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Resumen: Los sistemas de liberaciéon de farmacos, tienen la capacidad de transportar medicamentos para ser
liberados en las células diana. Las micelas, por un lado, muestran afinidad por el sistema reticuloendotelial alterado,
produciendo aglomeracién con la posterior entrega del farmaco y los hidrogeles termosensibles son capaces de
depositar compuestos hidrofébicos e hidrofilicos in situ, con una minima invasién y sin necesidad de extraccion
posterior debido a su biodegradabilidad. Al unir estos dos materiales, se busca potenciar sus cualidades de
localizacidn, trasporte, liberacion y degradacion para lograr mas eficiencia en la accion del farmaco. En este proyecto
se obtuvieron micelas con la sintesis de un copolimero dibloque de poli(etilenglicol)-b-poli(e-caprolactona) con el
potencial de trasportar moléculas hidrofébicas, las cuales fueron incluidas en un hidrogel de copolimero tribloque
poli(e-caprolactona)-b-poli(etilenglicol)-b-poli(e-caprolactona). Este hidrogel tiene la caracteristica de mantenerse en
solucién a temperatura ambiente y cambiar a fase gel a la temperatura de 37 °C. La sintesis de los dos copolimeros,
la concentracidon micelar critica, el tamafio de particula, el andlisis de cambio de fase, la identificacion de grupos
funcionales, la morfologia y su comportamiento térmico fueron analizados. Los resultados indican factibilidad y

estabilidad en su estructura, lo que le proporciona un potencial uso como material biomédico.

Introduccién.

Los polimeros de tamafio nanometrico han ofrecido
un conjunto Unico de propiedades para la
administracion de farmacos, incluyendo alta
capacidad de carga de farmacos, suministro
combinado, liberaciéon controlada y sostenida de
farmacos, estabilidad prolongada y vida util, vy
administracion dirigida. Para mejorar el indice
terapéutico, especialmente para aplicaciones
localizadas, las nanoparticulas se han incluido en
hidrogeles para formar un sistema de biomateriales
combinados para la administracion controlada de
farmacos®. Por un lado, las micelas poliméricas se
pueden crear a partir de polimeros anfifilicos que
forman espontaneamente agregados nanométricos
cuando las cadenas poliméricas individuales
("unimers") se disuelven directamente en solucidn
acuosa? por encima de una concentraciéon umbral
(concentracidn micelar critica o CMC)3. Debido a esta
caracteristica anfifilica, las micelas poliméricas han
sido utilizadas como vehiculos para la solubilizacién
de moléculas poco solubles en agua, suministrar la
carga al sitio de accion, mejorar la farmacocinética del
farmaco cargado y reducir la citotoxicidad fuera del
objetivo?. El disefio de este tipo de micelas, deben
cumplir con ciertos criterios para obtener éxito como
vehiculos de carga®. La micela debe: ser lo

suficientemente pequefia (~10-200 nm) para penetrar
efectivamente en el tejido; ser irreconocible por el
sistema mononuclear de fagocitos; ser eliminado del
organismo; localizar e interactuar con las células
objetivo; tener estabilidad; poseer alta capacidad de
carga y ser sintetizado en un método reproducible,
facil y razonablemente barato®. Las micelas
poliméricas son Unicas porque pueden permanecer
intactas o disociarse lentamente en copolimeros de
bloque a niveles por debajo de sus concentraciones
criticas de micelas (CMC)”. En casi todos los sistemas,
el segmento hidrofilico se compone de polietilenglicol
(PEG)®. Ademads de la aprobacion de la FDA, PEG es
extremadamente soluble. La parte hidrofébica se
complementa con la policaprolactona (PEG-PCL), para
obtener un copolimero anfifilico ampliamente
utilizado para la encapsulacién de farmacos?, ya que
presenta buena biocompatibilidad, biodegra-
dabilidad y perfil de baja toxicidad®.

Por el otro lado, los hidrogeles son redes poliméricas
hinchadas por agua, capaces de absorber grandes
cantidades de agua y fluidos bioldgicos, a la vez que
mantienen una estructura tridimensional distintiva®®.
Cuando esos hidrogeles son capaces de responder a
estimulos externos que incluyen temperatura, pH,
concentracion idnica, luz, campos magnéticos,
campos eléctricos y productos quimicos, son llamados
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“Hidrogeles inteligentes”. El hidrogel fisico-
termosensible basado en copolimeros de bloques
sintéticos, ha atraido una atencién creciente en las
ultimas décadas debido a sus aplicaciones potenciales
en campos biomédicos, tales como administracion de
farmacos, encapsulacién de células, reparacidon de
tejidos, etc.!’. La integracién de nanoparticulas
terapéuticas con tecnologias de hidrogel crea un
Unico y robusto sistema de biomateriales que permite
la entrega localizada y efectiva de farmacos. En éste
trabajo, se sintetizaron dos tipos de copolimeros,
utilizando al PEG y a la PCL. Se obtuvieron particulas
nanométricas de forma micelar con el potencial de
carga y transporte de farmacos. Al mismo tiempo se
sintetizd un copolimero con la capacidad de formar un
hidrogel termosensible y de transportar las micelas.
Los resultados muestran que el sistema integrado
tiene potencial para el transporte y la entrega in situ
de farmacos.

Parte experimental.

Materiales.  Metoxipoli(etilenglicol)  (Mn=2000)
(Aldrich Co.), dietil éter (Alfa Aesar), polietilenglicol,
(Mn=1000) (Merck), mondémero de e-caprolactona
99% (Alfa Aesar), trietilamina 99% (Sigma-Aldrich
Co.), diclorometano anhidrido >99.8%, octoato
estanoso (Sigma-Aldrich) y hexano (Fermont Co.).
Todos los productos quimicos y solventes son de
grado reactivo o superior y se utilizaron tal como se
recibieron.

Sintesis del dibloque metoxipoli(etilenglicol)-b-
poli(e-caprolactona) (mPEG-PCL)

El proceso de polimerizacion para obtener el dibloque
MPEG-PCL por apertura de anillo catidnica fue el
reportado por Mikhail y Allen?, con algunas
modificaciones: 2 g de mPEG (1 mmol) se disolvieron
en 12 mL de diclorometano y posteriormente, se
adiciond 1 g de e-caprolactona (8.76 mmol). La
polimerizacién se inicid6 mediante la adicion de la
solucién 1.0 M de HCI en éter dietilico (3 mL, 0.003
mmol) a 30°C y se mantuvo en agitacion. Después de
24 h se agregaron 0.5 mL de trietilamina para
neutralizar el HCl presente. La purificacion del
copolimero se realizé6 mediante precipitacidon con una
mezcla de dietiléter:hexano, en proporcién 1:1 (20
mL:20 mL). Posteriormente se separé el precipitado
por filtracidn con papel filtro y se evapord.

Sintesis del tribloque poli(e-caprolactona)-b-
poli(etilenglicol)-b-poli(e-caprolactona)  (PCL-PEG-
PCL)

El copolimero de PCL-PEG-PCL se preparé por
polimerizacién de apertura de anillo de e-
caprolactona iniciada por PEG (Mn = 1000 g mol?) y
con Sn(Octz) como catalizador *3. Brevemente: 10.0 g
(0.175 mol) de e-caprolactona y 5.0 g (0.01 mol) de
PEG 1000 se depositaron en un reactor de tres bocas
bajo atmdsfera de nitrogeno, la mezcla de reaccion se
agitd suavemente y se calenté a 130 °C. Una vez
alcanzada la temperatura, se adicion6 0.15 g de Sn
(Oct)2 y el sistema de reaccion se mantuvo en
agitacion moderada a 130 °C durante 6 h. Después de
desgasificar al vacio durante 30 min, el copolimero
resultante se enfri6 a temperatura ambiente. La
caracterizacion de grupos funcionales para ambos
copolimeros se realizd por espectroscopia infrarroja
(FT-IR). La caracterizacion morfoldgica se realizé por
microscopia electrdnica de barrido (SEM).

Determinacion de la CMC por el método del Yodo-
Lugol

Se preparé una solucién acuosa estandar de |2 y Kl a
un volumen final de 25 mL. A la vez, se prepararon
diluciones del copolimero (1 a 30 pg) con un volumen
final de 10 mL, a cada dilucién se le adicionaron 25 pL
de la solucion de yodo. Se mantuvieron en incubacién
toda la noche en obscuridad. Se analizaron por UV-Vis,
el valor de CMC se determind por un incremento en la
absorbancia 14

Transicion sol-gel-sol

Se determindé mediante el método de inversién del
tubo de ensayo °. En viales de 4 mL, se depositaron
cantidades del copolimero que se llevaron a
concentraciones finales de 10 a 50% en dispersion
acuosa a un volumen de 1 mL con agua tridestilada a
temperatura ambiente. Todos los viales se
sumergieron en un bafo de agua a 60 °C durante 5
min. Posteriormente, se pasaron a un bafio de hielo
con una temperatura de 0 °C durante 3 min;
enseguida, se sumergieron en un tercer bafio a
temperatura ambiente (27 °C) durante 10 min y la
temperatura se fue incrementando en 2 °C. En cada
temperatura los tubos se invertian para observar la
formacion o no del gel. Al estado de formacidn del gel
se clasificé como “no fluye” y cuando permanecian en
estado de sol se clasificaban como “fluye”. El cambio
de fase fue caracterizado por Reologia.
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Resultados y discusion.

Caracterizacion de los grupos funcionales

El espectro IR del copolimero dibloque mPEG-PCL
muestra un pico principal caracteristico a 1727 cm?,
el cual identifica a la banda del éster carbonilo C=0. La
banda de absorcién a 3450 cm™ se asigna a grupos
hidroxi terminales. Todas las bandas de estiramiento
C-H se centraron en 2952 y 2882 cm™. La banda a 1100
cm™ se atribuye al estiramiento C-O (Figura 1).
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Figura 1. IR del copolimero mPEG-PCL
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Figura 2. IR del copolimero PCL-PEG-PCL

El espectro del tribloque PCL-PEG-PCL (Figura 2),
presentd vibraciones de estiramiento C=0 en 1722
cm™, atribuidas al éster carbonilo. Asi como las
bandas de absorciéon a 1099 de las vibraciones de
estiramiento C-O-C y las de estiramiento —COO- a
1254 cm™ correspondientes a las unidades repetitivas

de OCH:CH: del PEG. También presentd banda de

absorcién en 3523 cm?, atribuida a los grupos —OH
terminales.

Concentracion Micelar Critica

Segun los resultados obtenidos mediante el método
del yodo-lugol, se pudo determinar que la CMC se
encuentra a partir de los 10 pug mL? (Figura 3). Por
encima de ese valor, se obtenia el autoensamblaje de
las cadenas poliméricas. Para los siguientes ensayos
se utilizé un valor de 40 ug mL™.
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Figura 3. Curva de la CMC con estandar de yodo-lugol.

Tamaiio de particula

El conteo de las micelas obtenidas mostré un tamafio
promedio de 56 nm (Figura 4). Este tamafio es el
adecuado para crear un sistema de liberacién de
farmacos, como lo han reportado algunos autores®.
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Figura 4. Distribucién de tamafio de particula.

Transicion sol-gel-sol

La solucion acuosa del copolimero a una
concentracion de 20% presenté transicion de fase a
estado gel a una temperatura de 37 °C. Cuando se le
incluyeron las micelas, fue necesario ajustar la
concentracion del tribloque a 25% para que pasara al
estado gel (Figura 5). Se ensayaron con
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concentraciones micelares de 20, 40y 60 ug mLy no
alteraron la temperatura de cambio de fase.
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Figura 4. Hidrogel a temperatura ambiente (A) y a 37 °C (B).
Médulo de almacenamiento y médulo de pérdida (C).

Morfologia por SEM

Las imagenes obtenidas confirman que el agregado
del copolimero mPEG-PCL en solucidon acuosa es
esférico, con un diametro menor de 100 nm (Figura 5)

Figura 5. Imagen SEM de micelas del copolimero PEG-PCL.

La micrografia del hidrogel, muestra canales
interconectados con un tamafio de poro de
aproximadamente 10 um (Figura 6). Estos poros tiene
el potencial de albergar particulas y moléculas
organicas las cuales podran ser depositadas vy
liberadas de manera prolongada.

Figura 6. Imagen SEM del hidrogel PCECL aumento 3,000X

Conclusiones.

El método del yodo-lugol fue adecuado para
determinar la CMC, lo cual se demostrdo con la
micrografia. Las particulas obtenidas, son estables y
presentan una distribucién de tamanio cerca de los 60
nm. Se obtuvo un hidrogel termosensible que tiene su
transicién sol-gel a la temperatura corporal y con
capacidad de ser inyectable. Dada la estructura y
tamafio de los poros del hidrogel, se concluye que es
el adecuado para albergar las micelas dentro de sus
poros, los cuales tendran agua en su interior, lo que
permitird mantener la estructura micelar estable en
solucién acuosa y dado que las micelas tienen un
didmetro menor a 100 nm, el sistema promete ser el
adecuado y permitira controlar la carga del farmaco.
El sistema serda capaz de transportar diferentes
concentraciones de carga micelar acorde con el
tratamiento que sea necesario, las cuales podran ser
inyectadas utilizando una solucién polimérica que
serd capaz de cambiar a estado gel cuando la
temperatura en el entorno se aproxime a los 37 °C.
Por la naturaleza de los materiales utilizados, el
sistema sera degradado sin necesidad de intervencidn
quirdrgica posterior.
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