. Como resultado de esto se promueve la formacion
de poros membranosos por los que sustancias esenciales para el correcto funcionamiento

celular son desechadas.

Por encima de 3,75 pumol/L, la incidencia de la agregacién presentada por la formulacion
comercial de AmB (Fungizone ®), previamente mostrada en la seccién 3.2.8, concuerda
con los resultados de actividad hemolitica considerablemente alta. Por el contrario, cuando
la AmB es encapsulada en micelas poliméricas, con el fin de controlar su liberacion y
modular su toxicidad, los porcentajes de hemdlisis se ven disminuidos aun a
concentraciones por encima de 3,75 pumol/L. La presencia o ausencia de moléculas de

DSPE en los CAB parece no influir en la hemotoxicidad de los materiales estudiados.

En una etapa posterior de la investigacion, se buscé comparar el desempefio de PEG-PCL
conjugado con DSPE utilizando el mismo material material conjugado con otras dos
moléculas lipidicas que de acuerdo a estudios previos desarrollados por el grupo de
investigacion y estudios computacionales en curso presentan interacciones favorables con

la AmB. Para este estudio, se emplearon copolimeros compuestos por PEG-b-



79

Poli(caprolactona-co-oleilometilcarbonato) y PEG-b-Poli(caprolactona-co-

colesterilometilcarbonato), como se describe a continuacion.






4.Caracterizacion de CAB decorados con
colesterol y acido oléico

En esta etapa del proyecto, se emplearon materiales sintetizados por el grupo de
investigacion de macromoléculas de la UNAL. Se emplearon copolimeros en bloque
compuestos por segmentos hidrofilicos de PEG y dos longitudes distintas del segmento
hidrofébico PCL, estos se encontraban modificados en su cadena terminal mediante la
adicion de cantidades controladas del carbonato ciclico 5-metil-5-propargiloxicarbonil-
1,3-dioxan-2-ona (MCP). La densidad de injerto se encuentra relacionado con el

namero de grupos propargilo que cuelgan de las cadenas poliméricas.

Por medio del uso de quimica click se control6 el nUmero de moléculas de colesterol y
acido oleico (1, 3 y 5) usados para modificar el extremo terminal de los CAB (Figura 4-1y
4-2). Las reacciones empleadas para la obtencion de CAB decorados con colesterol y

acido oleico se relacionan en el anexo B.

Figura 4-1: Estructura quimica de CAB PEG-b-PCL A. decorado con una molécula de
colesterol B. decorado con una molécula de &cido oleico [62]
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Con el fin de demostrar que los copolimeros decorados con biomoléculas (colesterol y
acido oleico) presentan interacciones hidrofébicas favorables con la AmB, se estudio el
efecto de injertar un numero controlado de estas en el % de encapsulacion de AmB,
tamano de particula, potencial z, asi como en el comportamiento térmico de los materiales

poliméricos.

En la Tabla 4-1 se listan los CAB usados como vehiculos nanoestructurados de AmB. Se

consideraron variaciones en el segmento hidréfobo de los copolimeros, asi como la

densidad de injerto.

Tabla 4-1: Composicion, codigo, % de encapsulacioén, eficiencia de encapsulacion de

CAB modificados con Colesterol y acido oleico.

Composicion
Material Polimérico

M(PEG)121-b-(PCL)43-co-(P(MCP)1-0-

Cdédigo

(Colesterol),) AlC 13,75+ 0,29 62,47 + 1,31
M(PEG)121-b-(PCL)42-co-(MCP)s-g- A3C 9.42 + 0.20 4259 + 091
(Colesterol)s e o
M(PEG)121-b-(PCL)45-co-(MCP)s -g- A5C 9.00+0.32 39,20 + 1,43
(Colesterol)s R R
M(PEG)121-b-(PCL)4s-co-(P(MCP)1-g- A10 13,07 + 0,39 68,68 + 2,07
(Oleico),) R R
m(PEG)lZl'b'(PCL)42'CO'P((MCP)3'g_ A3O 15 57 + o 16 82 98 + o 84
(Oleico)s) T o
M(PEG)121-b-(PCL)43-co-P((MCP)s -g- A50 16.30 + 0,32 89,42 + 1,74
(Oleico)s) R T
M(PEG)121-b-(PCL)2s-co-(P(MCP).-g- B1C 16,87 + 0,40 63,66 + 1,51
(Colesterol);) R o
M(PEG)121-b-(PCL)23-co-(P(MCP)s-g-
(Colesterol)s) B3C 13,85 + 0,33 56,23 + 1,34
M(PEG)121-b-(PCL)2s-cO-(P(MCP)s-g- B5C 8,23+ 0,22 29,03 + 0,79
(Colesterol)s) B o
(Oleico);) DR o
M(PEG)121-b-(PCL)23-co-(P(MCP)s-g- B30 15,49 + 0,34 58,00 + 1,28
(Oleico)s) T R
M(PEG)121-b-(PCL)23-co-(P(MCP)s-g- B50 31.66 + 1.04 123,49 + 4. 07*
(Oleico)s) e o

%

Asignado Encapsulacion

Eficiencia de

encapsulacion (%)

Con el fin de determinar si los cambios estructurales realizados a los vehiculos micelares

tenian incidencia en el desempefio de los CAB decorados, se prepararon nanoparticulas
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poliméricas cargadas con AmB tal como se describié en la seccién 2.2 (Preparacion de

sistemas micelares) y se evalud su porcentaje de encapsulacion y eficiencia de carga.

4.1 Evaluacion del porcentaje de encapsulacion

De acuerdo con los resultados mostrados en la Tabla 4-1, se deduce que la estructura
guimica de los materiales incidié en los porcentajes de encapsulacion, presumiblemente a

través del control de las interacciones AmB-polimero.

En el caso de los copolimeros conjugados con colesterol, tanto para copolimeros de tipo
A como B, la eficiencia de encapsulacion disminuyé con el incremento en el nimero de
unidades. Esto podria deberse a un impedimento estérico que provocaria la disminucion
de interacciones hidrofébicas responsables de la interaccion entre moléculas de colesterol
y AmB al interior de nlcleo micelar. En otras palabras, solo una molécula de colesterol es

suficiente para incrementar el porcentaje de encapsulacion de CAB (Figura 4-2).

Figura 4-2: Porcentajes de encapsulacion de AmB para CAB de ambas longitudes de
segmento hidr6fobo (A y B). 1 molécula de colesterol (1C), 3 moléculas de colesterol (3C)
y 5 moléculas de colesterol (5C).

20

15

10

% Encapsulacion

Caso contrario se observa en CAB decorados con Acido Oleico, para estos, la adicion
consecutiva de unidades provocd un incremento en la capacidad del copolimero para
encapsular AmB. Esto podria deberse al incremento en las interacciones hidrofébicas

existentes entre la subunidad polienica de la molécula de AmB y el &cido oleico. Lo cual
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también explicaria que para CAB compuestos por acido oleico los % de encapsulacion de

farmaco fueron mejores que los obtenidos para CAB decorados con colesterol.

En el caso del CAB de cdédigo B50, la eficiencia de encapsulacion obtenida fue de
123,49%, es posible que se haya presentado la precipitacion del copolimero lo cual

provocaria un incremento tan abrupto en la eficiencia de carga de AmB.

Los porcentajes de encapsulacion obtenidos para los CAB relacionados en la tabla 4-1
fueron, en su mayoria, mejores que los obtenidos en investigaciones recientes realizadas
al interior del grupo de investigacion en Macromoléculas, en las que copolimeros
compuestos por mPEG-b-PCL injertados con moléculas hidrofébicas como colesterol y

retinol, mostraron porcentajes de encapsulacion de entre 12,5 y 10,2%, respectivamente

[8].

4.2 Tamafno de particulay potencial z

Las micelas poliméricas cargadas con AmB fueron caracterizadas a través de Dispersion
Dindmica de Luz (DLS) a temperatura ambiente con el fin de determinar sus tamafios y
distribuciones. El estudio del tamafio de los agregados obtenidos del autoensamblaje de
copolimeros tribloque decorados con biomoléculas permitié6 obtener valores de diametro

hidrodinamico (Dh) y potencial z (Tabla 4-2).

Tabla 4-2: Resultados de tamafio de particula promedio, indice de polidispersidad y
potencial z de CAB modificados con colesterol y 4cido oleico.

Diametro hidrodinamico (Dh) (nm)

Muestra . Potencial Z (mV)
Promedio Pdl
AlC 78,0+ 4,2 0,277 -0,98 + 0,51
A3C 70,8+2,1 0,273 -1,28 £ 0,19
A5C 191,2 + 3,8 0,498 -3,55 £ 0,439
Al10 846+14 0,198 -471+1,72
A30 77,0+0,76 0,176 -2,94+1,20
A50 76,3+2,1 0,202 -8,89+ 1,31
B1C 68,8+24 0,255 -6,05 £ 0,65
B3C 90,8 £ 3,7 0,440 -5,06 £ 0,89
B5C 78,9+5,0 0,438 -3,17 £ 0,70

B1O 85,3+0,9 0,213 -5,25 + 0,30
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B30 90,2+25 0,456 -2,02+1,24
B50 122,9+1,9 0,203 -4,54 + 1,93

Las micelas estudiadas mostraron diametros que oscilaron entre 70 y 190 nm. Todos los
materiales poliméricos decorados con colesterol y &cido oleico y cargados con AmB
mostraron valores de diametro de particula menores a los exhibidos para los precursores
A y B (mostrados en la Tabla 3-2), este comportamiento se present6 para CAB en
copolimeros de alto y bajo peso molecular compuestos tanto por colesterol como por 4cido
oleico. Para estos copolimeros la presencia de moléculas de colesterol y acido oleico
provocan un incremento de las interacciones solvofébicas lo cual conlleva a la formacién
de nucleos micelares de mayor hidrofobicidad.

Las distribuciones de tamafio de particula obtenidas para los copolimeros estudiados
fueron de tipo unimodal (Figuras 4-3y 4-4).

Figura 4-3: Distribuciones de tamafio de particula de CAB Ay A1C
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Figura 4-4: Distribuciones de tamafio de particula de CAB By B10
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4.3 Propiedades térmicas de CAB decorados

La técnica de calorimetria diferencial de barrido (DSC) fue usada con el fin de estudiar el
efecto de la modificacion de los copolimeros tribloque en sus propiedades térmicas. Todos
los materiales poliméricos cargados con AmB fueron enfriados desde temperatura
ambiente hasta — 60°C a una velocidad de 10°C/min. Luego, y por espacio de 10 min se
mantuvo la temperatura a — 60°C. Por ultimo, se realiz6é un calentamiento hasta 150 °C a
una velocidad de 10°C/min.

Mediante el uso de esta técnica fue posible obtener valores de entalpias de fusion (AHmM)
y temperaturas de fusion (Tabla 4-3).

Tabla 4-3: Propiedades térmicas de los CAB modificados con colesterol y &cido oleico.

Propiedades Térmicas
AHm (J/g) Tm (°C)
AlC -86,7 50,3
A3C -83,6 50,4

Cddigo



87

A5C -58,5 47,0
AlO -75,2 51,6
A30 -63,0 50,0
A50 -53,5 47,2
B1C -46,0 41,8
B3C -64,6 49,1
B5C -49,4 45,1
B1O -48,4 44,5
B3O -51,2 49,1
B50 -52,0 46,1

Los termogramas obtenidos muestran 2 picos de fusion para los copolimeros A10 y A30
caracteristicos de diferentes formas cristalinas de PCL (alrededor de 35°C) y PEG
(alrededor de 50 °C). Para los termogramas de los CAB B10O y B3O se observa un pico
amplio dado por la fusién de los dominios PEG y PCL, esto muestra el comportamiento
térmico esta influenciado por la longitud del segmento hidrofébico (Figura 4-5).

Mediante la integracion de picos de fusién fue posible estimar las entalpias de fusién. En
el copolimero B10O se observa una notable disminucion de esta propiedad (AHmM =-48,4

J/g) comparado con el obtenido para A10 (AHmM =-75,2 J/g).

Figura 4-5: Termogramas de fusién para CAB A10, A30, B10 y B30.
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Mediante la integracion de picos de fusion fue posible estimar las entalpias de fusion. La
modificacion de CAB con moléculas de &cido oleico provoca una disminucién en el grado
de cristalizacion de las micelas, muestra de esto es la notable reduccion en el valor de
AHm para el copolimero A30 (AHmM =-63,0 J/g) comparado con el obtenido para A3C (AHmM
=-83,6 J/g) (Figura 4-6).

Figura 4-6: Termogramas de fusién para CAB A30 y A3C.
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5.Conclusiones

Los copolimeros compuestos por PEG y PCL son vehiculos micelares prometedores para
el transporte de farmacos como la AmB. Se comprobd que, luego de su modificacién con
DSPE, la encapsulacion de dicho farmaco mejor6 hasta lograr valores comparables con
formulaciones comerciales como Fungizone ®. Se demostr6 que la composicién quimica
influye en la rigidez de los copolimeros y, por ende, en su capacidad de encapsular AmB.
Aunque los resultados obtenidos para copolimeros compuestos por PEG-DSPE mostraron
los mejores porcentajes de encapsulacion al ser un surfactante de bajo peso molecular, la
estabilidad de las micelas no se ve favorecida. En presencia de CABs, la AmB experimenta
un incremento en las interacciones hidrofobicas lo que provoca una disminucién en su
agregacion. Este comportamiento corrobora la disminucién en su toxicidad demostrada a
través de pruebas bioldgicas. La realizacion de dichas pruebas indic6 que los
nanoportadores mejoraron la actividad antifingica de AmB contra la mayoria de las cepas
de levadura probadas, se obtuvo una reduccién de la CMI de hasta 10 veces en
comparacion con Fungizone®. Fue posible establecer relaciones entre la naturaleza de los

sistemas micelares nanoestructurados y su desempefio en el transporte de AmB.






A. Anexo: Reacciones usadas para
obtener PEG-b-PCL y PEG-b-PDLLA

A1l. Sintesis de copolimeros PEG-b-PCL
0
@
’Ip\/,]\ £- Capmlncmm 'l. \/‘I\ llk/\N
OH

Sn(Oct)s, PEG-6-PCL
Tolueno
110°C, 24 h

PEG
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A3. Esquema de la sintesis via ROP de los copolimeros PCL-1 y PCL-2 y su maodificacion

con DSPE.
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B. Anexo: Reacciones usadas para
la obtencion de CAB decorados con
colesterol y acido oleico

B1. Sintesis de copolimeros PEG-b-P(CL-co-MCP)

(0]
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B2. Injercién de acido oleico para formar copolimeros mPEG-b-P(CL)-co-(MCP-g-

Oleico)
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B3. Injercidon de colesterol para formar copolimeros (PEG)-b-((PCL)-co-(MCP-g-

Colesterol))
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Anexo B. Nombrar el anexo B de acuerdo con su contenido
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