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enerǵıa, sin importar la tormenta a mi alrededor. Pero aún más importante la respuesta al

“como esta” y sin dudar siempre fue “muy bien, muy bien” por que como Jorge Manrique
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gracias a ustedes amigos compañeros y a los que no son tan amigos.

Quisiera agradecer a mi directora de Tesis Dra. Raquel Vico, por comunicarme sus co-

nocimientos y experiencias, por el tiempo empleado en la dirección de tesis. Igualmente,

agradecer a las personas de mi comisión de Tesis, a las Doctoras Rita, Marcela, y la Laura,
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Resumen

Durante la administración de medicamentos se presentan dificultades por la interacción

del fármaco con actores indeseados durante su recorrido al sitio de acción. Para evitar es-

tos inconvenientes las industrias farmacéuticas están en constante búsqueda de sistemas de

transporte y liberación de fármacos en los que se pretende una liberación selectiva a nivel del

órgano, tejidos o células diana en los cuales el fármaco actuará. Los sistemas transportadores

ayudan a reducir la aparición de efectos secundarios y la biodisponibilidad de los principios

activos.

El desarrollo de nuevas moléculas capaces de formar sistemas idóneos el transporte de

fármacos es un reto que hoy incluye diferentes áreas de la ciencia, como la qúımica orgánica, la

biofisicoquimica, la qúımica farmacéutica, los nanociencias y la medicina. Las moléculas que

pueden auto-emsamblarse representan una alternativa novedosa para el desarrollo de nuevos

sistemas funcionales de suministro de fármacos, que podŕıan superar muchas más desventajas

de los sistemas actualmente disponibles. El diseño de estos sistemas exige un conocimiento

profundo de las interacciones entre los sistemas supramoleculares y los fármacos que conlleva

a la necesidad de conocer su capacidad de carga, estabilidad, miscibilidad/ segregación de

los componentes y su distribución espacial.

En esta tesis se estudió las propiedades de un glicolipido sintético, al que llamaremos

βCD-C16, en cuanto a la capacidad de transportar y liberar fármacos hidrofóbicos mediante

la formación de sistemas auto-ensamblados mixtos. βCD-C16 es un anfifilo constituido por

un macrociclo formado por unidades de α-D-glucosa conocido como β ciclodextrina, al cual

se conjugó una cadena hidrocarbonada. El fármaco hidrofóbico seleccionado fue Anfoteri-

cina B (AmB) debido al interés actual que hay en mejorar su desempeño. La AmB es un

fármaco que actúa a nivel de membranas y que es utilizado para el tratamiento de micosis

sistémica y parasitosis como la leishmaniasis. Debido al resurgimiento de la leishmaniasis,

considerada una enfermedad desatendida, se reactivó la búsqueda de nuevos y más eficientes

transportadores para AmB. En el primer capitulo se presenta una introducción general que
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hace un recuento de los principales aportes de principios y técnicas que tienen relación con

los tópicos abordados en la tesis. En el segundo caṕıtulo se caracterizó la interacción de

βCD-C16 con un sistema modelo de biomembranas. Estos estudios permitieron corroborar

el potencial de βCD-C16 para transporte de fármacos cuyos sitios de acción sean membranas

celulares. Como modelo de biomembranas se utilizaron monocapas de Langmuir y de Gibbs.

La topograf́ıa del sistema se estudió mediante microscopia de ángulo de Brewster.

En el caṕıtulo tres se describe la optimización del diseño del sistema transportador for-

mado por βCD-C16. Se seleccionó la concentración óptima de este anfifilo y se evaluó la

capacidad de carga de AmB. Posteriormente, se estudió la morfoloǵıa de los sistemas auto-

ensamblados mixtos de βCD-C16:AmB y se los caracterizó por diferentes técnicas como

espectroscopia de UV-Visible, difracción de rayos X en polvo, FT-IR y RMN. Se puso espe-

cial énfasis en conocer cuál es el estado de agregación de AmB en el sistema transportador.

La AmB también presenta propiedades anfif́ılicas pudiendo interactuar consigo misma for-

mando agregados; la actividad y la toxicidad de AmB son dependientes de su estado de

agregación. Posteriormente, se valoró la citotoxicidad de βCD-C16:AmB mediante ensayos

de hemólisis, comprobándose que el sistema es inocuo. Finalmente, se evaluó la actividad

frente a Cándida Albicans obteniéndose excelentes resultados cuando se le comparó con una

formulación comercial que resulta citotóxica e induce lisis de glóbulos rojos. En el capitulo

cuatro se presenta el estudio de la interacción del sistema transportador de βCD-C16 con

modelos de biomembranas a fin de conocer si la AmB transportada podŕıa alcanzar su sitio

diana. Las metodoloǵıas empleadas para abordar este aspecto fueron similares a las emplea-

das en el caṕıtulo dos. En el anexo de la tesis se detalla cómo se sintetizó y caracterizó el

anfifilo βCD-C16 para construir el sistema transportador.

Los resultados obtenidos permitieron concluir que la βCD-C16 presenta excelentes ca-

racteŕısticas para formar sistemas auto-ensamblados capaces de transportar fármacos hi-

drofóbicos. También se determinó que la AmB es cargada eficientemente en concentraciones

que alcanzan dosis terapéutica. Finalmente, el sistema mixto βCD-C16:AmB no presentó

citotoxicidad a glóbulos rojos y presentó una óptima actividad frente a patógenos diana.
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4.4.4. Espectroscoṕıa UV-Visible de reflexión de monocapas de AmB y βCD-

C16: AmB (0,68:38) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 161

4.4.5. Adsorción de AmB en la interfase aire-agua y en una interfase de POPC164

4.4.6. Adsorción de agregados auto-ensamblados de βCD-C16:AmB en la

interfase agua-aire y en una interfase de POPC . . . . . . . . . . . . 166

4.5. Conclusiones . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 170

5. Conclusiones Generales 172

A. Anexo 175
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que se tomaron con una ganancia del 40 % para evitar una alta reflectancia. 82

2-22.Esquema que representa la organización y orientación propuesta para βCD-

C16 cuando a) penetra en una monocapa de POPC presente en la interfase y

b) cuando se siembra una solución mezcla de βCD-C16:POPC que contienen

una alta y baja proporción de la ciclodextrina anfif́ılica. . . . . . . . . . . . . 82
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empleando una celda de paso óptico =1 mm. . . . . . . . . . . . . . . . . . . 108

3-7. Espectros de absorción UV-Vis de agregados auto-ensamblados βCD-C16:AmB

con concentraciones de AmB iguales a 3,51×10−2; 5,70 ×10−2; 7,46×10−2;

9,93×10−2 mg/mL. La concentración de βCD-C16 igual a 0,38 mg/mL (0,237

mM). Los espectros mostrados corresponden a diluciones de las formulaciones
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3-27.Espectros de dicróısmo circular de βCD-C16:AmB con concentración de 9,00

(—) (A), 7,31 (—) (B) y 6,88 µg/mL (C), incubadas a temperaturas de 50

◦C (rojo), 60 ◦C (verde), 70◦C(azul) y 80 ◦C(rosa), AmB en metanol (1) y

AmB en agua (2).) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 139

3-28.Espectros 1H RMN a 25◦C y 70◦C del agregado auto-ensamblado de βCD-

C16:AmB en D2O (400 MHz). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 141

4-1. Isoterma de compresión de AmB A) Numero de moléculas en interfase • 4,25
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1.1. Qúımica supramolecular, sistemas auto-ensamblados

y sistemas auto-organizados

La qúımica supramolecular se define como la qúımica más allá de la molécula.1 En con-

traste con la qúımica molecular, que se basa en el estudio del enlace covalente de los átomos,

la qúımica supramolecular se cimenta en el estudio de las interacciones intermoleculares,

es decir, en la asociación de dos o más moléculas o bloques de construcción que se man-

tienen unidos por interacciones no covalentes.1,2 La naturaleza dinámica y reversible de las

interacciones no covalentes permite la creación de estructuras supramoleculares que poseen

excelentes propiedades y caracteŕısticas del tipo est́ımulo-respuesta abriendo infinitas posi-

bilidades para su utilización en diversas áreas de la ciencia y tecnoloǵıa.3,4

El inicio de la qúımica supramolecular se remonta al año 1967 con el descubrimiento de los

éteres corona por Pedersen.1,5 Luego de dos décadas Lehn, Cram y Pedersen fueron recono-

cidos con el Premio Nobel de 1987 por sus trabajos en el área de la qúımica supramolecular.

Más recientemente, como resultado de sus estudios en esta área, Sauvage, Stoddart y Fe-

ringa obtuvieron el Premio Nobel en 2016 por sus esfuerzos pioneros en el diseño y śıntesis

de máquinas moleculares.5 La qúımica supramolecular desde sus inicios se ha convertido en

un campo altamente interdisciplinario, que ha promovido el desarrollo de numerosos siste-

mas supramoleculares para aplicaciones en materiales funcionales, nanomedicina, dispositivos

electrónicos, sensores, catálisis, etc.

Entre las diversas interacciones no covalentes que permiten la formación de estructu-

ras supramoleculares, se encuentran las interacciones de van der Waals, los enlaces puente

hidrógeno, las interacciones de tipo π-π, las interacciones electrostáticas y las interacciones

de transferencia de carga.

El auto-ensamblaje (self-assembly) de componentes moleculares se ha convertido en una

estrategia muy útil en el diseño y śıntesis de nanomateriales para aplicaciones biomédicas.1,6,7

El auto-ensamblaje es un proceso mediante el cual moléculas, iones o macromoléculas se

organizan espontáneamente (o en respuesta a est́ımulos espećıficos) en estructuras supramo-

leculares a través de interacciones no covalentes.7 El auto-ensamblaje generalmente se asocia
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con procesos espontáneos de minimización de enerǵıa y equilibrio termodinámico, y requie-

re la estabilidad de las entidades individuales durante todo el proceso de ensamblaje.1,7 El

producto formado es una estructura bien definida, que puede permanecer en equilibrio ter-

modinámico con los componentes pre-existentes (o monómeros). El término auto-ensamblaje

se usa con frecuencia en qúımica supramolecular para indicar la formación espontánea de

estructuras con un enfoque bottom-up.1,7

La auto-organización (self-organization) es un proceso mediante el cual las estructuras o

entidades supramoleculares en solución o estado sólido se organizan en estructuras periódi-

cas bidimensionales (2D) o tridimensionales (3D) o en conjuntos con una dada simetŕıa o

periodicidad.7,8

Mientras que el auto-ensamblaje implica la unión no covalente, la auto-organización invo-

lucra además la traducción de esa información hacia la formación de estructuras más sofis-

ticadas. Esta información es necesaria para que la auto-organización ocurra, y el algoritmo

(eventos de reconocimiento molecular) que sigue el proceso debe estar pre-programado en los

componentes individuales y ser operado a través de interacciones moleculares selectivas.7,8

El auto-ensamblaje ocurre espontáneamente para llevar a un sistema hacia el equilibrio sin

ningún algoritmo molecular predefinido. La auto-organización en tanto ocurre como una eta-

pa posterior y es un proceso que lleva al sistema a un estado fuera del equilibrio. Debido a

ello, el término auto-organización se asocia con sistemas biológicos.7,8

Las interacciones del tipo huésped-receptor se logran generalmente mediante la introduc-

ción de receptores macroćıclicos en sistemas supramoleculares. Las moléculas macroćılicas

(receptores), como los éteres corona, ciclodextrinas, calixarenos, cucurbiturilos y pillarenos

tienen cavidades hidrofóbicas en las que se pueden incluir moléculas que son denominadas

huéspedes o ligandos.1,3 Ejemplos de receptores macrociclios se muestran en la Figura 1-1.

La introducción de macrociclos en sistemas auto-ensamblados proporciona plataformas

ideales para la fabricación de nuevos materiales y derivados para su uso como agentes qui-

mioterapéuticos a través del reconocimiento molecular huésped-receptor. Esto permite que

algunas limitaciones que tiene la quimioterapia tradicional para aplicaciones cĺınicas puedan

resolverse de manera efectiva.3 Por ejemplo, la solubilidad/estabilidad de algunos fármacos



4 Introducción

Figura 1-1.: Diferentes tipos de macrociclos. (a) ciclodextrina; (b) calix[n]areno, (c) cucur-

bit[n]urilo; (d) pilarenos. Figura adaptada de la referencia 9

poco solubles puede mejorarse significativamente en entornos fisiológicos tras la formación

de complejos huésped-receptor.3,9 Estos complejos permiten lograr una alta acumulación de

fármaco beneficiándose del auto-ensamblaje supramolecular, mejorando notablemente la efi-

cacia de los agentes quimioterapéuticos y reduciendo los efectos secundarios. La naturaleza

dinámica de las interacciones no covalentes hace que la quimioterapia supramolecular sea más

versátil que la quimioterapia tradicional.10,11 Si bien la utilización de macrociclos, principal-

mente de las ciclodextrinas, ha permitido optimizar la administración de muchos y variados

tipos de agentes quimioterapéuticos actualmente se requiere de sistemas de administración

de fármacos más eficientes.11

La búsqueda de nuevos veh́ıculos o sistemas para la administración de fármacos es un área

de investigación sumamente activa dado que permite revalorizar fármacos ya existentes que

presentan problemas como baja solubilidad, excreción temprana o toxicidad. Muchos medi-

camentos empleados actualmente pueden beneficiarse de tecnoloǵıas nuevas e innovadoras

para mejorar su administración y eficiencia terapéutica.12
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1.2. Sistemas de transporte y liberación de fármacos y

sistemas supramoleculares de transporte y liberación

de fármacos.

La quimioterapia es actualmente una de las formas más efectivas de tratar diversas en-

fermedades e implica el uso terapéutico de compuestos qúımicos para tratar una afección en

particular. La quimioterapia tradicional enfrenta varios obstáculos que dificultan la adminis-

tración efectiva y sin efectos secundarios de los fármacos. Entre los problemas más comunes

se encuentran la escasa solubilidad o estabilidad de los fármacos, la falta de direccionamiento

del fármaco hacia el sitio de acción y la liberación no controlada de los mismos. Estos facto-

res limitan considerablemente la eficiencia de los fármacos sumado a los efectos secundarios

graves que muchos de ellos producen en los tejidos normales y en el organismo.10

Como se mencionó anteriormente la revalorización de fármacos que se emplean de hace

tiempo, y que tienen asociados problemas de administración y toxicidad, es una alternativa

muy atractiva para el tratamiento de diversas afecciones. La revalorizacion de fármacos se

potencia aún más debido al hecho de que el desarrollo de nuevas moléculas bioactivas es

sumamente costoso y el proceso, hasta su puesta en el mercado, lleva años. En muchos

casos, por ejemplo en infecciones microbianas y cáncer,10 contar con fármacos eficientes es

una necesidad urgente.12

Una forma de revalorizar fármacos y potenciar sus propiedades evitando los obstáculos

antes mencionados es a través del desarrollo de sistemas de transporte y liberación de fárma-

cos o DDS (por sus siglas en inglés Drug Delivery Systems). Un DDS es un método o proceso

para administrar un compuesto farmacéutico a fin de que éste alcance su efecto terapéutico

en los seres humanos y animales.5

Entre los diversos DDS, están los sistemas supramoleculares de administración de fárma-

cos o SDDS (por sus siglas en inglés Supramolecular Drug Delivery Systems)5,13 que se

construyen utilizando moléculas anfif́ılicas y ofrecen una plataforma flexible y robusta para

diseñar y desarrollar nuevos sistemas de transporte y liberación. También, muchos SDDS

abren la posibilidad de optimizar el direccionamiento del fármaco hacia el lugar donde éste
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debe actuar (targeting).5

En comparación con los sistemas de administración de fármacos convencionales, los SDDS

tienen ventajas únicas debido a la naturaleza dinámica de las interacciones no covalentes, que

otorgan a los transportadores una capacidad de respuesta frente a diversos est́ımulos externos

o internos y, por lo tanto, ofrecen un enfoque atractivo para la fabricación de nano-fármacos

inteligentes. En los SDDS, según el diseño y caracteŕısticas de los bloques de construcción

(anf́ıfilos, poĺımeros, etc.)5 se abre la posibilidad de manipular las morfoloǵıas y tamaños

de los portadores supramoleculares resultantes que, por lo general, tienen tamaños en la

nanoescala. La construcción de SDDS inteligentes y funcionales basados en interacciones

no covalentes no sólo son una herramienta poderosa para que los qúımicos revolucionen

el suministro de medicamentos, sino también son una forma potencial de crear materiales

funcionales inteligentes.

A pesar de todas estas caracteŕısticas y pontencialidad, los SDDS están aún en su in-

fancia y deben superarse muchos desaf́ıos y limitaciones prácticas.5 Dentro de los diferentes

SDDS, las micelas formadas por anf́ıfilos o bloques poliméricos son las que están cobrado

mayor importancia debido a su capacidad de auto-ensamblarse. El auto-ensamblaje de un

transportador de fármacos evita varias etapas en su producción y desarrollos tecnológicos,5

tal como ocurre con los sistemas vesiculares como los liposomas. Uno de los principales pro-

blemas relacionados con los SDDS es su estabilidad (in vivo) en el sistema circulatorio. En

este sentido, el estudio de los sistemas supramoleculares desde las ciencias básicas es de gran

relevancia para poder realizar diseños que permitan evadir estos obstáculos. El diseño de

nuevas moléculas anfipáticas, que presenten propiedades mejoradas respecto a los anfifilos

convencionales y que permitan dirigir la estructura de los sistemas auto-ensamblados, en

cuanto a su tamaño y estabilidad, es una etapa fundamental para el desarrollo de SDDS.

Otro desaf́ıo importante es cómo lograr la traducción exitosa de SDDS desde el laborato-

rio hasta aplicaciones cĺınicas. Esta no es una tarea fácil y es necesario responder muchas

preguntas abiertas para futuras aplicaciones prácticas.
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1.3. Principales interacciones no covalentes en sistemas

auto-ensamblados.

El auto-ensamblaje de módulos moleculares puede formar estructuras generalmente de ta-

maño nanométrico y termodinámicamente estables. A través de interacciones multivalentes,

las moléculas o grupos de moléculas se asocian en estructuras organizadas con una com-

plejidad creciente. Una caracteŕıstica distintiva de estas estructuras y arquitecturas es la

cooperatividad positiva, que surge de la interacción sutil de dos o más tipos de interacciones

no covalentes.5,14

La longitud de un enlace covalente es pequeño (en comparación con las interacciones no

covalentes), con una distancia promedio de menos de 0,2 nm entre los átomos unidos. Las

interacciones no covalentes ocurren con distancias más largas que los enlaces covalentes. La

interacción de superficies hidrófobas o las interacciones electrostáticas pueden suceder so-

bre decenas de nanómetros. Por otro lado, los enlaces no covalentes son 10-100 veces más

débiles en comparación con los enlaces covalentes. Las interacciones multivalentes que invo-

lucran múltiples tipos de enlaces no covalentes, a través del contacto de grandes superficies,

compensan las fuerzas de interacción más débiles y al mismo tiempo permiten la forma-

ción, desintegración y reestructuración de estructuras a gran escala que no son fácilmente

alcanzables mediante la qúımica covalente.

1.3.1. Interacción hidrofóbica de moléculas anfif́ılicas.

Una de las principales interacciones no covalentes responsable de la agregación, es el

efecto hidrofóbico. (Tabla1-1). Las interacciones hidrófobicas tienden a minimizar el costo

energético para insertar una molécula no polar en el agua. La presencia de sustancias no

polares en el agua, tales como cadenas hidrocarbonadas, interrumpe la red de enlaces puente

de hidrógeno del agua con la cual el agua se ordena.

La presencia de un soluto hidrofóbico fuerza a que el agua se acomode a su alrededor

para intentar solvatarlo, haciendo que el agua se ordene a su alrededor. Esto facilita las

interacciones de los enlaces puente de hidrógeno y aumenta la entalṕıa. Simultáneamente,
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Tabla 1-1.: Interacciones supramoleculares I

Interacción Enerǵıa (kJ/mol)

Ion–ion 200–300

Ion–dipolo 50–200

dipolo–dipolo 5–50

Puente hidrógeno 4-120

Catión-π 5–50

π − π 0–50

van der Waals
<5 kJ/mol es variable dependiendo

del area de la superficie hidrofóbica

Hidrofobica
Depende de la enerǵıa

de la interacción con el solvente

I Tabla adaptada de la referencia1.

la aleatoriedad (entroṕıa) de las moléculas de agua disminuye y causa una situación des-

favorable en cuanto a la enerǵıa libre del sistema. Para minimizar dicho costo energético,

las moléculas no polares tienden a unirse y agregarse en solución acuosa para excluir las

moléculas de agua (Figura 1-2). La interacción hidrofóbica contribuye a la formación de una

multitud de estructuras y procesos biológicos, como la formación de las membranas celulares,

el plegamiento de protéınas, la formación de veśıculas subcelulares y la inserción de protéınas

de membrana en el entorno liṕıdico no polar.14

Los investigadores han logrado usar el efecto hidrófobico como una estrategia para generar

estructuras bien definidas. Se han desarrollado numerosos transportadores de fármacos, como

liposomas, micelas, nanopart́ıculas basadas en ĺıpidos o en poĺımeros con el objetivo de

mejorar las propiedades de fármacos encapsulados.15

1.3.2. Enlaces puente hidrógeno

Un enlace puente hidrógeno se establece por las interacciones atractivas entre un dona-

dor de hidrógeno y un aceptor de hidrógeno. Aunque la interacción es relativamente débil,
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Figura 1-2.: Ilustración esquemática del efecto hidrofóbico. La agregación de las regiones

hidrofóbicas de las moléculas reduce el número de moléculas de agua que debe

rodear la superficie hidrofóbica. Figura adaptada de la referencia 22

la formación de múltiples enlaces de puente hidrógeno puede conducir a estructuras auto-

ensambladas fuertes y bien definidas.3,14,15 Los enlaces puente hidrógeno pueden ser muy

débiles en algunos casos o bastantes fuertes y direccionados en otros. Por ejemplo para espe-

cies neutras la fuerza del enlace está en el orden de 5-60 kJ/mol, mientras que si participan

iones la fuerza de interacción es mucho mayor. Una de las principales interacciones que se pre-

sentan en los sistemas supramoleculares son los puente hidrógeno los cuales dan estabilidad

a las estructuras formadas.1,16

La entalṕıa del enlace puente hidrogeno suele ser mucho más débil que el cambio de

entalṕıa involucrado en la formación de un enlace covalente, pero es mucho mayor que el

cambio de entalṕıa impĺıcito en la formación de las interacciones de van der Waals.17.

Como las interacciones de los enlaces puente hidrógeno son más fuertes que la interacción

asociada con el movimiento browniano, los efectos cooperativos permiten la formación de

estructuras muy robustas. La naturaleza dinámica de los enlaces puente hidrógeno en el

agua es una de las maneras más razonables para explicar la naturaleza de las interacciones

hidrófobicas.
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Figura 1-3.: Representación gráfica de un enlace puente hidrógeno. D átomo donor de H y

A átomo aceptor (O, N, S) Figura adaptada de la referencia 1

1.3.3. Interacciones de van der Waals

Las interacciones de van der Waals se generan a partir de fluctuaciones en la distribución

electrónica de especies que se encuentran próximas entre śı. El movimiento de la distribución

electrónica (dipolo) entre dos especies adyacentes direcciona las moléculas de manera tal que

la región positiva del dipolo de una molécula sea atráıda por la región negativa del dipolo

de la otra. De esta manera, los dipolos instantáneos se atraen mutuamente y producen una

interacción de tipo London, cuya fuerza de interaccion es dependiente de la polarizabilidad

de la molécula. Lo contrario ocurre cuando los dipolos se ubican con la carga en el mismo

sentido generando efectos repulsivos.1,18

1.3.4. Interacción electrostática

En los sistemas biológicos, las interacciones electrostáticas entre macromoléculas cargadas

son muy importantes, como por ejemplo en la condensación de ácidos nucleicos, la unión del

tipo ligando-receptor y las interacciones célula-célula. Actualmente el empleo de interaccio-

nes electrostáticas para construir nanoestructuras auto-ensambladas capa por capa (LbL)

representa una estrategia muy utilizada. La ruptura de los enlaces iónicos en el vaćıo requiere

de mayor enerǵıa (por ejemplo, 788 kJ/mol para separar los pares de iones Na+Cl−) que la

ruptura de enlaces covalentes (por ejemplo, 411 kJ/mol para los enlaces C–H).

En soluciones acuosas, la solvatación de los iones por parte de las moléculas de agua reduce

drásticamente el costo energético para separar especies con carga opuesta. Las interacciones

de Coulomb entre dos cargas puntuales están condicionadas por un factor de permitividad



1.3 Principales interacciones no covalentes 11

relativa del medio (ε, también conocida como constante dieléctrica).

1.3.5. Interacciones π-π

Las interacciones de tipo π-π son interacciones no covalentes, atractivas que ocurren en-

tre residuos aromáticos vecinos. Estas interacciones son importantes en múltiples procesos

biológicos, como el plegamiento de protéınas, el reconocimiento molecular y la śıntesis diri-

gida.14

De acuerdo con la geometŕıa de las interacciones aromáticas, las interacciones π-π son

representadas por tres posibles orientaciones de sistemas aromáticos. El primer tipo es la

interacción Eclipsada cara-cara o sándwich; la segunda interacción es desplazamiento paralelo

y la última es borde-cara o forma de T siendo las formación Eclipsada cara-cara menos

estable frente a las dos últimas (Figura 1-4).

Figura 1-4.: Geometŕıas de las interacciones π-π. a) Eclipsada cara-cara b) Desplazamiento

paralelo y c) Borde-cara o forma de T. Figura tomada de la referencia 19

La formación denominada desplazamiento paralelo es en la cual dos sistemas de anillos

aromáticos paralelos, separados por una distancia 3,5 Å, se encuentran desplazadas uno del

otro de tal manera que la interacción se da entre el centro de un anillo y la esquina del otro

(Figura 1-4 b). El tipo borde-cara o forma de T es en donde un átomo de hidrógeno

de uno de los anillos interactúa en orientación perpendicular con respecto al centro del otro

anillo (Figura 1-4 c).
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1.4. Interacciones huésped-receptor

Las interacciones del tipo huésped-receptor se logran mediante la introducción de recep-

tores macroćıclicos en sistemas supramoleculares. Las moléculas macroćılicas (receptores),

como los éteres corona, ciclodextrinas, calixarenos, cucurbiturilos y pillarenos, tienen cavi-

dades hidrófobicas en las que pueden incluirse moléculas que son denominadas huéspedes

o ligandos.1,3 Estos huéspedes o ligandos interaccionan con el receptor a través de una o

más de las interacciones no covalentes antes descritas generando un complejo de inclusión

o supramolécula. Los huéspedes pueden ser moléculas simples y pequeñas o bien moléculas

complejas que poseen sitios que interaccionan con el receptor de manera no covalente. En las

interacciones huésped-receptor el sitio de unión de la molécula debe tener el tamaño, geo-

metŕıa y funcionalidad complementaria con la otra molécula tal como ocurre en los sistemas

enzima-sustrato.19

Los principales receptores de acuerdo a la interacción con la molécula huésped, se divi-

den en cavitandos y clatratos. Los primeros pueden describirse como receptores que poseen

cavidades intramoleculares permanentes, en el cual la cavidad de la molécula existe tanto

en solución como en estado sólido. A la inversa, los clatratos que son receptores con cavida-

des extramoleculares20 son relevantes sólo en el estado cristalino o sólido. También podemos

distinguir una tercera situación en la que dos moléculas se asocian utilizando fuerzas no cova-

lentes, pero no se ajusta a las descripciones de ”huésped-receptor”. En estas circunstancias,

se habla del auto-ensamblaje de moléculas mutuamente complementarias. En la Figura 1-5

se muestran las diferentes formaciones estructurales en las que intervienen las interacciones

huésped-receptor.19

Las moléculas macroćıclicas en sistemas huésped-receptor se han utilizado por ejemplo

para formar complejos que mejoran la solubilidad o estabilidad en agua de las moléculas

huésped. A través de la funcionalización qúımica las moléculas macroćıclicas pueden ser

provistas de nuevas propiedades, tales como alta solubilidad en agua, biocompatibilidad y

propiedades anfifilicas En la formulación de variados medicamentos la utilización de ma-

crociclos permitió aumentar la solubilidad del fármaco, además de modificar la liberación y

biodisponibilidad del mismo.21
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Figura 1-5.: Representación gráfica de la formación de estructuras por interacción huésped-

receptor. A) Complejos de inclusión huésped-receptor. B)Inclusión de molécu-

las huésped en cavidades formadas entre moléculas (clartratos). C) Śıntesis

y auto-ensamblaje de un agregado supramolecular que no corresponde a la

descripción clásica de huésped-receptor.)Figura adaptada de la referencia 1
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1.5. Cooperatividad: sinergia de interacciones no

covalentes

En los sistemas constituidos por macromoléculas auto-ensambladas ocurren simultánea-

mente múltiples tipos de interacciones no covalentes con enerǵıas compensatorias que condu-

cen a arquitecturas altamente complejas y dinámicas. La morfoloǵıa de los auto-ensamblados

se establece cuando las diferentes fuerzas o interacciones alcanzan un equilibrio. Por ejem-

plo, la estructura de una micela refleja el balance entre fuerzas atractivas hidrofóbicas de

las cadenas hidrocarbonadas y fuerzas repulsivas entre los grupos polares.15 La geometŕıa

de la molécula también adquiere relevancia y condiciona el tipo de auto-ensamblado que se

forma.18

1.6. Surfactantes

La palabra surfactante deriva del inglés surfactant que es un acrónimo que hace referen-

cia a un compuesto que presenta actividad de superficie (surface active agent) el cual posee

capacidad para reducir la enerǵıa interfacial denominados también tensioactivos .22 La exis-

tencia de superficies es termodinámicamente desfavorable y su creación requiere cantidades

sustanciales de enerǵıa y más aún cuanto más difieren las fases involucradas. La minimiza-

ción de la enerǵıa interfacial y la maximización del área interfacial pueden ser manejadas

por sustancias con propiedades anfif́ılicas.

Los anf́ıfilos son compuestos orgánicos, que contienen grupos o regiones hidrofóbicas como

cadenas hidrocarbonadas largas, y grupos hidrof́ılicos que tienen naturaleza polar (Figura 1-

6). Estas sustancias son compatibles con fases o solventes inmiscibles y pueden mediar entre

ellas. Además, debido a sus propiedades anfif́ılicas tienen la propiedad de auto-ensamblarse

dando como resultado micelas, veśıculas o cristales ĺıquidos liotrópicos, entre otros. La disper-

sión de estas moléculas en una interfase aire-agua disminuye el valor de la tensión superficial,

aumentando la presión de superficie.22

Los surfactantes o compuestos tensioactivos son ubicuos en la naturaleza y se utilizan



1.6 Surfactantes 15

Figura 1-6.: Representación esquemática de un anfifilo.

activamente en diferentes aplicaciones tecnológicas como detergentes o como agentes emul-

sionantes. La industria farmacéutica los utiliza asiduamente para la formación de estructuras

auto-ensambladas debido a su versatilidad ya que permiten la solubilización y transporte

de fármacos hidrofóbicos. Estas moléculas se utilizan como excipientes para el suministro

de principios activos en diversas formulaciones (soluciones, emulsiones, dispersiones, cápsu-

las).22

Los surfactantes permiten mejorar el paso de los principios activos a través de mem-

branas biológicas, manteniendo la concentración adecuada y permitiendo que el principio

activo alcance su punto de acción. Además, en algunos casos pueden tener un efecto farma-

cológico. Estas moléculas deben presentar caracteŕısticas biológicas muy espećıficas para que

la industria farmacéutica las tenga en cuenta, como por ejemplo, estándares de toxicidad,

alergenicidad, efectos secundarios, etc.22

Los surfactantes se pueden clasificar de acuerdo a su estructura molecular como surfactan-

tes iónicos (aniónicos o catiónicos), surfactantes zwiteriónicos que portan una carga negativa

y otra positiva resultando en una especie neutra, y surfactantes no iónicos. En los últimos

años, se han desarrollado surfactantes que tienen propiedades mejoradas o que presentan

valor agregado en su estructura molecular, tales como los surfactantes gémini, surfactantes

que contienen macrociclos que otorgan al sistema propiedades de reconocimiento, surfactan-

tes con regiones que pueden responder a est́ımulos lumı́nicos o a cambios de pH o bien que

tengan un grupo con actividad cataĺıtica, etc.23
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Una de las propiedades más importantes de los anf́ıfilos es la capacidad de formar coloides

a través de la auto-organización de un conjunto de moléculas cuando se ponen en contacto con

el agua. El coloide más pequeño es la micela y al aumentar la concentración de surfactante, es

posible formar cada vez más micelas. Debido a que todas las micelas tienen aproximadamente

el mismo tamaño, pueden eventualmente agruparse en estructuras organizadas más complejas

con simetŕıa diferente, conocidas como fases de cristal ĺıquido liotrópico (LLC). Además, las

micelas pueden organizarse en cilindros adoptando una disposición hexagonal, seguida de la

formación de fases lamelares.23

La forma más simple de una micela es la de un agregado con aproximadamente el doble

del diámetro de una sola molécula de surfactante.22 En agua, los tensioactivos se disponen

con sus cabezas polares apuntando hacia la fase acuosa en tanto que el dominio interno

hidrófobico queda en el corazón o interior de la micela(Figura 2-4). La concentración micelar

cŕıtica (CMC) es la concentración de surfactante a partir de la cual las primeras micelas

pueden observarse en solución estando en equilibrio con sus monómeros. Antes de alcanzar

la CMC, la interfase aire-agua va siendo ocupada por moléculas de surfactante con su cola

hidrocarbonada dirigida hacia la fase gaseosa (aire) tal como se muestra en la Figura 2-4.

Este proceso dependiente de la concentración, puede conocerse mediante mediciones de la

tensión superficial (γ), conductividad, presión de superficie π, etc.22

En los casos donde no se conoce con certeza si la estructura auto-ensamblada formada por

un surfactante es una micela clásica, se puede utilizar el término concentración de agregación

cŕıtica (CAC) para definir el fenómeno antes descrito.24

1.7. Sistemas coloidales utilizados para el transporte de

fármacos

La administración de medicamentos debe realizarse de tal forma que el fármaco se encuen-

tre en una determinada concentración constante en el tiempo (dosis terapéutica efectiva).

Esta caracteŕıstica es importante en el momento de administrar el medicamento debido a

que existen algunas dificultades como la desviación del fármaco del órgano diana y la in-
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Figura 1-7.: Auto-ensablados formados por un anfifilo después de superar la concentración

de agregación cŕıtica.

capacidad del fármaco para penetrar en las células o tejidos deseados. Habitualmente, para

compensar la pérdida del fármaco durante su recorrido por ejemplo por interacción con otros

órganos, lo que produce una disminución de la concentración efectiva, se aumenta la dosis

del fármaco ocasionando efectos adversos.

La tendencia creciente en el desarrollo de nuevos medicamentos, han suscitado el desa-

rrollo de fármacos centrados en la potencia y la alta actividad, que a menudo conducen a

moléculas lipof́ılicas y poco solubles en agua, estas caracteŕısticas conducen a problemas

en la estabilidad y en la capacidad de administrar el fármaco de forma amigable para el

paciente.25

Los fármacos pueden presentar problemas en la solubilidad y por lo tanto en la disolución,

la estabilidad y la falta de especificidad para los tejidos. Para mejorar estos inconvenientes

algunos autores recomiendan trabajar en la optimización de la estructura molecular del

fármaco,26 sin embargo, esta optimización no es aplicable para todas las moléculas.25

En la actualidad, se han desarrollado estrategias para el tratamiento de diversas enfer-

medades, cuya finalidad es la búsqueda de transportadores de fármacos, especialmente de

fármacos hidrofóbicos con muy baja solubilidad en medios acuosos,27 para que alcancen el

lugar de actuación con una concentración adecuada que permanezca constante durante el

tiempo necesario. Estas moléculas hidrofóbicas, al tener baja solubilidad en agua, se eliminan

por v́ıa renal lo que generalmente produce una elevada toxicidad sistémica que representa la

principal barrera que limita su uso terapéutico (especialmente para fármacos oncológicos o
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micóticos).27

El desarrollo de nuevos fármacos representa un largo camino con grandes costos y pocas

posibilidades de éxito, debido a las etapas que se deben cumplir para llegar a la comercializa-

ción. El proceso que conlleva la investigación y desarrollo de nuevos fármacos requiere de un

grupo interdisciplinario, lo que en parte justifica los enormes costos involucrados.28 Debido a

estas limitaciones, gran parte de los desarrollos y proyectos de investigación se han enfocado

en la mejora de la eficacia y seguridad de los medicamentos tradicionales innovando en la

formulación. Además, la formulación mejorada de los medicamentos existentes representa

un negocio lucrativo para la industria farmacéutica que enfrenta un déficit de innovación de

nuevas moléculas.29

Los sistemas coloidales, son utilizados como transportadores de fármacos y son útiles para

disminuir los problemas de compuestos terapéuticos existentes y sus efectos secundarios.30

Estos sistemas buscan estrategias para mejorar el suministro sistémico de fármacos insolubles

en agua.

Entre los sistemas transportadores más utilizados se encuentran los liposomas (Figura

1-8), que son compuestos formados por una o más bicapas liṕıdicas que limitan un interior

acuoso,31,32 y por lo tanto poseen la capacidad de encapsular fármacos33 tanto hidrofóbicos

como hidrof́ılicos.

Las micelas son otro tipo de transportador ampliamente utilizado, su principal ventaja

es la capacidad de auto-ensamblaje y su tamaño pequeño en comparación con los liposomas

(dentro de un rango de 5-100 nm),34–36 lo que evita que el sistema inmunológico las detecte

fácilmente. La mayor desventaja de los sistemas micelares surge principalmente de su alta

inestabilidad a la dilución. El fenómeno de micelización se origina por el auto-ensamblaje que

es un fenómeno reversible30 que consiste en un equilibrio termodinámico entre el monómero

y el agregado, determinado por la concentración de agregación cŕıtica (CAC).37 Para las

micelas clásicas, el valor de la CMC depende del balance hidrof́ılico-lipof́ılico de la molécula

anfipática y esta en el orden de concentración mM.22,36 Debido a la naturaleza dinámica

de las micelas la búsqueda de anfifilos que posean CMC muy bajas (en el orden de µM o

menor) se ha convertido en un objetivo importante para el diseño de SDDS, para que las
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Figura 1-8.: Representación gráfica de estructuras utilizadas para el transporte de princi-

pios activos. Figura adaptada de la referencia 5

micelas puedan resistir mejor el efecto de la dilución cuando son administradas al torrente

sangúıneo.36

Por ejemplo los gangliósidos, que son moléculas de origen natural, presentan propiedades

promisorias como anfifilos para generar SDDS. Los gangliósidos son glicoĺıpidos complejos

con caracteŕısticas anfif́ılicas debido que poseen un grupo sacárido y una ceramida. En la

Figura 1-9 se muestra como ejemplo al gangliósido GM1. En soluciones acuosas, la mayoŕıa

de gangliósidos se auto-ensamblan espontáneamente formando micelas con un CAC muy

baja (1 × 10−10 − 1 × 10−4M)34,38 y número de agregación en el orden de cientos. Muchos

gangliósidos tienen una CAC más baja que la mayoŕıa de los anfifilos probablemente debi-

do a la presencia de un grupo polar voluminoso y a la posibilidad de entablar numerosos

puentes de hidrógenos entre los sacáridos de las diferentes moléculas. A diferencia de GM1,

los gangliósidos con grupos polares pequeños como GM3 y GM4 presentan la capacidad de

formar veśıculas espontaneas sin suministro de enerǵıa externa y, por lo tanto, en equili-

brio termodinámico.39 Partiendo de las propiedades de los gangliósidos y otros compuestos

conteniendo sacáridos se han direccionado diferentes investigaciones para el desarrollo de

nuevos transportadores basados en estructuras que contienen carbohidratos.40–43 Este tipo

de transportadores se denominan glicotransportadores.40–42
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Figura 1-9.: Gangliósido GM1

1.8. Ciclodextrinas como sistemas transportadores.

Las ciclodextrinas (CDs) han abierto nuevas perspectivas en varios procesos orientados a

la entrega y liberación de fármacos. Las ciclodextrinas, también son conocidas como malto-

dextrinas o cicloglucanos, presentan gran importancia para la industria por su versatilidad,

además de sus costos razonables de producción. La utilidad de las ciclodextrinas se debe en-

tre otros a la capacidad de formar complejos de inclusión, y de modificar las caracteŕısticas

fisicoqúımicas del huésped que se incluye, de ser soluble en agua y presentar baja toxicidad.

Por ello la industria alimentaria, cosmética y farmacéutica las utilizan frecuentemente.19

Las CDs se clasifican como nativas y derivadas. Las primeras se obtienen a través de la

degradación enzimática del almidón. Las ciclodextrinas nativas más comunes son α, βyγ que

consisten en 6, 7 y 8 unidades de D-glucopiranosa44 unidas por enlaces α -(1–4) que forman

una estructura de cono truncado.44 Su estructura presenta una cavidad hidrófobica bastante

ŕıgida y bien definida, esto les permite formar complejos de inclusión por interacciones no

covalentes con diversos compuestos orgánicos (incluidos los fármacos) e inorgánicos. En los

bordes tienen grupos hidroxilos (OH) primarios y secundarios que le otorgan un revestimiento

externo de naturaleza hidrof́ılica.45,46 En la tabla 1-2 se muestran algunas propiedades y

dimensiones de las CDs y en la Figuras 1-10 y 1-11 la estructura qúımica de la CDs nativas.

En la disposición estructural de la glucosa (forma de silla), los grupos hidroxilos secunda-

rios ubicados en el C–2 y el C–3 están localizados en la cavidad de mayor diámetro, mientras
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los hidroxilos primarios (del C–6) quedan dispuestos en la boca de menor diámetro. Los

hidroxilos primarios pueden rotar y bloquear parcialmente la cavidad en tanto que los hi-

droxilos secundarios son relativamente ŕıgidos.47–49 Los hidroxilos secundarios tienen rigidez

porque forman un cinturón de enlaces puente hidrógeno intramoleculares entre grupos hidro-

xilo en las posiciones C–2 y C–3 en unidades de glucosa adyacentes.50 Por medio de técnicas

como la cristalograf́ıa de rayos X se pudo conocer en detalle la estructura tridimensional

de las ciclodextrinas aśı como también la estructura de los complejos de inclusión que en

ellas se forman.51 La magnitud de la interacción entre la ciclodextrina y el huésped que se

incluye se caracteriza mediante la constante de asociación (Ka) la cual está representada en

las ecuaciones 1-1 y 1-2

CD +Huésped
Ka⇀↽CD −Huésped (1-1)

Ka =
[CD −Huésped]

[CD][Huésped]
(1-2)

Figura 1-10.: A) Representación esquematica de una ciclodextrina en forma de cono trun-

cado B) Glucopiranosa con la numeración de los átomos de carbono.

La mayoŕıa de los estudios de formación de complejos de inclusión con CDs se han reali-

zados en soluciones acuosas, pero también puede ocurrir en estado sólido.51 Este fenómeno

dinámico, implica un equilibrio entre las especies libres y complejadas.52 La formación de

complejos con CDs está dada por la suma de múltiples interacciones débiles. El complejo se

origina a partir de la introducción de la parte menos polar del huésped dentro de la cavidad,
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Figura 1-11.: Estructura qúımica de ciclodextrinas nativas.

Tabla 1-2.: Propiedades estructurales y fisicoqúımicas de CDs nativas.

Tipo de CD Diámetro de la cavidad, Å Peso Molecular Solubilidad1

αCD 4,7d1 -5,3d2 972 14,5

βCD 6,0d1 - 6,5d2 1135 1,85

γCD 7,5d1 – 8,3d2 1297 23,2

δCD 10,3d1 – 11,2d2 1459 8,19

d1Cavidad inferior.

d2Cavidad superior.

1g/100 mL en agua.

lo que conlleva a la deshidratación del huésped y receptor.53 Los enlaces puente hidrógeno

en los complejos de inclusión contribuyen a la estabilidad, la liberación de moléculas de agua

incluidas en la cavidad y liberación de tensión de la molécula de ciclodextrina luego de la

formación del complejo. Además de las interacciones débiles entre el huésped y el receptor

se conoce que la cavidad del receptor se acomoda para generar interacciones más fuertes con

la molécula huésped. Esto ocurre porque existe la libertad del receptor para acomodar su

cavidad a la forma del huésped, sin dejar de lado la compatibilidad geométrica.53.

Las ciclodextrinas pueden ser modificas con diferentes grupos funcionales, otorgándoles

propiedades adicionales frente a las ciclodextrinas nativas. La modificación qúımica de las
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ciclodextrinas nativas pueden aumentar por ejemplo la solubilidad de estas moléculas en di-

ferentes solventes, o bien permitir que se generen estructuras robustas útiles para la entrega

y liberación de fármacos.54 Un tipo de ciclodextrinas modificadas son las metiladas o aceti-

ladas; las propiedades de estas ciclodextrinas modificadas son significativamente diferentes

a sus análogas nativas. Los derivados metilados presentan una mayor solubilidad en agua,

(dependiendo del grado de metilación), mientras que conservan la capacidad de proteger a

las moléculas huésped de varios procesos no deseados.55 Además, en muchos casos pueden

formar complejos más fuertes que las CDs nativas.

Las CDs nativas, en particular la βCD, tienen una solubilidad acuosa limitada, lo que

significa que los complejos resultantes de la interacción con moléculas apolares con βCD

también pueden ser insolubles en sistemas acuosos. Si se compara con una ciclodextrina

modificada se observa una diferencia en la solubilidad. Esto se debe a que la βciclodextrina

forma puente des hidrógeno intra e intermolecular (OH-2, OH-3 y OH-6) relativamente fuer-

tes en la red cristalina, la sustitución de cualquiera de los grupos hidroxilos formadores de

puentes hidrógeno, da como resultado una mejora importante en la solubilidad acuosa.56

Las ciclodextrinas nativas, sus derivados hidrófilicos y las β-ciclodextrinas metiladas mues-

tran una capacidad limitada para permear las membranas biológicas lipof́ılicas tales como

la córnea.48 Los estudios de toxicidad han demostrado que las ciclodextrinas administradas

por v́ıa oral no son tóxicas, debido a la falta de absorción en el tracto gastrointestinal e

incluso algunas son seguras cuando se administran por v́ıa parenteral. Sin embargo, los estu-

dios toxicológicos demostraron que la , βCD y las ciclodextrinas metiladas no son adecuadas

para la administración parenteral en altas concentracioenes.48,57 Entre las ciclodextrinas, la

βCD es la mas utilizada para la formación de complejos de inclusión con numerosos com-

puestos, dentro de ellos fármacos. La inclusión y carga eficaz de fármacos además del costo

relativamente bajo han echo que se use extensamente en la industria farmacéutica.

Las βCD modificadas comerciales son las más económicas y menos tóxicas58, demostrando

capacidad de solubilización y formar complejos estables.27 59

Dentro de las CDs modificadas, las CDs anfif́ılicas son importantes para el transporte de

fármacos debido a que pueden generar interacciones con las membranas biológicas y además
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presentan la capacidad de auto-ensamblaje en soluciones acuosas.

En nuestro grupo se sintetizaron diversas ciclodextrinas anfif́ılicas monosustituidas con

un grupo acilo56,60–62 que se tomaron como base para el desarrollo de esta tesis. En la Figura

1-12 se muestra la estructura general de estos anfifilos y en el apéndice A se describe su

śıntesis, purificación y caracterización. Estas CD anfif́ılicas presentan la propiedad de formar

agregados auto-ensamblados con alto potencial para su empleo como SDDS debido a que

presentan dos sitios de reconocimiento, el corazón hidrofóbico del agregado y la cavidad de

la ciclodextrina.

Figura 1-12.: Esquema de los dos isómeros obtenidos la ciclodextrina anfif́ılica utilizada en

este trabajo denominada βCD-C16

1.9. Fármaco hidrofóbico que busca transportador: la

Anfotericina B

La Anfotericina B (AmB)(C47H73NO17) es un antibiótico poliénico que fue descubierto

en 1955, aislado de Strptomyces nodosus en Venezuela. Este fármaco mostrado en la Figura

1-13, sumamente hidrofóbico, se utiliza para el tratamiento de infecciones fúngicas y para-

sitarias y, a pesar de que presenta serios problemas de toxicidad, sigue siendo un fármaco de

elección debido a que no se ha desarrollado resistencia microbiana.63–69
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La AmB es un antifúngico de amplio espectro que se utiliza en el tratamiento de infecciones

sistémicas provocadas por Candida albicans y Aspergillus fumigatus, principalmente. Estas

micosis son frecuentes en pacientes con inmunodeficiencias, en aquellos que han recibido

trasplantes o bien, que reciben quimioterapias para el tratamiento de cáncer.63–68

La AmB también es un fármaco de elección para el tratamiento de leishmaniasis, una

enfermedad parasitaria.63–65,68–70 La leishmaniasis es una enfermedad producida por pro-

toazorios del género Leishmania y transmitida en la naturaleza por d́ıpteros hematófagos

(mosquitos).64,65 Dicha enfermedad está caracterizada por presentarse cĺınicamente con le-

siones mucocutáneas o viscerales con evolución a la cronicidad en la mayoŕıa de los casos.69

Esta es una de las enfermedades más desatendidas en todo el mundo, y afecta predominan-

temente a los más pobres, sobre todo en los páıses en desarrollo; se considera que hay 350

millones de personas en riesgo de contraerla, y cada año se producen 2 millones de casos

nuevos. Está presente en 98 páıses entre el nuevo y el viejo mundo y su prevalencia mundial

se calcula en 14 millones de afectados.71 En Argentina los primeros casos de leishmaniasis

cutánea se registraron en la década de 1910. Desde 1985 la enfermedad re-emergió gene-

rando focos epidémicos con más de 900 casos, fenómeno que abarcó toda el área endémica:

Salta, Jujuy, Tucumán, Catamarca, Santiago del Estero, Chaco, Formosa, Misiones, Corrien-

tes.72 Esta situación de alto riesgo implica la necesidad de profundizar el conocimiento para

desarrollar nuevas estrategias terapéuticas y herramientas para evitar la progresión de esta

enfermedad.71,72

El uso cĺınico de AmB para el tratamiento de estas afecciones se encuentra sin embargo

limitado por los severos efectos adversos que produce, principalmente asociados a nefrotoxi-

cidad que conllevan a una falla renal severa. Debido a esto, y a la falta de otras alternativas

terapéuticas, desde la década del 90’se han desarrollado diferentes formulaciones que buscan

reducir la toxicidad y mejorar la biodisponibilidad de este fármaco.67,68,73–81 También se ha

intentado obtener derivados biológicamente activos de AmB sin demasiado éxito debido la

complejidad de esta molécula.82,83
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1.9.1. Caracteŕısticas y propiedades f́ısicas y qúımicas de AmB

AmB es un producto natural de color amarillo/anaranjado cuyo peso molecular es 924,08

g/mol. Es un macrólido poliénico que exhibe dos propiedades fisicoqúımicas que condicionan

su comportamiento: es un anfifilo y un anfótero. La estructura qúımica de AmB se muestra

en la Figura 1-13.

Figura 1-13.: Estructura qúımica de AmB.

AmB presenta comportamiento anfif́ılico debido a que posee una región o cara polar con

presencia de grupos hidroxilos y una región o cara apolar dada por una cadena heptaénica.

AmB es un anfótero, en su estructura hay un grupo ácido carbox́ılico y un amino cuyos

pKa son 5,7 y 10, respectivamente;84 a pH fisiológico tanto el grupo ácido como el amino

se encuentran ionizados. AmB también posee una lactona interna y un amino-azúcar, la

micosamina. Como consecuencia de su naturaleza anfif́ılica y zwiteriónica AmB es muy poco

soluble en agua y en muchos solventes orgánicos. Su solubilidad en agua a pH fisiológico (pH=

6-7) es menor a 1 mg/L; su solubilidad a pH < 2 o pH > 11 es bastante más alta y en estas

condiciones forma sales, estas sales desafortunadamente presentan actividad antimicrobiana

reducida y ademas en estas condiciones de pH extremo AmB no es estable.68 En la tabla
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Tabla 1-3.: Solubilidad de AmB. ∗

Solvente Solubilidad mg/mL

Agua <1 a pH 6-7

Metanol 2000

Etanol 500

Cloroformo 100

DMSO 32

Ciclohexano 20

Éter de petróleo 10

Dimetil formamida 2

Propilenglicol 1

∗ Tabla adaptada de referencia68

1-3 se muestra la solubilidad de AmB en diferentes solventes.68,73

Debido a la naturaleza anfipática de AmB, cuando se encuentra en solución, esta molécula

se auto-asocia y posteriormente se agrega al superar ciertos ĺımites de concentración;68,78,85–88

la totalidad de los autores coinciden en este aspecto, pero los valores informados a los cuales

ocurren la auto-asociación y posterior agregación son muy diferentes aunque están aproxi-

madamente en el mismo orden de concentración. La presencia del heptaeno en AmB, que

es un cromóforo, le otorga caracteŕısticas espectrales únicas que han permitido estudiar y

conocer su estado de agregación; nuevamente a lo largo de la bibliograf́ıa surgen algunas

discrepancias respecto a la interpretación de este fenómeno que han llevado a interesantes

discusiones entre investigadores abocados al estudio de AmB.87,89–91

En agua coexisten diferentes especies de AmB, encontrándose una mezcla de monómeros

y agregados solubles junto a agregados menos solubles o insolubles.68,85,92,93 También, a lo

largo de la literatura se encuentra diferente nomenclatura para designar las formas agregadas

de AmB tornándose dif́ıcil la correlación de datos provenientes de diferentes fuentes.

En agua las formas auto-asociadas (dimeros, tetrameros) de AmB comienzan a observarse

alrededor de una concentración de 0,22-1 µM (0,20-0,92 µg/mL) de AmB, valores que se
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Tabla 1-4.: Caracteŕısticas y sinónimos utilizados para designar los diferentes estados de

agregación de AmB en soluciones acuosas.∗

Estado de

Agregación de

AmB

Aspecto de la

solución
Sinónimos

Monómero
Amarillo,

translúcido

Oligómero
Amarillo,

translúcido

Dı́meros, Tetrámeros

auto-agregados pequeños y solubles

Agregación de oligómeros Amarillo, opaco
Poli-agregados, super-agregados o auto-

agregados insolubles

Super-agregados formados por calentamiento o

bien presentes en nanoestructuras75,78

∗ Tabla adaptada de referencia.68 78

encuentran por debajo de la concentración micelar cŕıtica (CMC).68,78 Por su parte, se han

informado valores de CMC para AmB que vaŕıan entre 0,60-3,25 µM (0,55-3 µg/mL).68,94

La forma monomérica de AmB en agua ocurre cuando esta se encuentra en muy baja

concentración, por debajo de 0,1 µM.95 Al aumentar la concentración se forman agrega-

dos diméricos que algunos autores llaman oligómeros, d́ımeros, o auto-agregados pequeños-

solubles de AmB. Si la concentración en agua aumenta, se produce la agregación de los

oligómeros originando multi-agregados también llamados poli-agregados, auto-agregados in-

solubles, o super-agregados de AmB.96,97 El término super-agregado también se ha utilizado

para hacer referencia a formas asociadas de AmB formadas por efecto del calentamiento o

bien presentes en ciertas nanoestructuras.75,78 Cada una de estas especies presenta espec-

tros de absorción UV-Vis, de fluorescencia y dicróısmo circular caracteŕısticos.68 En la tabla

1-4 se resume el nombre de los agregados formados por AmB en agua cuyas propiedades

espectroscópicas se detallan en el caṕıtulo 3.
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El estado de agregación de AmB condiciona su actividad y toxicidad aśı como también

la capacidad o modo en que AmB interacciona con membranas celulares, su sitio de acción,

tanto en hongos, parásitos y mamı́feros. En la bibliograf́ıa de los últimos años parece consen-

suarse la idea de que la forma monomérica de AmB es la menos tóxica, pero la más dif́ıcil de

lograr en una formulación farmacéutica.68,78,98 Por otra parte, se ha visto que las formulacio-

nes que presentan formas poli-agregadas o super-agregadas tienen un mejoramiento del ı́ndice

terapéutico con disminución de la toxicidad hacia mamı́feros manteniendo la actividad an-

tifúngica.68,75 Estas formas super-agregadas son las que se obtienen mediante formulaciones

que han sido sometidas a calentamiento o bien son DDS basados en nanoestructuras. Estu-

dios espectroscópicos sugieren una estructura altamente organizada en los super-agregados

de AmB en donde la región poliénica está secuestrada o presente en un entorno no polar.75

Por lo antes expuesto, es evidente que son dos las estrategias que permiten reducir la toxici-

dad de AmB en formulaciones farmacéuticas: la separación molecular completa para contar

con monómeros o la formación de especies auto-asociadas con caracteŕısticas similares a las

presentes en los super-agregados.

1.9.2. Mecanismo de acción de AmB

Desde su descubrimiento diversos mecanismos de acción han sido propuestos para AmB,

cabe mencionar que aún no hay un consenso al respecto, pero tres mecanismos son los

más aceptados.68 En todos ellos la membrana celular es el sitio de acción de AmB. Los

esteroles están involucrados de alguna manera, se propone que AmB tiene mayor afinidad

o mejor complementariedad espacial con ergosterol que con colesterol;99 esta diferencia es

generalmente la que se ha utilizado para explicar la mayor selectividad de AmB hacia hongos

respecto a las células de mamı́feros.99,100

El mecanismo de acción más antiguo y estudiado propone un modelo de canal iónico. Este

modelo fue propuesto por Finkelstein en 1973.68,101 El modelo propone que AmB forma poros

en la membrana celular los cuales son responsables de la pérdida de K+ y otras moléculas

pequeñas esenciales para la función celular.99 Actualmente se propone que la formación de

poros depende de la concentración de AmB y que la presencia de esteroles no es necesaria
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para que estos poros ocurran.100,102 Sin embargo en presencia de colesterol la formación de los

poros lleva más tiempo que cuando las membranas tienen ergosterol y además en presencia

de colesterol los iones que traspasan el poro los bloquean en mayor medida.68 En la Figura

1-14 se esquematiza este mecanismo de acción.

Figura 1-14.: Mecanismo de acción de AmB a través de la formación de poros en la mem-

brana. Figura adaptada de la referencia 88.

El segundo mecanismo de acción propuesto para AmB se basa en el daño oxidativo pro-

ducido a nivel celular, esto seŕıa lo que causa por ejemplo la lisis de los hongos y la lisis de

glóbulos rojos observada en mamı́feros. En este mecanismo se propone la formación de es-

pecies reactivas del ox́ıgeno (ROS) que oxidan las membranas liṕıdicas produciendo cambios

en la permeabilidad celular además de afectar muchas otras funciones celulares.68

El tercer modelo que describe el mecanismo de acción de AmB se basa en la adsorción

de esta molécula a la superficie celular. Se ha propuesto que AmB se adsorbe de manera

paralela al plano de la membrana liṕıdica desestabilizándola y secuestrando esteroles hacia

la superficie de la bicapa. Este modelo se denomina sterol sponge model en donde AmB forma

grandes agregados en la proximidad de las células fúngicas, de donde extraeŕıa ergosterol;

este proceso requiere de una muy fuerte interacción entre ergosterol y AmB. Este mecanismo
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ha sido propuesto más recientemente y se apoya en la observación de grandes agregados de

AmB que rodean células fúngicas.68,102–104 En la Figura 1-15 se esquematiza este mecanismo

de acción.

Figura 1-15.: Mecanismo de acción de AmB conocido como esponja de adsorción de este-

roles (sterol sponge model Figura adaptada de la referencia 88.

1.10. Modelos de biomembranas

La composición qúımica de las membranas biológicas esta dada por diversas moléculas

tales como ĺıpidos, protéınas y glúcidos. En ellos los ĺıpidos se encuentran dispuestos en

forma de bicapa, mientras que las protéınas se disponen en forma irregular y asimétrica

entre la doble capa de los lipidos. Los componentes de la membrana otorgan un cierto grado

de movilidad a la membrana.105

El estudio de las membranas biológicas parte de la organización lateral y las funciones

espećıficas de los componentes. Existen diversos sistemas artificiales que pueden simular

membranas biológicas, los cuales dan la posibilidad de controlar la composición y organiza-

ción de sus componentes, lo que permite utilizarlas como membranas modelo. Los modelos

de biomenbranas más conocidos son las monocapas, las veśıculas (liposomas) y las bica-
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pas soportadas. Los cuales presentan ventajas y desventajas frente en la simulación de las

membranas celulares.

El modelo de monocapas de Langmuir presenta grandes ventajas sobre los otros modelos

de biomembranas, debido a que la composición de la monocapa y las áreas moleculares de los

componentes se pueden controlar con gran precisión, lo que permite el estudio sistemático

del comportamiento e interacciones intermoleculares o el efecto de un componente particular

en las membranas.106

Las veśıculas liṕıdicas o liposomas son modelos de membrana utilizados para el estudio de

fusión, reconocimiento molecular, adhesión celular e intercambio a través de la membrana,

entre otros. Son estructuras con un compartimento acuoso interno confinado por una bicapa

lipidica. Las veśıculas liṕıdicas se pueden clasificar en función del tamaño y del número

de lamelas. Una desventaja de las veśıculas liṕıdicas es que no reflejan la asimetŕıa de las

membranas biológicas.107,108

Por último, las bicapas liṕıdicas soportadas (SLB, por sus siglas en inglés) son modelos de

membrana constituidas por una bicapa liṕıdica plana, soportada sobre una superficie sólida

tal como mica, vidrio u óxido de silicio. En este modelo, los grupos de la cabeza polar de

la primera monocapa liṕıdica están orientados hacia el soporte, mientras que las cadenas

hidrocarbonadas de los ĺıpidos están en contacto con las cadenas liṕıdicas de la segunda

monocapa. Los SLB presentan ventajas sobre las veśıculas liṕıdicas debido a que estas se

pueden preparar con mayor facilidad y son mucho más estables que las veśıculas liṕıdicas.

Además, tanto la composición general como la asimetŕıa liṕıdica de los SLB pueden ser con-

troladas.109 La desventaja es debido a la interacción con el soporte se pierde la componente

dinámica del sistema.

En el desarrollo de este trabajo el modelo de membrana utilizado fue el de monocapas de

Langmuir el cual se describe a continuación:

1.11. Monocapas de Langmuir

Una monocapa de Langmuir es una peĺıcula monomolecular formada por moléculas an-

fif́ılicas en la interfase aire-agua. Para la formación de una monocapa se deposita en la
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interfase aire-agua una solución de moléculas anfif́ılicas disueltas en un solventa volátil. Una

vez evaporado el solvente, las moléculas anf́ıfılicas ocupan toda la superficie disponible y for-

man la monocapa. La parte hidrofóbica, que suele ser la cadena hidrocarbonada, se orienta

hacia el aire, mientras que la parte hidrof́ılica, que suele ser un grupo polar con o sin cargas,

se orienta hacia el agua.

Los solventes que se utilizan en la preparación de soluciones de las moléculas anfif́ılicas

deben presentar buenas propiedades para esparcirse y tener temperatura de ebullición baja,

para que se pueda evaporar rápidamente de la interfase quedando sólo en la interfase los

anfifilos.110

Balanza de Langmuir

Para estudiar las monocapas en una interfase aire-agua se emplea una balanza de Lang-

muir. Este instrumento consiste de una cuba de Teflón donde se aloja el ĺıquido que constituye

la subfase acuosa. Sobre la interfase aire-agua que se encuentra en la cuba se deposita una

solución que contiene los anfifilos para la formación de la peĺıcula; adicionalmente se le ane-

xan a la cuba barreras móviles que permiten disminuir el área de trabajo (donde se esparce

la peĺıcula) y se puede comprimir la monocapa a diferentes velocidades de manera controla-

da. Ademas la balanza presenta una placa de Wilhelmy para sensar los cambio de presión

superficial (π) durante la compresión. (Figura 1-16)

Medición de la presión de superficie

En el seno de un solvente las moléculas son atráıdas entre śı por una fuerza igualmente

atractiva en todas las direcciones (cohesión), pero esto no ocurre si la molécula se encuentra

en la región de la interfase aire-agua. Las moléculas en la interfase presentan más enerǵıa

que las que se encuentran en la subfase.111 Este efecto también llamado tensión superficial

es dependiente de las propiedades del solvente.

Los anfifilos depositados en la interfase establecen interacciones con el solvente(generalmente

agua) y hay un reordenamiento tanto el solvente como los anfif́ılos en la superficie. Las

moléculas esparcidas en la interfase se distribuyen formando una monocapa generando la
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Figura 1-16.: Balanza de Langmuir.

disminución de la tensión superficial, (γ) comparada con la tensión superficial del agua pura

(γ0).
112 Este cambio se expresa en función de la presión superficial (π), como se describe en

la ecuación 1-3

π = γ0 − γ (1-3)

Una forma de medir la presión de superficie y la utilizada en la balanza de Langmuir es

mediante el uso de la placa de Wilhelmy que se acopla a una balanza de torsión.

1.11.1. Registro de isotermas de Langmuir

Luego de sembrar las moléculas anfifilicas y esperar que se evapore el solvente orgánico en

el que estaban disueltas, se inicia la compresión de las moléculas, reduciendo el área dispo-

nible. Esta reducción lleva a una reorganización de las moléculas en interfase que produce la

variación de π. El cambio de π y el área se registran y la correlación de π vs el área permite

obtener la isoterma de compresión π-A,siendo el área molecular promedio (AMM), estas
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representaciones nos dan información sobre la estabilidad y la organización de las moléculas

en la monocapa, además de las interacciones que se producen entre ellas.113

Un ejemplo de isoterma de compresión se muestra en la Figura 1-17, donde se represen-

ta la organización de una sustancia anfif́ılica. Se debe destacar que no todas las moléculas

anfifilicas presentan este mismo perfil. Las fases que aparecen en una isoterma son carac-

teŕısticas de cada sistema estudiado y de las condiciones experimentales en que se realizó el

experimento como la temperatura, pH y concentración de sales en la subfase.

En la Figura 1-17 se observa una isoterma que presenta una la fase gaseosa(G), una fase

expandida (LE), una región con coexistencia de fases (LE-LC), una fase condensada (LC)

y el colapso de la monocapa. En las isotermas de Langmuir los anfif́ılos pueden adoptar

diferentes estados de fases cuyas caracteŕısticas mas relevantes se destacan a continuación

Figura 1-17.: Representación gráfica de la reorganizacion de las moléculas durante la com-

presión en una monocapa de Langmuir.

Fase gaseosa(G): Las moléculas anfif́ılicas en esta fase se encuentran con un área dispo-

nible por molécula en exceso (no existe interacción entre las moléculas), constituyendo una

fase denominada gas bidimensional.114

Ĺıquido expandido, (LE): en la compresión de la monocapa se llega a una fase fluida
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muy compresible, en la que las moléculas experimentan fuerzas atractivas lo suficientemente

intensas como para que empiecen a adoptar una estructura mas compacta, formándose lo

que se llama ĺıquido expandido (LE). Entre las dos fases descritas, G y LE, ocurre un proceso

parecido a la condensación de un gas, es decir, una zona de coexistencia de ambos estados,

en la que tiene lugar una transición de fase.115

En este ejemplo luego de la formación de la fase LE se manifiesta la aparición de un

plateau en la isoterma. Este plateau determina una región en la que se produce la transición

de fase LE a LC, mostrando a lo largo del plateau una coexistencia de fases. El trabajo

realizado durante la compresión origina un mayor empaquetamiento y condensación de los

anfifilos, sin que ello genere un incremento de la presión lateral.

Ĺıquido condensado, (LC): La presión aumenta formando una monocapa con un estado

menos compresible y más ordenado y la organización es compacta: La parte hidrófoba de las

moléculas se orienta casi perpendicularmente a la interfase.

Fase sólida, (S): Esta fase no se encuentra en el ejemplo pero suelen aparecer en algunas

isotermas de compresión.

Fase colapsada, (C): Cuando el área por molécula alcanzo un área critica igual al área

seccional que ocupa cada molécula, si se continua con la compresión de la monocapa se

genera la ruptura y la liberación de material fuera del plano de la monocapa (material de

volumen) y esto se denomina punto de colapso de la monocapa.115

1.12. Monocapas de Gibbs

La adsorción espontánea de una molécula anf́ıfilica desde la subfase a la interfase aire-

agua lleva a la formación de una monocapa de Gibbs. Para estudiar monocapas de Gibbs

es conveniente trabajar con concentraciones de moléculas anfif́ılicas (disueltas en las sufase)

que se encuentran por encima de su valor de C.A.C asegurando de esta manera la saturación

de la interfase con anfifilos, los cuales quedan en equilibrio con los agregados y monómeros

presentes en en la subfase.

La adsorción de los anf́ıfilos a la interfase aire-agua produce cambios en la presión de

superficie (π). Durante la formación de la monocapas de Gibbs puede registrarse la variación
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de (π), a área constante, en función del tiempo. El gráfico donde se correlaciona la π vs el

tiempo representa la isoterma de Gibbs la cual se muestra en la Figura 1-18A

Si en la interfase aire-agua se encuentra una monocapa pre-formada por ejemplo de un

fosfoĺıpido y en una subfase se incorpora un anf́ıfilo puede estudiarse la capacidad o propiedad

de ese anf́ıfilo para penetrar a una monocapa que se encuentra presente en la interfase. Para

ello se registra cómo vaŕıa la π. en función del tiempo a un área constante.

Dependiendo de la presión de superficie a la que se encuentre la monocapa presente

en la interfase, ésta ofrecerá menor o mayor resistencia para la incorporación del anf́ıfilo.

Una monocapa que se encuentre a baja presión de superficie (es decir con menor grado de

empaquetamiento o densidad superficial) ofrecerá menor resistencia a la incorporación del

anf́ıfilo respecto a una que se encuentre con mayor grado de empaquetamiento lateral. Si

se llama (π0) a la presión de superficie a la cual se pre-formó la monocapas en la interfase

aire-agua y (πf ) a la presión de superficie alcanzada luego de que se incorporó el anf́ıfilo, se

puede obtener un ∆π que nos muestra la variación de presión producida por la incorporación

del mismo. Figura 1-18B

Figura 1-18.: Isoterma de adsorción de moléculas anfif́ılicas.
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1.13. Caracterización de Peĺıculas de Langmuir

La medida de π vs. AMM (área molecular media) de una monocapa de Langmuir, no es

la única medida que puede realizase, existen una gran variedad de técnicas que permiten ca-

racterizar las monocapas en la interfase aire-agua. Estas técnicas se describen a continuación

en la tabla 1-5.

Tabla 1-5.: Caracterización de Peĺıculas de Langmuir.

Peĺıculas de Langmuir y Langmuir-Blodgett

Técnicas Parámetro medido Información

Presion superficial π vs AMM

Área por molécula

presión de colapso,

compresibilidad

Potencial superficial ∆V vs AMM
Dipolos superficiales,

orientación de los grupos

Reflexión UV-vis ∆R

Densidad, orientación y

agregación de

moléculas que portan un cromóforo

Viscosidad superficial

Elipsometŕıa
ηs Cambios de viscosidad

Elipsometŕıa
Polarización de la

radiación reflejada

Indice de refracción y

espesor de la monocapa

Difracción de

rayos X / neutrones
Reflectividad

Espaciado y estructura

de capas empaquetadas

Generación de

segundos armónicos

Polarización de

la susceptibilidad

del segundo armónico

Valor medio del

ángulo entre el

eje de la molécula y

la normal a la interfase

PM-IRRAS Radiación IR

Orientación de las cadenas

alifáticas y otros grupos funcionales

interacción entre moléculas

Microscopıa de

fluorescencia

Fluorescencia de una

molécula sonda

Estructura de la monocapa

y topograf́ıa

Microscopıa de

angulo Brewster (BAM)
Reflectividad

Morfoloǵıa de la monocapa y

orientación de las moléculas
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1.14. Microscoṕıa de ángulo de Brewster

La microscoṕıa de ángulo de Brewster (o BAM, por sus siglas en inglés) es una técnica

óptica que permite la observación de peĺıculas formadas sobre la superficie de un ĺıquido o de

un sólido, aún siendo de dimensiones nanométricas. Su uso es frecuente en el estudio de las

peĺıculas de Langmuir, formadas por la extensión de las moléculas de una sustancia anf́ıfilica

sobre agua.

Las moléculas de una sustancia anfif́ılica insoluble en agua se extienden y disponen en la

superficie del ĺıquido, generalmente agua, formando una capa molecular o monocapa. Puesto

que el grosor de la peĺıcula tiene como máximo, el espesor de la longitud de la molécula, se

obtiene una peĺıcula de grosor nanométrico.

Cuando un haz de luz polarizada-p, es decir polarizada paralelamente al plano de in-

cidencia, incide sobre un substrato dieléctrico en una interfase de Fresnel, hay un ángulo

de incidencia espećıfico donde no se produce reflexión alguna. Toda la luz se refracta en el

substrato. Un detector que observa la luz reflejada producirá una señal de salida de mı́nima

intensidad (idealmente cero) para este ángulo, encontrado por David Brewster en 1815. El

ángulo de Brewster está relacionado con los ı́ndices de refracción de los dos medios ópticos

mediante la relación:

tanα =
nsustrato
naire

(1-4)

En la interfase aire-agua siempre se presenta reflexión de la luz incidente. Si sobre la in-

terfase se encuentra una peĺıcula delgada (tercer medio) con un ı́ndice de refracción distinto

a la interfase, entonces no se cumple la condición del ángulo de Brewster, ni en la interfase

aire/peĺıcula ni en la interfase peĺıcula/agua, lo que genera el aumento de la reflexión de la

luz en función a su espesor. Sin embargo, algunas reflexiones ocurren en ambas interfaces,

y también puede haber reflexiones múltiples en la peĺıcula. Todas estas reflexiones se su-

perponen coherentemente y producen una señal que puede ser detectada con un sensor (por

ejemplo, con una cámara CCD).116

La intensidad reflejada depende del espesor de la peĺıcula y de sus parámetros ópticos.
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En el caso de una t́ıpica monocapa orgánica (espesor∼ 2 nm) ésta es del orden de una

millonésima parte de la intensidad incidente. Esto no es mucho pero es aún suficiente para

producir, mediante un objetivo de microscopio, imágenes bien contrastadas y con una buena

resolución espacial.117

En los sistemas de monocapas en una interfase aire-agua, el haz de luz incide con el ángulo

de Brewster del agua y el contraste se adquiere por las diferencias de las propiedades ópticas

y espesor entre las distintas regiones de una monocapa. Una propiedad interesante es que,

en este ángulo de incidencia, y siempre que el ı́ndice de refacción se mantenga constante, la

reflectividad de una interfase se hace proporcional al cuadrado de su espesor, Ecuación 1-5

Rp α l
2 (1-5)

donde Rp es la reflectividad, definida como el cociente entre la intensidad de luz reflejada

e incidente, y l es el espesor. Los cambios de espesor relativos se pueden determinar por

medio de la variación de reflectividad. En una interfase ideal o de Fresnel aire-agua, en los

cuales cada medio presenta un ı́ndice de refracción diferente ( ηaire =1 y ηagua =1,3), se hace

incidir linealmente un haz de luz polarizado, su vibración se desglosa en dos componentes

ortogonales, la reflectividad para la luz polarizada en dirección paralela y perpendicular (p

y s) al plano de incidencia, estas componentes se describen por las Ecuaciones 1-6 y 1-7

RF
p =

tan(θi − θr)2

tan(θi + θr)2
(1-6)

RF
s =

sin(θi − θr)2

sin(θi + θr)2
(1-7)

Donde θi y θr representan los ángulos incidente y de refracción, respectivamente. RF
P es

la reflectividad para el haz incidencia en p y RF
S la reflectividad para el haz polarizado en s.

La RF
S se encuentra en un intervalo de hasta 1 con el ángulo de incidencia. RF

P inicialmente

decae a 0 y luego se incrementa hasta 1 como se observa en la Figura 1-19, el ángulo en el

cual RF
P se anula se denomina ángulo de Brewster.118



1.14 Microscoṕıa de ángulo de Brewster 41

Figura 1-19.: Representación gráfica del ángulo de Brewster.

1.14.1. Microscopio de ángulo de Brewster

El sistema BAM comprende un elipsometro el cual está situado sobre una balanza de

Langmuir. El elipsometro presenta dos sistemas ópticos que forman un ángulo de Brewster

con la normal a la superficie y por medio de una cámara (CCD) se captan las imágenes que se

producen en la superficie del agua, esta cámara permite captar la luz reflejada especularmente

en la muestra.

La observación de las monocapas en una interfase aire-agua, se realiza calibrando el cero

de reflexión, este se establece con un láser polarizado (λ 532 nm), el cual incide sobre la

superficie acuosa limpia (interfase sin monocapas) en el ángulo de Brewster (∼ 53, 1◦C).

Después de la formación de la monocapa y durante la compresión, aumenta la luz reflejada y

se recoge mediante un detector (objetivo 20X). El nivel de gris de cada ṕıxel de las imágenes

de BAM está directamente relacionado con el cuadrado del espesor de la peĺıcula(1-5) y

el ı́ndice de refracción, en peĺıculas que no muestran actividad optica.117 Esto indica que

a menor altura del film menor será la reflexión y las imágenes serán más oscuras. Por el

contrario, cuando las imágenes muestran más brillo es un indicativo del aumento del espesor

del film.60
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En el siguiente ejemplo a modo ilustrativo (Figura 1-20) se muestra las imágenes de BAM

obtenidas el comprimir la monocapa del fosfoĺıpido DPPC en una interfase agua-aire. En la

isoterma mostrada para DPPC se observa la fase G, la LE, una región (plateau) que muestra

coexistencia de fases de LE-LC y final la fase LC.

Figura 1-20.: Micrograf́ıas obtenidas por BAM en la isoterma de compresión de DPPC.

La interfase limpia observada por BAM muestra escasa reflexión de la luz. Una vez pre-

sente la monocapa en la interfase la intensidad de la luz que llega a la cámara se acrecienta

(en comparación a la interfase limpia) y va aumentando a medida que la monocapa se com-

prime y se reduce el área disponible por molécula. Este incremento está relacionado con el

aumento de la densidad molecular (empaquetamiento) y con el cambio de orientación de

las moléculas respecto a la interfase. Es por ello que la fase LE se observa más clara que la

interfase limpia. En la transición LE-LC se observa la formación de dominios condesados con

fase LC coexitiendo con la fase LE. En la fase LC las moléculas están más empaquetadas y la
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orientación de las cadenas hidrocarbonadas es más vertical (perpendicular a la interase) que

en la fase LE. La intensidad de la luz reflejada por las moléculas en fase LC es mayor y esta

fase se corresponde con la región más clara de la imagen. La región más oscura corresponde a

moléculas que aún están en fase LE, menos empaquetada y con sus cadenas hidrocarbonadas

menos extendidas. Cuando se continua con la compresión, toda la monocapa adquiere fase

LC y por ello la reflexión es uniforme en toda la superficie. De esta manera la microscopia de

ángulo de Brewster permite obtener información acerca de la topograf́ıa de un ensamblado

supramolecular en una interfase fluida sin el agregado de sondas que influyan en el arreglo

adquirido

Durante la compresión de la monocapa, la reflectividad aumenta, la cual está asociada a

la dirección del eje de las moléculas y se determina por análisis de imágenes de BAM a partir

de los niveles de grises. El contraste de los niveles de gris partiendo de la fase gaseosa (0

mN/m) y comparado en distintas regiones de la monocapa permite determinar la orientación

de las moléculas.

1.15. Espectroscoṕıa UV-Vis de reflexión

El análisis espectroscópico UV-Vis de reflexión permite determinar el aumento de la con-

centración de moléculas en la superficie en un área determinada, lo que permite ser compa-

rada con las isotermas de compresión.119 En la espectroscopia UV-Vis de reflexión se hace

incidir luz no polarizada en una interfase aire-agua. El haz absorbido es cuantificado me-

diante la comparación de la absorción del haz de luz en una interfase limpia y cuando está

en presencia de una monocapa en la interfase (Figura 1-21). La absorción del haz de luz es

mı́nima cuando la peĺıcula se ubica en la interfase, con valores menores al 0,05 % de la ra-

diación incidente.120,121 Está mı́nima absorción, genera el aumento de la reflexión total de la

radiación incidente y durante la compresión, la orientación y la inclinación de las moléculas,

provoca un cambio en la reflexión.

Tanto la luz reflejada (RD), como la luz absorbida (RS) se encuentran determinadas

por las caracteŕısticas qúımicas de cada monocapa y se expresan como en la ecuación 1-8,

donde el término (
√
Rs ) representa la amplificación de la luz reflejada en consecuencia de



44 Introducción

Figura 1-21.: Representación esquemática de la espectroscoṕıa de UV-Vis de Reflexión en

una interfase aire-agua.

la absorción. Por otro lado, el aumento de la reflexión se encuentra determinado por la la

ecuación 1-9.

RS,D = RS +RD + A
√
Rs (1-8)

RS,D −RS ≈
√
Rs × AS ∆Rn = RS,D −RS (1-9)

Debido a que la absorción y absorbancia está relacionadas mediante un factor numérico

igual a 2,303, la relación anterior puede expresarse como:

∆Rn = 2, 303× 103f0εΓ ≈
√
Rs (1-10)

Esta ecuación permite identificar el comportamiento de los cromóforos en la interfase, en

la misma la absortividad molar de la molécula está representada por ε(M−1cm−1), Γ es la

concentración superficial (mol·cm−2) y f0 es un factor de orientación (Ec 1-11).

f0 =
3

2
sen2θ (1-11)
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En esta ecuación θ es el ángulo formado entre el plano normal de la subfase y el momento

dipolar de transición de la molécula. Es posible, mediante el factor forien, comparar las

orientaciones promedio del dipolo de transición en disolución y en la interfase aire-agua.

La agregación molecular de los cromóforos en la interfase aire-agua genera variaciones

significativas de ε y λ que pueden ser evaluadas con los valores de la fuerza del oscilador

en la interfase aire-agua y en solución, teniendo en cuenta que la intensidad de una banda

de absorción electrónica depende de la fuerza del oscilador, como se muestra en la ecuación

1-12.122

La fuerza del oscilador es definida como:

f0 =
4ε02, 303meC0

NAe−2

∫
banda

εdυ = 1, 44× 10−19
∫
banda

εdυ (1-12)

Donde, ε0 representa la permitividad en el vaćıo, me es la masa del electrón, e− es la carga

del electrón, c0 la velocidad de la luz en el vaćıo, y NA es la constante de Avogadro y el

factor 1, 44× 10−19 es un factor de conversión expresado en unidades de mol L −1.cm.s.

Para calcular la fuerza aparente del oscilador es posible usar el método de la integral de

la banda de reflexión normalizada combinando las ecuaciones 1-11 y 1-12.123,124

fap = f0 × f =
3

2
f(θ) = 2, 66× 10−12

∫
banda

∆Rndυ (1-13)

Donde el factor 2, 66× 10−12 tiene unidades de nm2 s y donde f es la fuerza del oscilador

en solución en condiciones isotrópicas. Según Davidov, cuando las moléculas interaccionan

débilmente en un agregado, la fuerza del oscilador se conserva entre las diferentes formas

agregadas.120 Las variaciones de fap proporcionan una medida directa del orden que tiene

los cromóforos en la interfase aire-agua.

La comparación entre la fuerza del oscilador de la solución y la fuerza aparente del osci-

lador se puede realizar a partir de determinaciones de la reflexión del espectro, obteniendo

la orientación promedio de los dipolos de la transición electrónica en la interfase, tal como

se expresa en la ecuación 1-14.
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f0 =
fap
f

=
3

2
.sin2θ (1-14)



2.

Caracterización de la interacción de la

ciclodextrina anfif́ılica βCD-C16 con

interfases liṕıdicas
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2.1. Introducción

Las estructuras supramoleculares-jerárquicas artificiales que emulan la naturaleza repre-

sentan una alternativa para el desarrollo de nuevos sistemas funcionales de suministro de

fármacos que podŕıan superar muchas desventajas de los sistemas actualmente disponibles

con estos fines. El diseño de estos sistemas exige un conocimiento profundo de las inter-

acciones entre moléculas o supramoleculas, su miscibilidad, segregación, agrupamiento y

distribución espacial de los componentes.

Las ciclodextrinas (CD) son compuestos versátiles que actualmente encuentran numero-

sas aplicaciones en el diseño de nuevos materiales, con especial interés en el campo de la

nanomedicina.41,59,125–128

Las ciclodextrinas nativas se han empleado durante años en la industria farmacéutica

para mejorar las propiedades fisicoqúımicas de compuestos bioactivos.96 Sin embargo, la

necesidad de sistemas funcionales biocompatibles para el transporte, la entrega y la liberación

de fármacos sigue representando un desaf́ıo.129

Los derivados de ciclodextrinas ofrecen una amplia gama de posibilidades para cumplir

estos propósitos, que parecen estar limitados solo por la imaginación del qúımico. Para lograr

estos propósitos, las ciclodextrinas se han incorporado o unido sobre la superficie de nano-

part́ıculas,130–132 materiales mesoporosos133,134 y poĺımeros,126,135entre otros. Otra estrategia

importante para el diseño de sistemas de administración de fármacos está basado en el uso de

ciclodextrinas anf́ıfilas.136,137 Cualquiera sea el diseño, la cavidad de ciclodextrina juega un

papel importante y ubicuo para alcanzar los objetivos. La cavidad puede estar involucrada

en la formación de complejos de inclusión con la molécula bioactiva a administrar, o bien,

en el caso de sistemas supramoleculares, pueden unir algún ligando que permita la llegada y

permanencia del transportador a un sitio target.126,127,138

Las ciclodextrinas anfif́ılicas pueden obtenerse por unión de cadenas de alquilo u otras

contrapartes hidrofóbicas a la ciclodextrina nativa.60,136,139,140 Las ciclodextrinas anfif́ılicas

son capaces de formar estructuras supramoleculares jerárquicas tales como micelas, liposo-

mas o monocapas, cuyas propiedades y estructura dependen principalmente de la geometŕıa

y del balance hidrof́ılico/hidrofóbico de la molécula.141 Dependiendo del procedimiento de
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śıntesis, es posible obtener compuestos persustituidos (con más de una cadena hidrocar-

bonada por ciclodextrina141) o monosustituidos, con una amplia variedad de contrapartes

hidrofóbicas.140 En la Figura 2-1 se muestra la estructura esquemática de una ciclodextrina

anfif́ılica mono- y persustituida.

En general, las ciclodextrinas anfif́ılicas persustituidas son moléculas con escasa flexibili-

dad conformacional, y debido a su geometŕıa molecular, pueden formar veśıculas (constitui-

das por una bicapa del anfifilo de manera similar a los liposomas) donde la cavidad de las

ciclodextrinas se localiza en la superficie de la bicapa y se expone a los medios acuosos.142,143

Por el contrario, las ciclodextrinas monosustituidas con cadenas de acilo son compuestos que

poseen una gran flexibilidad conformacional1,60,136,141 lo que les permite regular la orientación

de la cavidad bajo condiciones o est́ımulos apropiados; esta caracteŕıstica abre la posibilidad

de manipular la accesibilidad, o no, de la cavidad hacia un compuesto que en ella pueda in-

cluirse, otorgándole al sistema un punto de regulación adicional frente a un est́ımulo externo

adecuado.141

Figura 2-1.: Representación esquemática de ciclodextrinas anfif́ılicas mono- y persustitui-

das.

El desarrollo de nuevas moléculas para el transporte y liberación de principios activos ha

presentado gran importancia en la industria farmacéutica y de alimentos. Como se mencionó

anteriormente, la śıntesis de nuevos fármacos para el tratamiento de enfermedades conlleva

grandes costos además de tiempo para su implementación, y por esta razón la búsqueda de

moléculas transportadoras, que permitan revalorizar fármacos existentes, ha adquirido una

gran importancia. Gracias al carácter anfif́ılico que presentan algunas moléculas utilizadas en

el desarrollo de transportadores, estas tienden a auto-ensamblarse en diferentes estructuras

cuando se encuentran en disolución acuosa. Además, las moléculas anfif́ılicas, cuando se

encuentran por ejemplo frente a una biomembrana, pueden interactuar con ella, lo que puede
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llevar a su incorporación en la misma. Debido a ello, el estudio de cómo interaccionan anfifilos

con biomembranas es de vital importancia para luego comprender, y en lo posible predecir,

su comportamiento y efectos.

Como se mencionó en el caṕıtulo anterior para estudiar el comportamiento de molécu-

las anfipáticas en interfases, las monocapas de Langmuir y de Gibbs representan excelentes

modelos. El estudio de los anfifilos en una monocapa permite investigar e inferir su organi-

zación en la nano- y mesoescala, su orientación respecto a la interfase, sus interacciones con

otras moleculas y los cambios en propiedades tales como su estado de fase, bajo condiciones

experimentales conocidas y controladas.

En nuestro laboratorio se estudiaron las propiedades de la β-ciclodextrina monoacilada

βCD-C16 en la interfase aire-agua.60,141,144 La estructura qúımica de βCD-C16 se muestra

en la Figura 2-2. El procedimiento para su śıntesis y caracterización se detalla en el Anexo

de esta tesis.

Figura 2-2.: A) Estructura qúımica de los dos isómeros obtenidos de βCD-C16 B) represen-

tación esquemática de esta molécula anfif́ılica y C) orientación de la cavidad

de βCD-C16 respecto a una interfase con el plano de la cavidad paralelo y

perpendicular a la misma.

Las propiedades interfaciales de βCD-C16 se estudiaron empleando monocapas de Lang-

muir en la interfase aire-agua y una amplia variedad de técnicas de caracterización tales
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como presión de superficie vs. área molecular media (π-AMM), elasticidad en el plano de

las peĺıculas o módulo de compresión (Cs
−1), diferencia de potencial de superficie vs. AMM

(∆V-AMM), el momento dipolar perpendicular por unidad de área vs. AMM (µ ⊥ vs. AMM),

la topograf́ıa de la superficie por microscopia de ángulo de Brewster, y las interacciones mo-

leculares mediante PM-IRRAS (Polarized Modulated-Infrared Reflection Absorption Spec-

troscopy).60 141 En estos trabajos se concluyó que el anillo oligosacárido de βCD-C16 es capaz

de adoptar un gran número de diferentes orientaciones en relación con el plano interfacial. El

oligosacárido modifica la posición de la cavidad a medida que se comprime el film presente

en la interfase aire-agua. A presiones de superficie bajas, la boca mayor de la cavidad de

βCD-C16 reside en la interfase casi paralela a la misma, es decir, con la cavidad de βCD

expuesta hacia la subfase acuosa. A medida que la monocapa se comprime la cavidad de

βCD se reorienta y a presiones altas la cavidad reside perpendicular a la interfase.141 La

reorientación del oligosacárido se ve favorecida por el establecimiento de una red intermole-

cular de puentes de hidrógeno, la cual desempeña un papel fundamental en las propiedades

dinámicas del film y en las propiedades de las estructuras supramoleculares formadas por

βCD-C16 tal como se demostrará en los resultados que se presentan en esta tesis.

.

2.1.1. Objetivos

El objetivo de este caṕıtulo es determinar las propiedades de βCD-C16 para interactuar

con interfases liṕıdicas, para lo cual se utilizó como modelo al fosfoĺıpido 1-palmitoil-2-oleoil-

sn-glicero-3-fosfocolina (POPC).

Indagar sobre este tópico permitirá por ejemplo, conocer la afinidad del anfifilo βCD-

C16 por un modelo de biomembrana. También, permitirá conocer las interacciones que se

establecen entre este anfifilo y un fosfoĺıpido. La información brindada por este tipo de

experimentos es relevante para una molécula que desea emplearse como un transportador de

fármacos o de otras moléculas bioactivas.
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Para estos fines, los objetivos espećıficos planteados fueron:

Evaluar las monocapas de Langmuir obtenidas por la deposición de mezclas de βCD-

C16 y POPC a diferentes fracciones molares en la interfase aire-agua.

Determinar la capacidad de βCD-C16 para absorberse a una interfase aire-agua.

Evaluar la capacidad de βCD-C16 para penetrar en una interfase liṕıdica formada

por el fosfoĺıpido POPC con alto y bajo grado de empaquetamiento en la interfase

(presiones de superficie bajas y altas).

2.2. Materiales y Métodos

2.2.1. Materiales

La β-ciclodextrina anf́ıfilica βCD-C16 se sintetizó y caracterizó como se informa en el

Anexo I de esta tesis.60 El grado promedio de sustitución del anillo de βCD con el resto

acilo fue igual a 1,5-1,6 determinado por 1H RMN. El fosfoĺıpido 1-palmitoil-2-oleoil-sn-

glicero-3-fosfocolina (POPC) se adquirió a Avanti Polar Lipids, Inc. (Alabama, EE. UU.).

Los solventes orgánicos empleados para preparar las soluciones stock de βCD-C16, POPC o

las mezclas βCD-C16:POPC fueron dimetilsulfóxido-metanol-cloroformo en una proporción

1: 1: 1 (calidad HPLC, Merck o J.T Baker).

Se prepararon soluciones madre de βCD-C16 y POPC de concentración conocida, y se

mezclaron volúmenes adecuados para obtener mezclas con diferente composición en cada

uno de los componentes. Las fracciones molares estudiadas para las mezclas βCD-C16:POPC

(XβCD−C16 :XPOPC) fueron: 0,90:0,10; 0,75:0,25; 0,60:0,40; 0,45:0,25; 0,30:0,70; 0,10:0,90, res-

pectivamente. La concentración de las soluciones madre POPC y de βCD-C16 se determinó

rutinariamente a partir de su isoterma de Langmuir, tal como se explica en el item 2.2.3

de este caṕıtulo. Además, se utilizó el método colorimetrico de antrona para determinar la

concentración de βCD-C16 en las soluciones madre. Esta reacción colorimétrica, que se de-

talla más adelante, permite cuantificar la cantidad total de carbohidratos presentes en una

muestra.60,145
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La subfase empleada en todos los experimentos consiste en una solución de NaCl 145 mM.

El NaCl utilizado fue calentado a 400 ◦C durante 5 horas a fin de eliminar toda la materia

orgánica que pudiese estar presente en la sal, esto es importante para evitar la presencia de

compuestos tensioactivos que actuaŕıan como contaminantes. Las mediciones se realizaron

a 23 ± 2 ◦C. En estos ensayos se utilizó agua de calidad Milli-Q, purificada en un sistema

Milli-Q (Millipore, Billerica, MA) con una resistividad de 18,2 ΩM.cm.

2.2.2. Cuantificación de βCD-C16 por el método de antrona

El método de antrona se utiliza para cuantificar azúcares reductores y no reductores.145,146

La cuantificación colorimétrica de carbohidratos por este método es ampliamente utilizada

y se basa en la reacción que tienen los carbohidratos con antrona cuando se calientan en un

medio ácido. En esta tesis, esta metodoloǵıa se utilizó para cuantificar la βCD que forma

parte de βCD-C16 y de esta manera, contar con un método adicional a la pesada para

determinar la concentración de las soluciones empleadas.

Para ello se procedió a preparar el reactivo de antrona (C14H10O) con una concentración

de 2 mg de antrona/mL de H2SO4/H2O (5:2). Este reactivo debe prepararse en el momento

de ser usado y debe protegerse de la luz. Para la curva de calibración se utilizó βCD nativa

en un intervalo de masas de 10-80 µg. Para ello se preparó una solución madre de βCD 100

µg/mL y se agregó el volumen necesario de esta solución a tubos de ensayo (0,1-0,8 mL)

para obtener la curva de calibración en el intervalo indicado anteriormente. Posteriormente,

se agregó agua a cada tubo hasta alcanzar un volumen de 0,8 mL. Para el blanco sólo se

adicionaron 0,8 mL de agua. Paso seguido se agregó a cada tubo 4,0 mL del reactivo de

antrona, se homogeneizó y se llevó a un baño de agua en ebullición durante 10 minutos

con agitación constante desarrollándose una coloración verde. Transcurrido este peŕıodo los

tubos se colocaron en hielo para frenar la reacción y se leyó la absorbancia a 620 nm. En la

Figura 2-3 se muestra una curva de calibración realizada con βCD.

Debido a que la βCD-C16 que se desea cuantificar se encuentra disuelta en una mez-

cla de dimetilsulfóxido-metanol-cloroformo 1:1:1 y en ocasiones en presencia de POPC, se

hicieron controles de la interferencia de estos compuestos en el método de cuantificación
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Figura 2-3.: A) Curva de calibración de βCD obtenida por el método colorimétrico de

antrona. Pendiente: (4,1 ±0,2) ×10−3 µg−1, r2= 0,992. B) Estructura qúımica

de la antrona.

no observándose ningún efecto en la coloración desarrollada durante la reacción respecto

al blanco. Para estos controles se utilizaron 0,8 mL de dimetilsulfóxido-metanol-cloroformo

1:1:1 o POPC en una concentran final de 80 µM.

2.2.3. Cuantificación de βCD-C16 y POPC a partir de isotermas de

Langmuir

De los ensayos de monocapas de Langmuir se obtienen isotermas de compresión las cuales

correlacionan el área promedio que ocupa una molécula a una determinada presión de super-

ficie, en una interfase. Las isotermas de Langmuir de un compuesto puro son caracteŕısticas

de dicho compuesto, al igual que lo son por ejemplo espectros de RMN o de IR. Dado que

se puede conocer a partir de la isoterma de Langmuir el área que ocupa en promedio una

molécula a una dada presión de superficie, temperatura y subfase, es posible extrapolar y

conocer cuantas moléculas fueron depositadas en la interfase de la cuba usada teniendo en
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cuenta el área total de la interfase y el volumen de la solución utilizada. Por ejemplo, es

conocido que POPC a una presión de 40 mN/m ocupa en promedio un área de 53,5 nm2. Si

por ejemplo se cuenta con una balanza de Langmuir que tiene 247 cm2 y en esta superficie se

depositan 20 µL de una solución de POPC podremos estimar la concentración de la misma.

Para ello se averigua desde la isoterma experimental cual es el área que ocupan todas las

moléculas depositadas en la superficie a dicha presión. Siguiendo el ejemplo, se averigua que

área ocupan todas las moléculas que provienen de los 20 µL sembrados. Conociendo esa área

podremos estimar entonces cuantas moléculas hab́ıa en los 20 µL que fueron depositados.

Luego teniendo en cuenta el numero de Avogadro se calculan las moles y teniendo en cuenta

el volumen en el que estaban esos moles se estima la concentración de la solución. Este

procedimiento se utiliza de manera rutinaria para calcular la concentración de soluciones

de anfifilos bien conocidos y permite contar con otra metodoloǵıa, además del de la masa

pesada, para calcular la concentración. Este detalle es importante dado que generalmente se

trabaja con masas pequeñas y el error en la pesada puede ser importante. Cabe destacar que

este procedimiento se puede aplicar sin inconvenientes a anfifilos cuyos isotermas han sido

ampliamente estudiadas y son conocidas como es el caso de los fosfoĺıpidos.

En el caso de compuestos anfifilicos nuevos, como βCD-C16, además es conveniente ve-

rificar la concentración de las soluciones con metodos complementarios hasta que se de por

probado que a partir de sus isotermas de compresión es correcto calcular la concentración.

Por ello en esta tesis también se utilizo el método colorimétrico de antrona para cuantificar

las soluciones de βCD-C16.

2.2.4. Obtención de monocapas de Langmuir en la interfase aire-agua

Las monocapas Langmuir se prepararon sembrando las soluciones stock de βCD-C16,

POPC o βCD-C16:POPC en la interfase aire-agua (NaCl 145 mM) en un equipo KSV mini

through (KSV Nima, Helsinski, Finlandia). La velocidad de compresión-descompresión uti-

lizada fue de 10 mm/min, se ensayaron velocidades de compresión inferiores obteniéndose

las mismas isotermas. T́ıpicamente, se sembraron entre 10-20 µl de la solución madre con

una microjeringa (Hamilton) sobre la superficie de la cuba (área 247 cm2). La compresión
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comenzó 15 minutos después de la dispersión. La ausencia de impurezas con actividad super-

ficial en la subfase acuosa o solventes dispersantes fue verificada diariamente. Las isotermas

de compresión-descompresión se informan como gráficos de presión superficial (π) frente al

área molecular media (AMM). La π se tomó como se muestra en la Ecuación 1-1.

π = γ0 − γ (2-1)

El área molecular media (AMM) se calculó como el área total de la monocapa dividida por

el número de moléculas presentes en la interfase. La presión superficial (π) se midió usando el

método de Wilhelmy con una placa de Pt que se quemó a la llama antes de cada experiencia

realizada. Para cada muestra se obtuvieron isotermas por triplicado y se promediaron. Las

isotermas mostradas corresponden a la isoterma promediada. La reproducibilidad estuvo

dentro de un error estándar máximo de la media (SEM) de ± 1 mN/m para π y ± 0,5 Å2

para MMA.

A fin de comparar las isotermas obtenidas para las mezclas βCD-C16:POPC, respecto al

comportamiento ideal, se calcularon las isotermas ideales de acuerdo con la Ecuación 2-2,

donde A representa el área y X la fracción molar de cada compuesto.147

Aideal = [XβCD−C16AβCD−C16 +XPOPCAPOPC ]π (2-2)

El módulo de compresibilidad o elasticidad del film en el plano (C−1s ), se calculó como

se muestra en la Ecuación 2-3 a partir de las isotermas experimentales, donde Cs es la

compresibilidad, π es la presión superficial en el área correspondiente A.147

C−1s = −A(
∂π

∂A
) (2-3)

La elasticidad en el plano obtenida para las mezclas βCD-C16:POPC se comparó con la de

las peĺıculas mixtas ideales. Para calcular Cs
−1 ideal de cada mezcla se tuvo en cuenta (C−1s )

de los componentes puros, la fracción molar de cada uno de ellos (XβCD−C16 :XPOPC), y el
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área molecular media de los componentes puros (AβCD−C16, APOPC) a la π correspondiente

como se muestra en la Ecuación 2-4.148,149

C−1s = (XβCD−C16(
C−1s βCD−C16

AβCD−C16

)π+XPOPC(
C−1s POPC

APOPC
)π)(XβCD−C16AβCD−C16+XPOPCAPOPC)π

(2-4)

También se determinaron las funciones exceso de las mezclas estudiadas. Las funciones

exceso aportan una valiosa información sobre las propiedades del sistema y permiten evaluar

de una forma cuantitativa las desviaciones del sistema respecto del comportamiento ideal.

Entre las funciones exceso encontramos el área en exceso (Aexc) que describe la existencia

de interacciones entre los componentes de la mezcla de la monocapa y permite observar la

diferencia existente entre el área molecular promedio ocupada por la monocapa mixta a una

presión determinada y el área que ocupaŕıan los componentes de la mezcla si se comportaran

de forma ideal a esa presión. El área en exceso se calculó como se muestra en la Ecuación 2-5

en donde, A mezcla es el área ocupada por las moléculas en la mezcla, esta área es determinada

a partir de la isoterma experimental, mientras que Aideal es el área promedio calculada para

la mezcla ideal(ec 2-2) donde se asume que las áreas de los componentes individuales son

aditivas a una determinada presión de superficie y fracción molar.150

Aexc = (Amezcla − Aideal) (2-5)

Cuando se comprime o descomprime una monocapa, a temperatura constante, se produce

una variación de la presión de superficie, lo que implica una modificación de la enerǵıa libre

o trabajo en el sistema. La enerǵıa libre o trabajo de compresión (∆Gcomp) y expansión

(∆Gexpan) se calcularon como lo indican las Ecuaciones 2-6 y 2-7.

∆Gcomp = −
∫ Ai

A0

π∂A (2-6)

∆Gexp = −
∫ Ai

A0

π∂A (2-7)
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El área (A) corresponde a la AMM de la peĺıcula mixta. Los ∆Gcomp o ∆Gexpan se cal-

cularon como el área debajo de la curva de la isoterma de compresión o expansión, res-

pectivamente, entre ciertos ĺımites de presión superficial. La integral se calculó para áreas

comprendidas entre 1 mN/m (A0) y el área (Ai) correspondiente a una presión de superficie

máxima 43 mN/m inferior a la presión de colapso (πi). Se tomaron estos ĺımites de integra-

ción porque de esta manera se excluyen posibles errores que provienen de las fluctuaciones

de las isotermas a altas presiones de superficie, cercanas al colapso (πc), y aquellas de la fase

gaseosa de la monocapa (π <1 mN/m) que es dependiente de la sensibilidad del equipo. De

esta manera los resultados obtenidos excluyen las contribuciones de la fase gaseosa y de una

monocapa colapsada.60

Para evaluar la presencia de interacciones entre las moléculas de POPC y βCD-C16 en la

monocapa se calculó la histéresis (∆Ghys) como se muestra en la Ecuación 2-8

∆Ghys = ∆Gexp −∆Gcomp (2-8)

Experimentos de ciclos consecutivos de compresión-descompresión además permitieron

conocer que las monocapas de las diferentes mezclas βCD-C16:POPC son estables y que no

se pierdan moléculas desde la interfase a la subfase (desorción) dado que en cada ciclo las

AMM y π obtenidas son equivalentes.

El área molecular parcial promedio (A) ocupada por cada componente en la mezcla se

calculó utilizando el método de los interceptos.151 Se calculó A para presiones de superficie

iguales a 5 y 20 mN/m. Para ello se gráfico para cada mezcla estudiada el área obtenida en

función de la fracción molar de uno de los componentes, en este caso XβCD−C16, a cada una

de las presiones mencionadas. Los datos de A5mN/m vs. XβCD−C16 y A20mN/mvs. XβCD−C16 se

ajustaron a un polinomio utilizando el software Table Curve 2D v5.01 y luego se derivaron

para obtener A para βCD-C16 y POPC en función de la composición según las Ecuaciones

2.9 y 2.10.

AβCD−C16 = Aideal + (
∂A

∂XβCD−C16

).(1−XβCD−C16) (2-9)
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APOPC = Aideal + (
∂A

∂XβCD−C16

).XβCD−C16) (2-10)

2.2.5. Determinación de la Concentración de Agregación Cŕıtica de

βCD-C16

La concentración de agregación cŕıtica (CAC) de βCD-C16 se determinó usando un ten-

siómetro Fisher Surface Model 21 (Fisher Scientific, Iowa, USA.). Se prepararon soluciones

de βCD-C16 en agua Milli-Q con 2 % V/V de DMSO en un intervalo de concentraciones de

6µM a 200 µM y se dejaron estabilizar 24 horas a 4 ◦C antes de la medición. En el laboratorio

se ha establecido que éste peŕıodo de tiempo es adecuado para que los agregados de ciclo-

dextrinas anfif́ılicas alcancen el equilibrio asegurando la reproducibilidad en los resultados

obtenidos. Por su parte, se utilizó 4oC dado que es la temperatura a la que normalmente

se almacenan compuestos de interés farmacéutico además que se retarda el crecimiento de

microorganismos. Las determinaciones se hicieron a 25,0 ± 0,1 ◦C. Se realizaron determina-

ciones por triplicado de cada solución. El valor determinado de CAC para βCD-C16 fue de

63 µM. En la Figura 2-4 se muestran los datos obtenidos.

2.2.6. Adsorción de βCD-C16 a la interfase aire-agua y penetración

en monocapas de POPC

Para evaluar la tendencia o avidez de βCD-C16 para adsorberse en una interfase aire-

agua se realizaron isotermas de adsorción (monocapas de Gibbs). Para estos experimentos

se utilizó una cuba de teflón circular. El volumen de subfase empleada (NaCl 145 mM) y

el área de la cuba fueron de 17 mL y 28 cm2, respectivamente. A la subfase se añadieron

400 µL de una solución stock de βCD-C16 ( 9 mM disuelta en DMSO:HCCl3:MeOH 1:1:1).

Todo el experimento se realizó bajo agitación continúa y temperatura constante. Mientras la

monocapa de Gibbs se formó en la interfase, se registraron los cambios en π en función del

tiempo a área constante. Se realizaron los controles pertinentes para conocer si el solvente

utilizado produce cambios en la presión de superficie, para ello se inyectaron 400 µL de
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Figura 2-4.: Tensión superficial vs. Concentración de βCD-C16 a 25 ◦C, agua/2 % DMSO.

La concentración de agregación cŕıtica se obtuvo a partir del punto de intersec-

ción de las rectas y tiene un valor de 63 µM. Las barras de error corresponden

al de desviación estándar cuadrática media de los triplicados.

DMSO:HCCl3:MeOH 1:1:1 en la subfase lo que no condujo a cambios en la presión.

La concentración alcanzada por βCD-C16 en la subfase (∼ 0,2 mM) se mantuvo muy por

encima de la CAC (63 µM) asegurando de esta manera que en el seno de la solución haya

siempre un exceso del anfifilo. Para ello se hizo la siguiente estimación: si se considera que

βCD-C16 se adsorbe a la interfase cubriéndola completamente (28 cm2), con una orientación

tal que cada molécula ocupe el área a su máximo empaquetamiento, la concentración de la

subfase podŕıa disminuir como máximo en un 5 %.

Los experimentos de penetración de βCD-C16 en interfases de POPC se realizaron de

la siguiente manera. Previo a la inyección de βCD-C16 en la subfase acuosa de la cuba,

en la interfase aire-agua se dispersó una solución madre de POPC hasta lograr la presión

de superficie deseada. A esta presión inicial, dada por el film de POPC, la llamaremos π0.

Después de 10 minutos de estabilización del film de POPC a π0, se inyectó la solución de

βCD-C16 en la subfase y se mantuvo bajo agitación continua (volumen de subfase: 17 ml

NaCl 145 mM, área: 28 cm2). Se registró la π en función del tiempo hasta que esta se

mantuvo constante (πf ). Posteriormente se calculó la variación en la presión de superficie
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(∆π) producida por la inserción de βCD-C16 en el film de POPC como lo indica la Ecuación

2-11. Las π0 de los films de POPC que se evaluaron fueron 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 y 40

mN/m.

∆π = πf − π0 (2-11)

Para conocer la cantidad βCD-C16 que penetró en la peĺıcula de POPC, se utilizó el

método de la antrona descripto anteriormente y una cuba de teflón que posee dos compar-

timentos de igual sección (área) y volumen. Ambos compartimentos están separados por

una pared delgada de teflón que cuenta con una ranura en la parte superior que permite

interconectarlos. Esta ranura durante la penetración de βCD-C16 en el film de POPC se

mantiene tapada con dispositivo de teflón que calza en ella. En la Figura 2-5 se muestra ela

cuba utilizada.

Figura 2-5.: Fotograf́ıa de la cuba utilizada para hacer las transferencia de los films conte-

niendo βCD-C16 que penetró en una monocapa de POPC.

La cuantificación de βCD-C16 se hizo para π0 de POPC de 5 y 35 mN/m. A estas

presiones el fosfoĺıpido posee un bajo y un alto grado de empaquetamiento, respectivamente,

ofreciendo a βCD-C16 diferente dificultad para su penetración o inserción. Una vez finalizada

la penetración de βCD-C16 y habiendo alcanzado πf , la peĺıcula presente en la interfase aire-

agua se trasladó a la sección adyacente de la cuba (previamente llena con agua) mediante
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el empleo de una barrera de la balanza de Langmuir a una velocidad de 10 mm/min.152 La

peĺıcula se barrió a los 80-90 minutos aproximadamente desde la inyección de βCD-C16 en

la subfase. La Figura 2-6 muestra una representación esquemática de este procedimiento. El

contenido total en la nueva sección (la peĺıcula transferida y el agua) se colocó en un vial,

la muestra se liofilizó y posteriormente se re-suspendió en agua hasta un volumen de 5 mL.

Posteriormente se utilizó un volumen de 250 µL de esta solución para la cuantificación de

βCD-C16 utilizando el método de la antrona.60,145 La transferencia de la peĺıcula se realizó

dos veces a cada presión de superficie (5 y 35 mN/m) y de cada experimento se midió la

concentración de βCD-C16 por duplicado. La curva de calibración se realizó usando una

solución estándar de β-ciclodextrina entre 1-18 µM, se añadió POPC (80 µM) a la curva

de calibración y al blanco para tener en cuenta la interferencia que esta pudiera causar. La

absorbancia se determinó a 620 nm.

Figura 2-6.: Representación esquemática de la transferencia de un film desde el comparti-

mento I al II mediante el empleo de una barrera móvil. Anfifilo rosa: βCD-C16,

Anfifilo verde: POPC.

2.2.7. Estudio topográfico de los films

Para los estudios de topograf́ıa de los films se utilizó un elipsómetro empleado en el

modo de microscopio de ángulo de Brewster (Nanofilm EP3 Imaging Ellipsometer, Accurion,

Goettingen, Germany) que cuenta con un láser de 532 nm. El objetivo utilizado fue de 20X.

Con este microscopio se pueden observar estructuras en la mesoescala directamente en la

interfase aire-agua.118,153
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La topograf́ıa de las monocapas de Langmuir se estudió a lo largo de toda la isoterma

de compresión, tanto de los componentes puros como de las mezclas βCD-C16:POPC a tres

fracciones molares seleccionadas (XβCD−C16 :XPOPC)= (0,10:0,90, 0,48:0,52 y 0,90:0,10). Las

isotermas se obtuvieron utilizando una balanza de Langmuir (KSV Minitrough, KSV-Nima-

Biolin Scientific, Finlandia) montada debajo del microscopio. Para adquirir las imágenes a

diferentes presiones de superficie la compresión del film se detuvo a diferentes presiones y se

sacó en promedio entre 5-10 imágenes a cada presión para tener una muestra representativa.

Cada experimento se realizó por triplicado.

Para estudiar los films obtenidos por adsorción de βCD-C16 en la interfase aire-agua pu-

ra o de penetración en interfases con POPC se utilizó una cuba de teflón circular (Área:

63,6 cm2, volumen: 28 mL) que se montó debajo del microscopio. En estos experimentos se

registraron imágenes a diferentes tiempos aśı como también la presión de superficie corres-

pondiente. El sistema se mantuvo bajo agitación a lo largo de todo el experimento la cual

se detuvo para adquirir las imágenes.

2.3. Resultados y Discusión

2.3.1. Propiedades de films mixtos formados por βCD-C16 y POPC.

Tal como se mencionó en la introducción de este caṕıtulo, la monocapa de Langmuir de

βCD-C16 presenta una gran variedad de orientaciones del anillo oligosacárido,60,141 y de la

cadena hidrocarbonada, respecto al plano interfacial. La monocapa de βCD-C16 presenta

un estado de fase ĺıquido condensado (LC). La topograf́ıa de los films de βCD-C16 muestra

desde presiones de superficie bajas la existencia de dominios brillantes formados por clusters

de βCD-C16, los cuales se incrementan en cantidad y en tamaño a medida que la presión

de superficie aumenta, en concordancia con las reorganizaciones que tiene la molécula en

la interfase.60,141 La formación de estos clusters se ve favorecida por el establecimiento de

puentes de hidrógeno entre las moléculas de βCD-C16.141

Por su parte, POPC posee un estado de fase ĺıquido-expendido (LE) a la temperatura

de trabajo (25◦C ) y una textura homogénea a lo largo de toda la isoterma. En la Figura
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2-7 se muestran las isotermas de compresión de βCD-C16 y POPC y en la Figura 2-8

imágenes de BAM obtenidas a diferentes presiones de superficie para ambos compuestos.

Para corroborar que la velocidad de compresión, utilizada para obtener las monocapas a

partir de soluciones mezcla de βCD-C16:POPC, no afecta la topograf́ıa adquirida, se hizo un

ensayo disminuyendo 5 veces la velocidad de compresión, pero no se encontraron diferencias

en el patrón topográfico adquirido.

Figura 2-7.: Isoterma de Langmuir de βCD-C16 (ĺınea azul ) y POPC (ĺınea negra) obte-

nidas a 25 ◦C y subfase NaCl 145 mM.

(a)

(b)

Figura 2-8.: Imágenes de microscopia de ángulo de Brewster de (a) βCD-C16 y b)POPC a

las presiones de superficie indicadas. Barra de escala 30 µm, 25 ◦C y subfase

NaCl 145 mM.
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Las isotermas de compresión (π vs. AMM) y los módulos de compresión (C−1s vs. AMM)

para diferentes mezclas de βCD-C16:POPC se muestran en las Figuras 2-9 y 2-10 y los

datos experimentales son comparados con las isotermas y C−1s ideales calculados de acuerdo

a las Ecuaciones 2-2 y 2-4.

Figura 2-9.: Presión superficie vs. AMM (A, C, E ) y módulo de compresión vs. MMA (B,

D, F) para mezclas de βCD-C16:POPC a las fracciones molares indicadas en

cada gráfico. βCD-C16: azul; POPC: negro; mezclas ideales: ĺınea disconti-

nua gris−−; mezcla experimental XβCD−C16 = 0,90 rojo 0,75 naranja; 0,60

rosado; Subfase NaCl 145 mM (temperatura = 23 ± 2 ◦C).
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Figura 2-10.: ( Presión superficie vs. AMM (G, I, K) y módulo de compresión vs. AMM

( H, J, L) para mezclas de βCD-C16:POPC a las fracciones molares indica-

das en cada gráfico. βCD-C16: azul; POPC: −negro; mezclas ideales: ĺınea

discontinua gris; mezcla experimental XβCD−C16 = 0,45 verde; 0,30 violeta;

0,10 morado. Subfase NaCl 145 mM (Temperatura = 23 ± 2 ◦C).

En las Figuras 2-9 y 2-10 se puede observar que para todas las mezclas, se produce una

desviación positiva del área de las isotermas respecto a la situación ideal (expansión de área).

Relativo a los módulos de compresión o elasticidad en el plano de los films mixtos, estos no
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difieren con respecto a lo predicho para un comportamiento ideal, indicando que no hay un

cambio de fase respecto al film ideal. Para los valores máximos observados de módulo de

compresión experimental, respecto al ideal, las variaciones son inferiores a 10 mN/m.

Figura 2-11.: Desviación del área molecular promedio respecto al área ideal para las mezclas

de βCD-C16:POPC a diferentes presiones de superficie. El área ideal para la

mezcla es la señalada con la linea discont́ınua.

En la Figura 2-11 se compara el área experimental obtenida para las mezclas de βCD-

C16:POPC respecto al área ideal en función de la composición de βCD − C16 (XβCD−C16)

a diferentes presiones de superficie y en la Figura 2-12 se muestra el Aexc, calculada de

acuerdo a la Ecuación 2-5, en función de la composición.
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Figura 2-12.: Área en exceso calculada en función de la composición βCD − C16 de films

mezcla de βCD-C16:POPC a diferentes presiones de superficie.

El Aexc para las XβCD−C16 mayores que 0,30, a todas las presiones evaluadas, no excede

los 10-12 Å2, pero se observa una desviación positiva mayor para la mezclas que contienen

menor cantidad de βCD-C16 (XβCD−C16= 0,10).

Cuando se estudian monocapas mixtas, una pregunta recurrente es si los componentes

utilizados son miscibles o inmiscibles. Con respecto a la miscibilidad en monocapas de dos

componentes, son considerados inmiscibles, en la superficie de un film bidimensional, cuando

las propiedades de la peĺıcula mixta reflejan aquellas de los componentes individuales, por

lo que el área ocupada por el film mixto será la suma ponderada del área de los componen-

tes individuales (Ecuación 2-2).153 Además, cabe señalar que la miscibilidad-inmiscibilidad

puede ser un concepto ambiguo, si no se detalla la escala particular a la que se realiza el

análisis.151 En la escala nanométrica, a nivel molecular, la inmiscibilidad de una mezcla bina-

ria en una monocapa puede ser juzgada por la variación aditiva de sus propiedades y puede

estar acompañada o no por separación macroscópica de fases.154 En sistemas binarios, la
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inmiscibilidad lateral puede ser observada como dominios segregados de un componente en

el otro en la escala micrométrica. Algunas veces estos dominios pueden ser muy pequeños y

contener sólo algunas moléculas, lo que hace dif́ıcil su detección por microscopias. En siste-

mas más complejos, respecto a su composición o topograf́ıa de superficie, la cooperatividad a

nivel molecular (nm) puede ser disminuida debido a la emergencia de tensiones laterales y a

la enerǵıa interfacial. Esto tiene como consecuencia que el film mixto pueda exhibir compor-

tamiento aditivo con isotermas de compresión sin cambios de fase evidentes y una topograf́ıa

de superficie con coexistencia de dominios que revelan inmiscibilidad.155 La presencia de una

superficie heterogénea (coexistencia de dominios), en la escala micrométrica, implica inter-

acciones locales que conducen a un mezclado intermolecular favorable o desfavorable de los

diferentes componentes, a lo largo del plano lateral, en el rango de la escala nanométrica.151

A fin de conocer si hay segregación o no de los componentes de los films formados por

βCD-C16:POPC, se estudió la topograf́ıa de las peĺıculas mixtas mediante microscoṕıa de

ángulo Brewster (BAM) a lo largo de la isoterma de compresión. Esta información resulta

relevante para conocer por ejemplo si βCD-C16 se segrega, formando dominios enriqueci-

dos en ella misma. Esta información puede resultar esencial si a este anfifilo se lo emplea,

por ejemplo, como un transportador de moléculas bioactivas que llegue a membranas. Las

imágenes obtenidas para mezclas representativas (XβCD−C16 = 0,10, 0,48 y 0,90) a diferentes

presiones superficiales se muestran en las Figuras 2-13,2-14 y 2-15.

Estos experimentos muestran microheterogeneidad de la superficie con segregación de la

β-CD anf́ıfilica y el fosfoĺıpido, a todas las presiones de superficie y las composiciones estudia-

das. La inspección de las imágenes muestra claramente la inmiscibilidad de los componentes

en el rango de la mesoescala, que fue evidente a partir de la región gaseosa (π <1 mN/m)

y se mantuvo a lo largo de toda la isoterma. La aparición de dominios altamente birrefrin-

gentes, tras la compresión, puede atribuirse a la formación de conglomerados de moléculas

de βCD-C16, los que se observaron también en las peĺıculas de βCD-C16 pura tal como se

mostró en la Figura 2-8.60
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Figura 2-13.: Imágenes de microscoṕıa en ángulo en Brewster de una peĺıcula mixta que

contiene βCD-C16: POPC en fracciones molares 0,10: 0,90 a diferentes pre-

siones de superficie. Las imágenes son representativas de 5-10 imágenes de dos

experimentos independientes. Subfase empleada NaCl 145 mM, temperatura

23 ± 2◦C.

Figura 2-14.: Imágenes de microscoṕıa de ángulo de Brewster de una peĺıcula mixta que

contiene βCD-C16: POPC en fracciones molares 0,48: 0,52 a diferentes pre-

siones de superficie. Las imágenes son representativas de 5-10 imágenes de dos

experimentos independientes. Subfase empleada NaCl 145 mM, temperatura

23 ± 2◦C.
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Figura 2-15.: Imágenes de microscoṕıa en ángulo de Brewster de una peĺıcula mixta que

contiene βCD-C16: POPC en fracciones molares 0,90: 0,10 a diferentes pre-

siones de superficie. Las imágenes son representativas de 5-10 imágenes de dos

experimentos independientes. Subfase empleada NaCl 145 mM, temperatura

23 ± 2◦C.

También se determinó el trabajo bidimensional que se necesita para comprimir o expan-

dir un film mixto de βCD-C16, POPC desde un estado poco compacto (π ∼ 1 mN/m) a

uno de mayor empaquetamiento intermolecular y viceversa. Estos valores se compararon con

los que se requieren para comprimir o expandir a los componentes puros. Esto se hizo eva-

luando la enerǵıa libre de compresión (∆Gcomp) y de expansión (∆Gexp) calculadas través

de las Ecuaciones 2-6 y 2-7. El ∆Gcomp es una cantidad que refleja el balance de enerǵıa

entre las interacciones intermoleculares y la pérdida de entroṕıa tras la compresión de una

peĺıcula. ∆Gexp, en tanto refleja si el sistema retuvo, o no, enerǵıa u orden respecto a su

condición inicial, es decir antes de haber sido comprimido. Para peĺıculas termodinámica-

mente en equilibrio idealmente fluidas, la enerǵıa que se le da al sistema durante el proceso

de compresión (∆Gcomp) es igual a la enerǵıa devuelta por el sistema en el proceso de ex-

pansión (∆Gexp). Cuando estas enerǵıas no son iguales, y ∆Gcomp > ∆Gexp, significa que el

sistema almacena cierta cantidad de enerǵıa que no se restaura después de la expansión, por

ejemplo en forma de interacciones intermoleculares. La diferencia entre la ∆Gexp y ∆Gcomp

permite obtener la enerǵıa libre de histéresis (∆Ghys). La Figura 2-16 muestra las isotermas

de compresión-expansión de films mixtos βCD-C16:POPC a tres fracciones molares seleccio-



72 Caracterización de la interacción de la ciclodextrina anfif́ılica

nadas con XβCD−C16= 0,10, 0,45, 0,90. En la Tabla 2-1 se resumen los valores de ∆Gcomp,

∆Gexp y ∆Ghys para las mezclas de βCD-C16:POPC aśı como los de βCD-C16 pura. Estos

parámetros fueron calculados de acuerdo a las Ecuaciones. 2-6, 2-7, 2-8

Figura 2-16.: Isotermas de compresión-expansión de films mixtos de βCD-C16:POPC a

fracciones molares iguales a 0,10:0,90 (−), 0,45:0,55 (−) y 0,90:0,10 (−). Las

isotermas de compresión se muestran en ĺıneas cortadas y las de expansión

en ĺıneas llenas.

Todas las monocapas mixtas de βCD-C16:POPC tienen valores de ∆Gcomp comparables

a los encontrados para βCD-C16 pura, sin embargo ∆Gexp difiere dependiendo de la compo-

sición de la mezcla. Del análisis de la histéresis surgen conclusiones importantes respecto al

comportamiento de estos anfifilos en mezclas con diferente composición. Se observa que las

peĺıculas que contienen mayores cantidades de βCD-C16 (XβCD−C16 > 0,45) tienen ∆Ghys

más grande que las que tienen una cantidad menor de la β-CD anfif́ılica. Las isotermas de

la Figura 2-16 correspondientes a la mezcla con XβCD−C16= 0,10 que evidencian claramente

que el sistema con esta composición no almacena enerǵıa dado que los caminos seguidos

durante la compresión y expansión son prácticamente iguales. Por otra parte, los films con

XβCD−C16 > 0,45 poseen casi el mismo ∆Ghys que el calculado para βCD-C16 pura.
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Tabla 2-1.: Enerǵıa libre de compresión, expansión y de histeresis para peĺıculas mixtas

βC16: POPC obtenidas en una subfase de NaCl 145 mM a 23 ± 2◦C.

Fracción molar

βCD-C16:POPC

∆Gcomp

(kcal/mol)

∆Gexpan

(kcal/mol)

∆Ghys

(kcal/mol)

0,10 : 0,90 1,44 ± 0,04 1,35 ± 0,01 -0,09 ± 0,05

0,45 : 0,55 1,28 ± 0,03 0,67 ± 0,04 -0,61 ± 0,07

0,90 : 0,10 1,26 ± 0,09 0,71 ± 0,07 -0,55 ± 0,17

1,0 : 0,00 1,34 ± 0,01 0,72 ± 0,03 -0,62 ± 0,04

Estos resultados se interpretan en función de la capacidad que tiene βCD-C16 para formar

puentes de hidrógeno entre las unidades de oligosacáridos de moléculas adyacentes o cerca-

nas.141 Resulta evidente que el establecimiento de la red de enlaces hidrógeno es dependiente

de la densidad de moléculas de βCD-C16 en la superficie, lo cual condiciona la posibilidad

de encontrarse e interactuar.

Los resultados obtenidos por las diferentes metodoloǵıas aqúı empleadas indican que estas

ciclodextrinas anfif́ılicas parecen ser las principales responsables en determinar las propieda-

des de las peĺıculas mixtas, tales como la segregación y agrupamiento en clusters enriquecidos

en βCD-C16. La presencia de histéresis indica que por encima de cierta densidad de molécu-

las de βCD-C16 se establecen interacciones que requiere enerǵıa extra para romperse una

vez formadas.

Por otro lado, la mayor desviación de la idealidad observada para la peĺıcula mixta que

contiene una baja proporción de βCD-C16 (XβCD−C16 = 0,10), ver Figura 2-11 y 2-12, se

puede atribuir a la dificultad de βCD-C16 para establecer eficientemente enlaces de hidrógeno

en la matriz del fosfoĺıpido, lo cual probablemente introduce desorden en el sistema, si se

compara con el film ideal.

La divergencia que se encuentra entre el área molecular promedio de un film binario con

respecto a la mezcla ideal puede ser atribuida a la modificación de parámetros moleculares

en el film bidimensional de uno o ambos componentes. Ejemplos de lo anterior podŕıan ser
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cambios en la orientación de las moléculas respecto a la interfase (condicionadas por el otro

componente de la mezcla), establecimiento de interacciones o impedimento para que éstas

ocurran, lo que conduce a modificaciones en el área efectiva que ocupan.

Tabla 2-2.: Área molecular parcial media (A) en función de la com-

posición para peĺıculas mixtas βC16: POPC.

X βCD−C16
A ideal

a

(Å 2/molécula)

A βCD−C16

(Å2/molécula)

A POPC

(Å2/molécula)

5 mN/m

1,0 - 51,8b -

0,90 56,5 48,2 130,7

0,45 78,4 53,5 98,8

0,10 93,9 94,3 93,4

0 - - 98,7c

20 mN/m

1,0 - 32,7d -

0,90 36,8 29,5 102,8

0,45 55,8 32,0 75,4

0,10 69,3 74,1 68,7

0 - - 73,3;e

a Obtenido de la isoterma ideal en la fracción molar y la presión superficial indi-

cada.

b Corresponde al área molecular media de βCD-C16 pura a 5 mN/m.

c Corresponde al área molecular media de POPC pura a 5 mN/m.

d Corresponde al área molecular media de βCD-C16 pura a 20 mN/m.

e Corresponde al área molecular media del POPC pura a 20 mN/m.

Para determinar cuál es la contribución de cada componente al área ocupada en el film

mixto de βCD-C16:POPC, se calculó el área molecular parcial promedio (A) de acuerdo a

las Ecuaciones 2-9 y 2-10. Los resultados obtenidos para mezclas con X βCD−C16 = 0,10, 0,45



2.3 Resultados y Discusión 75

y 0,90 a 5 y 20 mN/m se presentan en la Tabla 2-2.

A partir del análisis de estos datos, se puede concluir que tanto a presiones de superficies

baja o alta (5 o 20 mN/m), para las fracciones molares de βCD-C16 iguales a 0,90 y 0,45, la

contribución de βCD-C16 al área de la mezcla es similar al área que ocupa este anfifilo cuando

está solo. Por el contrario, para la fracción molar más baja de βCD-C16, la contribución de

βCD-C16 al área de la mezcla es casi el doble respecto a la esperada para el compuesto puro

en ambas presiones. Estos resultados coinciden con la idea de que una pequeña cantidad de

βCD-C16, inmersa en la matriz de fosfoĺıpidos, se encuentra impedida para establecer la red

de enlaces de hidrógeno entre unidades de oligosacáridos, lo cual también se refleja en el

∆Ghys más pequeño para esta mezcla.

Las conclusiones obtenidas, a partir de este análisis, nos brindan información muy im-

portante, dado que, regulando la cantidad de βCD-C16 presente en la mezcla, es posible

regular la orientación de la cavidad de su oligosacárido con respecto al plano interfacial.

Esta idea se esquematiza en la Figura 2-17. Esto permitiŕıa concomitantemente hacer que

la cavidad de βCD-C16 sea accesible, o no, a un ligando que en ella se pueda incluir. Cuando

tenemos mezclas con bajas fracciones molares de βCD-C16, el oligosacárido se encuentra con

la cavidad mas paralela y más expuesta hacia al plano interfacial, situación que podŕıa ser

favorable para permitir la formación de complejos de inclusión con un ligando adecuado. Por

el contrario, a mayores fracciones molares de βCD-C16, la mayoŕıa de las unidades de oligo-

sacáridos están involucradas en la formación de puentes de hidrógeno, y como consecuencia

de esto, la cavidad está orientada más perpendicularmente respecto del plano interfacial, con

menos posibilidades de ser accesible para que un compuesto se incluya en ella.

Estos resultados, más allá de nuestro interés particular en el estudio del sistema constituido

por βCD-C16:POPC, reflejan un mecanismo general de como los carbohidratos participan

en regular y transmitir información a nivel de la mesoescala en una (bio)interfase u otros

sistemas supramoleculares. El rol vital de los carbohidratos presentes en membranas celulares

para la señalización es bien conocido, probablemente la densidad de moléculas en la superficie

y el establecimiento de interacciones como enlaces hidrógeno sean los responsables en la

regulación de su actividad.
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Figura 2-17.: Orientación molecular adoptada por βCD-C16 respecto a la interfase en un

film mixto βCD-C16:POPC cuando se encuentra en baja (A) y alta (B) frac-

ción molar.

2.3.2. Adsorción de βCD-C16 a la interfase aire-agua y penetración

en monocapas de POPC

Cuando se coloca en agua una solución concentrada de un anfifilo, de modo que alcance

una concentración superior a la CAC, la adsorción de los anf́ıfilos a la interfase aire-agua da

como resultado la formación de una monocapa de Gibbs, que se evidencia por un aumento

de la presión de superficie (o disminución en la tensión superficial). Una monocapa de Gibbs

surge del equilibrio entre el anf́ıfilo en solución y la monocapa formada en la interfase.24,156

Además, los agregados del anfifilo, en el seno de la solución, proporcionan un reservorio para

el reemplazo de los monómeros integrados a la superficie, manteniendo de esta manera la

concentración de monómero prácticamente constante en la solución.

Se estudió el comportamiento y avidez de βCD-C16 para adsorberse a la interfase aire-agua

y para penetrar a interfases donde estaba presente POPC con diferente grado de empaque-

tamiento. En este caso POPC, fue utilizada como un modelo de biomembrana.

A fin de conocer la capacidad de βCD-C16, para adsorberse a una interfase limpia, se

inyectó una solución concentrada de βCD-C16 en una solución de NaCl 145 mM, tal como

se explica en la sección experimental apartado 2.2.6. La medición se realizó en una cuba

de teflón y se registró la presión de superficie en función del tiempo, hasta que ésta se

mantuvo constante. La concentración final de βCD-C16 obtenida en la subfase fue de 0,2
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mM siendo su CAC igual a 63 µM. La Figura 2-18 muestra la isoterma de adsorción de

βCD-C16. La presión de equilibrio (πeq) alcanzada por βCD-C16 es igual a 33 ± 1 mN/m.

Asumiendo que la βCD-C16 adsorbida en la interfase adopta una organización lateral, similar

a la que tiene en las monocapas Langmuir se puede estimar, por extrapolación, usando la

isoterma de Langmuir, como es la organización adoptada por βCD-C16 cuando se adsorbe

en una interfase aire-agua. Se estimó que el área ocupada por una molécula βCD-C16 en la

monocapa de Gibbs a la πeq es de aproximadamente 22 Å2/molécula, lo que implica que la

β-ciclodextrina anfif́ılica se adsorbe a una interfase con un alto grado de empaquetamiento

y que tiene el plano de la cavidad perpendicular a la interfase, cómo se muestra en la Figura

2-2C.

Figura 2-18.: Isoterma de adsorción de βCD-C16 en la interfase aire-agua. Subfase NaCl

145 mM, temperatura 23 ◦C.

La topograf́ıa de βCD-C16 adsorbida en la interfase de una solución acuosa de NaCl

145 mM fue inspeccionada por BAM, Figura 2-19. La topograf́ıa adquirida por la auto-

incorporación de βCD-C16 en la interfase aire-agua muestra estructuras altamente ordenadas
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y refringentes que exhiben un crecimiento anisotrópico, preferencialmente a lo largo de una

ĺınea. El proceso de adsorción espontánea de βCD-C16 conduce a caracteŕısticas topográficas

que difieren de las observadas a partir de su compresión en una isoterma de Langmuir (ver

Figura 2-8). Por compresión de βCD-C16 no se forman estructuras alargadas, sino mas bien

núcleos con crecimiento de tipo circular.

Figura 2-19.: Imágenes de BAM de la adsorción de βCD-C16 en una interfase aire-agua

(NaCl 145 mM, temperatura 23± 2 ◦C). En A se muestra la superficie de la

solución de NaCl 145 mM. Los paneles B-G muestran a βCD-C16 adsorbida

a diferentes tiempos, C-G son imágenes obtenidas a πeq.

Posteriormente, se estudió la capacidad de βCD-C16 para penetrar o insertarse en mono-

capas del fosfoĺıpido POPC. Para el estudio de la penetración de βCD-C16 en monocapas de

POPC, las monocapas del fosfoĺıpido se pre-formaron inicialmente en la interfase aire-agua

a diferentes presiones de superficie, inicial (π0). Luego se inyectó una solución concentrada

de βCD-C16 en la subfase alcanzandosé una concentración final muy por encima de la CAC.

Los cambios de π, en función del tiempo, se registraron hasta que la presión de superficie

fuera estable, a esta presión se la llama presión de superficie final (πf ). Posteriormente, se

calculó el cambio en la presión de superficie como ∆π= πf -π0. Cualquier incremento en la

presión de superficie, respecto a la π0 a la que se encontraba POPC, refleja la penetración

de βCD-C16 en la monocapa de POPC. En la Figura 2-20 se muestran las isotermas de

penetración de βCD-C16 en films de POPC. Cómo se observa en el gráfico, el ∆π, después

de la adición de βCD-C16, depende de la π0 de POPC.

En todos los casos la πf muestra un valor mayor que el alcanzado por βCD-C16 cuando

se adsorbe a la interfase limpia (33 ± 1 mN/m). Cuando se grafica ∆π vs. π0 de POPC se

puede observar que hay una dependencia lineal con la π0 tal como se muestra en la Figura
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2-20. Este gráfico permite estimar hasta qué presión de superficie βCD-C16 seŕıa capaz

de incorporarse en un film de POPC (punto de corte o cut off ), este valor oscila entre 46

± 1 mN/m, es decir que βCD-C16 es capaz de penetrar monocapas de POPC altamente

empaquetadas, indicando una alta afinidad por esta interfase liṕıdica.

Figura 2-20.: A) Curvas de adsorción de βCD-C16 a través del tiempo en una interfase

aire/agua (−) y penetración de βCD-C16 en monocapas de POPC empaque-

tadas inicialmente a diferentes presiones superficiales πPOPC0 : 5 mN/m (−),

10 mN/m (−), 15 m m (−), 20 mN/m (−), 30 mN/m (−), 35 mN/m (−), 40

mN/m ( −). B) Curva de corte para la penetración de βCD-C16 en films de

POPC. La concentración de βCD-C16 en la subfase se mantuvo por encima

de la CAC en todos los casos. Subfase: NaCl 145 mM, temperatura 23±2 ◦C.

Se ha propuesto que la presión de superficie promedio en la bicapa de una biomembrana es

de aproximadamente 30-35 mN/m.158–160 Es de señalar que el valor de corte encontrado para

βCD-C16 en monocapas de POPC, es mucho mayor que la presión de superficie asignada

a las bicapas. Estos resultados sugieren que βCD-C16 tendŕıa la capacidad para penetrar

bicapas de membranas naturales y estructuras densamente empaquetadas, lo que les confiere

relevancia para aplicaciones biológicas. Estos resultados también son prometedores para el

uso de βCD-C16 como constituyente de transportadores de fármacos que deban llegar a
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membranas celulares para ejercer alĺı su actividad. Tambien podŕıan resultar útiles en casos

donde las membranas celulares representen una barrera para que el fármaco pueda ingresar

a la célula y ejerceer su acción.152,161

La magnitud y signo de la pendiente de la gráfica ∆π vs. π0 permite explicar el tipo

de interacciones existentes entre los anfifilos.162 Una pendiente igual a -1 representa una

situación ideal sin interacción entre los componentes. Una pendiente más pronunciada, con

valores absolutos mayores que 1, indica interacciones repulsivas, mientras que una pendien-

te con valor absoluto inferior a 1, interacciones atractivas. El valor de pendiente para el

sistema βCD-C16/POPC es -0,83 ± 0,06, lo que indica interacciones atractivas entre los

componentes.163

La textura de las peĺıculas obtenidas debido a la penetración de βCD-C16 en monocapas

de POPC se evaluó por BAM a π0 iguales a 5 y 35 mN/m, los resultados se muestran en la

Figura 2-21. La textura y topograf́ıa superficial, que se obtiene debido a la penetración de

βCD-C16 en las monocapas POPC, presenta patrones similares a los mostrados por βCD-

C16 cuando se absorbe en la interfase limpia (Figura 2-19). Sin embargo, las estructuras con

forma de hilos, debidas a la penetración de βCD-C16 en la peĺıcula de fosfoĺıpidos, son más

refringentes y muestran menos orden que las observadas para la adsorción de βCD-C16 en

la interfase de agua, especialmente cuando POPC se empaquetó a 35 mN/m. Por ejemplo,

en la Figura 2-21b obtenida a 35 mN/m, las imágenes E-F de BAM se adquirieron con una

ganancia inferior en el microscopio a fin de evitar el blanqueamiento de la imagen. En BAM,

la reflectancia relativa es proporcional al grosor de la región de la peĺıcula observada. La

elevada reflectancia observada conduce a suponer que se forman estructuras en multicapas

o ensamblados de algún tipo de la ciclodextrina anfif́ılica en la interfase.

Para estimar la cantidad de β-ciclodextrina anfif́ılic,a que penetró en la peĺıcula de POPC,

una vez alcanzada πf , se transfirió la peĺıcula a una cuba conteniendo una subfase de agua

limpia y se cuantificó βCD-C16 (ver sección experimental 2.2.6). La cantidad de βCD-C16

presente en la peĺıcula transferida, proveniente de la monocapa de POPC a 5 mN/m y 35

mN/m, excede en 6 y 9 veces, respectivamente, la cantidad de β-ciclodextrina que podŕıa

estar presente si se considerara que toda la superficie estuviese cubierta solamente por βCD-
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C16 con una orientación relativa a la interfase, tal que la β-ciclodextrina modificada ocupase

22 Å2/molécula (área mı́nima que puede ser ocupada por βCD-C16 antes del colapso en

una monocapa de Langmuir). La cantidad cuantificada de βCD-C16, junto con las imágenes

BAM, respaldan la idea de la formación de estructuras multi-ensambladas de βCD-C16 que

se forman probablemente por la inserción de la cadena hidrocarbonada de una βCD-C16 en

la cavidad de otra βCD-C16 que se insertó previamente en la interfase. Este tipo de interac-

ción fue informada en micelas de una ciclodextrina anfif́ılica de estructura similar.56 Estas

estructuras multi-ensambladas son más importantes cuando POPC está más densamente

empaquetada; bajo esta condición, lo más probable es que βCD-C16 no pueda insertarse tan

profundamente en la peĺıcula de POPC, quedando la cavidad de la ciclodextrina más ex-

puesta o dislocada respecto del plano interfacial, favoreciendo la accesibilidad de su cavidad

para la inclusión de otra ciclodextrina anfif́ılica y conduciendo a estructuras con un grosor

mayor que el observado para una sola molécula βCD-C16.

Nuevamente, las caracteŕısticas topográficas observadas en la Figura 2-21 difieren de

aquella mostrada por las peĺıculas mixtas obtenidas a partir de la compresión de una solución

mezcla de βCD-C16:POPC sembrada en la interfase. Sin embargo, tanto las monocapas

de Langmuir, provenientes de la siembra de una solución mezcla, aśı como las peĺıculas

obtenidas por la penetración de βCD-C16 en un film de POPC, mostraron segregación y

agrupamiento de βCD-C16 en la matriz del fosfoĺıpido. La mayor diferencia encontrada

reside en el orden alcanzado cuando βCD-C16 penetra los films de POPC, que se atribuye a

la auto-inclusión o apilamiento de βCD-C16. Las diferentes conformaciones adoptadas por

βCD-C16 en monocapas de Langmuir y por penetración en films de POPC se esquematizan

en la Figura 2-22

También, las monocapas comprimidas hasta una presión de 30 mN/m se dejaron por un

peŕıodo de tiempo, aproximadamente 1 hora, y se evaluó si hab́ıa cambios en la topograf́ıa.

Durante este peŕıodo no se observó la aparición de estructuras de tipo hilo o similares a

las obtenidas por la penetración de βCD-C16 en films de POPC. Estos resultados reflejan

la importancia del camino o procedimiento a través del cual se obtienen estructuras supra-

moleculares, permitiendo una gran versatilidad en el diseño de los ensamblados obtenidos.



82 Caracterización de la interacción de la ciclodextrina anfif́ılica

Figura 2-21.: Imágenes BAM obtenidas durante la penetración de βCD-C16 en monocapas

de POPC preformadas en la interfase aire-agua (NaCl 145 mM) en función

del tiempo. Las imágenes D-G se adquirieron a una presión de superficie igual

a πf , a) π0
POPC : 5 mN/m, b) π0

POPC : 35 mN/m. Los paneles A muestran

la superficie de una solución de NaCl 145 mM y los paneles B de POPC a 5

mN/m (a) y 35 mN/m (b). Todas las imágenes se obtuvieron utilizando una

ganancia del microscopio del 100 %, excepto en las imágenes E-G del panel b

que se tomaron con una ganancia del 40 % para evitar una alta reflectancia.

Figura 2-22.: Esquema que representa la organización y orientación propuesta para βCD-

C16 cuando a) penetra en una monocapa de POPC presente en la interfase y

b) cuando se siembra una solución mezcla de βCD-C16:POPC que contienen

una alta y baja proporción de la ciclodextrina anfif́ılica.
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2.4. Conclusiones

Los estudios presentados permitieron conocer que las monocapas de Langmuir de βCD-

C16: POPC, con diferente composición, muestran inmiscibilidad de sus componentes y ex-

pansión del área con respecto al comportamiento ideal. El exceso de área, respecto al com-

portamiento ideal, es notablemente mayor cuando la fracción molar de βCD-C16 es pequeña.

Además, la presencia de una pequeña cantidad de βCD-C16 en la mezcla βCD-C16:POPC

no induce la histéresis en los films, la cual si ocurre para fracciones molares de βCD-C16

mayores.

El análisis del área molecular parcial promedio en función de la composición de las mono-

capas mixtas βCD-C16:POPC revela que, a altas o bajas presiones de superficie y fracciones

molares altas de βCD-C16 (XβCD−C16 > 0,30), la contribución al área de la mezcla por parte

de βCD-C16 es comparable al área ocupada por el anfifilo puro.

Por el contrario, cuando la fracción molar de βCD-C16 es pequeña (XβCD−C16= 0,10),

la contribución al área de la mezcla por parte de βCD-C16 es casi el doble de la esperada

para el compuesto puro. Estos resultados sugieren que una pequeña cantidad de βCD-C16,

inmersa en una matriz de fosfoĺıpido, está impedida para formar eficientemente la red de

puentes de hidrógeno entre los anillos de oligosacárido de los anfifilos vecinos. Este hecho

también se refleja por la ausencia de histérisis. El pequeño valor obtenido para ∆G hys en

esta mezcla, refleja que no se han establecido interacciones entre los anillos oligosacaridos,

tal como ocurre a fracciones molares mas grandes de βCD-C16. Esto tiene una consecuencia

importante en las propiedades impartidas al film, porque controlando la cantidad de βCD-

C16 es posible regular la orientación de la cavidad con respecto al plano interfacial y esto

permitiŕıa controlar la unión, o no, de un ligando en la cavidad de la ciclodextrina anfif́ılica.

Los resultados también revelan que βCD-C16 tiene una gran tendencia a auto-organizarse

en ensamblados ordenados, cuando se le ofrece la posibilidad de adsorberse a una interfase

limpia (agua) o una interfase liṕıdica tal como POPC. También, βCD-C16 puede penetrar

monocapas del fosfoĺıpido cuando este se encuentre altamente empaquetado a presiones su-

periores a las propuestas para una biomembrana. En el último caso, βCD-C16 es capaz de

formar dominios o clusters guiados probablemente por interacciones intermoleculares sucesi-
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vas. Las estructuras altamente reflectivas, observadas por BAM, son atribuidas a βCD-C16,

muy probablemente estas estructuras están fuera del plano (dislocadas respecto al plano

interfacial) y formadas por un apilamiento sucesivo de ciclodextrinas enhebradas por la ca-

dena hidrocarbonada de una en la cavidad de otra. Todos estos eventos pueden favorecerse

por la formación de puentes de hidrógeno y la complejación de la cadena de acilo desde un

βCD-C16 en la cavidad de otra βCD-C16.



3. Agregados auto-ensamblados de

βCD-C16:AmB como sistemas de

transporte y liberación de AmB
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3.1. Introducción

El diseño de sistemas de entrega y liberación de fármacos para enfermedades parasitarias

y micóticas, se enfrenta a un gran desaf́ıo, el desarrollo de moléculas con alta eficiencia para

la eliminación de las células fúngicas y parásitos, que no alteren las células de los mamı́feros,

siendo ambas eucariotas y con v́ıas metabólicas comunes. Las necesidades terapéuticas de

pacientes oncológicos, hematológicos, sometidos a trasplantes o con śındrome de inmunode-

ficiencia adquirida (SIDA), generan la búsqueda de nuevas formulaciones para tratamientos

anti-micóticos. Entre los fármacos más utilizados para uso sistémico se encuentran Polienos

(Nistatin y Anfotericina), Azoles (Imidazoles y Triazoles), Alilaminas, (naftifina, terbinafin)

Morfolinas (amorofilina).164

Uno de los fármacos más utilizados es la Anfotericina B (AmB). La AmB es un antibiótico

polienico que exhibe una alta actividad fúngica y antiparasitaria, muy utilizado en pacientes

inmunocomprometidos (cáncer, trasplantes o sida)73. La poca incidencia en el desarrollo de

resistencia a permitido su utilización por décadas, aunque su utilidad está limitada por su

toxicidad, principalmente nefrotoxicidad y hemólisis.80,165,166

Diversas investigaciones indican que la toxicidad del fármaco está relacionada con su baja

solubilidad acuosa.68 Debido a su naturaleza anfipática, la AmB en el agua forma una mez-

cla de monómeros solubles y agregados. El monómero soluble está relacionado generalmente

como la forma menos tóxica de la AmB98,167 lo cual ha conducido a buscar estrategias para

obtener formulaciones de fármacos con AmB predominantemente en su forma monoméri-

ca.85,168 Las formas agregadas de AmB son oligómeros solubles en agua e insolubles, los

cuales se asocian a forma tóxica de AmB.165,169 Para mejorar la eficacia de este fármaco

y reducir su toxicidad aguda y crónica, se han desarrollado formulaciones liṕıdicas como

AmBisome R©, micelares como Fungizone R© y formulaciones que fueron tratadas térmica-

mente como la heated-Fungizone con muy buenos resultados.

El AmBisome R© es una formulación liposomal de anfotericina B que está compuesta por

fosfoĺıpidos y colesterol, diseñados para incorporar la anfotericina B en la bicapa del liposo-

ma.68

En los ensayos realizados con AmBisome R© se demostró su eficiencia en el tratamiento de
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infecciones sistémicas tanto intracelulares (leishmaniasis e histoplasmosis) como extracelu-

lares (candidiasis y aspergilosis). Además, debido a su baja toxicidad, la administración de

AmBisome R© por v́ıa intravenosa se realiza en dosis altas de anfotericina B (1–30 mg / kg)

para el tratamiento de infecciones fúngicas sistémicas.67

La Fungizone R© es la forma de AmB más utilizada cĺınicamente, en la cual el desoxico-

lato de sodio solubiliza la AmB. Esta formulación consiste en agregados mixtos de AmB-

desoxicolato que coexisten con micelas de desoxicolato puro.

Cuando se compara la toxicidad renal y la eficacia de las formulaciones de AmBisome R© y

Fungizone R©, los resultados obtenidos mostraron que sólo el 14,2 % de los pacientes tratados

con AmBisome R© desarrollaron complicaciones renales, en comparación con el 42,3 % de los

pacientes tratados con Fungizone R©. Además, la tasa de mortalidad del primer grupo fue tres

veces menor. La dosis inicial recomendada de AmB es de 1 mg/ kg d́ıa que puede aumentarse

hasta a 3–5 mg/kg d́ıa.68,170

La formulación de AmBisome R© presenta una toxicidad menor que Fungizone R©, pero su

alto costo y dificultad de fabricación representan limitaciones para su uso generalizado, por lo

cual la Fungizone R© sigue vigente. Como se muestra en la Tabla 3-1, el costo del tratamiento

diario para un paciente de 70 Kg tiene un valor 945 dolares con AmBisome R©, comparado

con el precio de la Fungizone R© que tiene un valor de entre 17 dólares, por esta razón,

los pacientes se siguen tratando con Fungizone R© o mezclas de Fungizone R©: AmBisome R©,

aunque presente mayores efectos secundarios. Por lo tanto, el diseño de transportadores que

permiten administrar AmB sigue siendo una necesidad.171,172

Fungizone R© es la formulación de referencia y fue la única formulación de AmB en el

mercado durante aproximadamente 35 años y es las más económica del mercado, por esta

razón han surgido diferentes estrategias para disminuir su toxicidad. Recientes investigacio-

nes demostraron que cuando la AmB en deoxicolato se calienta durante 20 minutos a 70

◦C se reduce la toxicidad considerablemente, sin ningún efecto sobre la actividad antifúngi-

ca.173 78 174 Este tratamiento realizado en Fungizone R© produce cambios en la formación de

monómeros y genera nuevas estructuras (superagregados). El cambio en la conformación de

AmB produce un aumento de tamaño y la condensación de la AmB monomérica,95 lo que
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Tabla 3-1.: Caracteŕısticas de los productos comerciales Fungizone R© y AmBisome R© ∗

Fármaco Fungizone R© AmBisome R©

Compañ́ıa Bristol-Myers-Squibb Astellas Pharma US, Inc.,

Clase Micelas Liposomas unilamelares

Diámetro de part́ıcula

(nm)
80- 100 60-80

Dosis recomendada

mg/kg diario
0,6-1 5

Valor del producto U$ 12 por cada 50 mg U$ 135 por cada 50 mg

Precio estimado diario para

pacientes de 70 Kg
U$ 17 U$ 945

∗ Tabla tomada de la referencia 67

resulta en una disminución en su toxicidad comparado con el fármaco tradicional.168

3.1.1. Preparación de soluciones de AmB en formulaciones de

AmBisome R© y Fungizone R©.

AmBisome R© es un medicamento liofilizado que se encuentra en frascos que contienen 50

mg de AmB, la cual es reconstituida con 12 mL de agua estéril, hasta una concentración de 4

mg/mL de AmB. Para la perfusión, se debe obtener una concentración final en un intervalo

recomendado de 0,2 mg/mL a 2 mg/mL de AmB.175

De la misma manera Fungizone R© es preparada en una concentración inicial de 5 mg/mL

de AmB añadiendo agua estéril. El ĺıquido para perfusión, se prepara de la dilución (1:50)

en solución de dextrosa U.S.P al 5 %. La concentración final de AmB es de 0,1 mg/mL, la

cual debe estar en un pH por encima de 4,2.176
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3.1.2. Estado de agregación de Anfotericina B.

La AmB presenta estados de agregación que condicionan no sólo la toxicidad sino también

la actividad y la farmacocinética de la misma.68 Cuando la AmB se encuentra en soluciones

acuosas las diferentes especies (monómero, d́ımero y poliagregado) se encuentran en equili-

brio dependiendo de la concentración del fármaco.177 Por ejemplo, la AmB está en estado

monomérico en medios acuosos cuando su concentración es inferior a 0,6-3,25µM.

Los agregados de AmB se forman por la interacción hidrofóbica de la cadena heptaénica

de las diferentes moléculas en el medio, lo que sugiere que el aumento de las moléculas no sólo

genera el incremento del número de agregados, sino también el tamaño de los mismos.37,93,178

Por otro lado, las moléculas de AmB se disponen antiparalelamente una a la otra, estabi-

lizadas por interacciones de Van Der Waals en solución acuosa formando agregados diméri-

cos,179 este hecho fue corroborado por Mazerski,180 informando que el d́ımero de AmB se

obtiene cuando ambas moléculas poseen un ángulo de 170◦ (estructura “cabeza-cola”).181,182

La formación de d́ımeros de AmB sugiere una interacción hidrofóbica por parte del hepteno

en las moléculas, como se muestra en la Figura 3-1, lo que permite que el agregado sea más

estable. A su vez, la parte hidrof́ılica del AmB se encuentra expuesta al solvente, favore-

ciendo posibles interacciones con moléculas del solvente y con sus grupos cromóforos a una

distancia de 0,48 nm entre śı permitiendo la interacción.180

Figura 3-1.: Representación gráfica de la formación de agregados de AmB.
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3.1.3. Propiedades espectroscópicas de la Anfotericina B.

Las propiedades espectroscópicas de la AmB se atribuyen a los siete enlaces dobles con-

jugados de su estructura(Figura 1-12). En la Figura 3-2 se muestran los espectros UV-Vis

de las formas monomericas agregados y superagregada de AmB.

Figura 3-2.: Espectro de absorción UV-Vis de diferentes estados de agregación de AmB :

Monómero (4), agregado.(−−−) y supergregado (−).

Las moléculas de AmB se ubican con los grupos cromóforos interaccionando entre śı

por medio de fuerzas hidrofóbicas. Por ello, cuando aumenta la cantidad de moléculas se

incrementan las interacciones y los niveles de enerǵıa se ven alterados.89,183 El aumento de

las interacciones trae consigo un efecto hipocrómico notable en las bandas con máximas de

absorción localizados en 360-363 nm, 383-385 nm y 406-420 nm y provoca la aparición de

una banda con máximo de absorción muy intenso entre los 328–340 nm.184 Las bandas del

espectro de absorción de AmB se denominan I-IV tal como se muestra la Figura 3-2166
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3.2. Objetivos.

El objetivo principal de este caṕıtulo es evaluar el potencial que tiene la molécula anfif́ılica

βCD-C16 para transportar el fármaco hidrofóbico AmB mediante la formación de estructuras

supramoleculares auto-ensambladas.

Los puntos espećıficos abordados son:

• Estudiar la formación y caracterización de agregados supramoleculares formados por

la βCD-C16

• Caracterizar las interacciones de Anfotericina B con βCD-C16 en sistemas coloidales

empleando técnicas espectroscópicas (FT-IR, RMN, UV-Vis y DC).

• Evaluar la capacidad de la βCD-C16 para el transporte y liberación de fármacos

hidrofóbicos (ensayos in vitro).

• Evaluar la actividad hemoĺıtica y antifúngica de los agregados de βCD-C16:AmB

frente a Candida albicans.

3.3. Materiales y métodos.

3.3.1. Soluciones de AmB.

Se prepararon soluciones madre de AmB en DMSO con una concentración de 30 mg/mL

(32,46 mM). Las soluciones madre se conservaron a -20 ◦C protegidas de la luz. La solubilidad

de AmB en DMSO es de 30-40 mg/mL.185

3.3.2. Determinación del coeficiente de extinción de AmB

Para cuantificar la AmB presente en las diferentes soluciones empleadas en este trabajo

se utilizó espectrofotometŕıa UV-Vis. Los espectros se adquirieron en un espectrofotómetro

Shimadzu 1501-Multispect en el intervalo de 300-450 nm. Las cuantificaciones se realizaron

en soluciones de metanol con 5 % de DMSO, metanol fue elegido como solvente dado que en él

AmB se encuentra en su forma monomérica.78,98,186 La forma monomérica de este compuesto
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permite cuantificarlo sin las ambigüedades que son dadas por la presencia de otros estados

de agregación.

Para obtener la curva de calibración se prepararon soluciones de AmB en un intervalo

de concentraciones de 0,5 a 10 µg/mL en metanol con 5 % de DMSO; las mediciones se

realizaron por duplicado utilizando diferentes soluciones madres de AmB y una celda de 1

cm de paso óptico. Los espectros obtenidos presentan las señales caracteŕısticas de AmB en

su forma monomérica mostrando máximos de absorción a 405, 382, 363, y 343 nm (Figura

3-3).68,187 El coeficiente de extinción obtenido en estas condiciones a 405 nm fue de ε405 =

0,148 ± 0,003 (µg/mL cm)−1 o ε405 = (1,37 ± 0,03) ×105 M−1 cm−1 el cual es similar a los

informados en la literatura ( ε416 = 1,21×105 M−1 cm−1 en DMSO;188,189 ε409 =1,153×105

M−1 cm−1 en DMSO78). En la Figura 3-4 se muestra la curva de calibración obtenida.

Figura 3-3.: Espectros de absorción de AmB en metanol 5 % DMSO.
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Figura 3-4.: Curva de calibración de AmB en metanol 5 % de DMSO. ε405 = 0,148 ± 0,003

(µg/mL cm)−1, (1,37±0,03)×105 M−1 cm−1, (r2=0,996).

.

3.3.3. Soluciones de βCD-C16

Se prepararon soluciones de βCD-C16 en agua Milli Q con diferentes concentraciones (1,

2, 3, 4, 5, 6 mg/mL) a fin de determinar la concentración adecuada para la formación de

agregados auto-ensamblados estables que se desean utilizar en este trabajo. A las soluciones

preparadas de βCD-C16 se les adicionó una cantidad equimolar de NaOH, lo que causa que

el grupo ácido carbox́ılico de la cadena de βCD-C16 quede desprotonado, lo que aumenta su

solubilidad (ver Figura 2-24 y Anexo ). También fue necesario agregar DMSO para facilitar

la disolución de βCD-C16; se ensayaron diferentes porcentajes de co-solvente para encontrar

la menor proporción del mismo que permita la correcta disolución del anfifilo (Tabla 3-2).

Las soluciones se incubaron por 12 h a 4 ◦C para favorecer la formación de los agregados de

βCD-C16.

Se observó que la máxima concentración estable de βCD-C16 en solución, sin presencia de

precipitados o turbidez, fue la de 4 mg/mL con 4 % de DMSO, por esta razón, en este trabajo
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Tabla 3-2.: Condiciones ensayadas para obtener agregados estables de βCD-C16

βCD-C16 (mg/mL) βCD-C16 (mM) 1 % DMSO 2 %DMSO 4 % DMSO

1 0,56 Homogénea Homogénea Homogénea

2 1,13 Precipitado Homogénea Homogénea

3 1,69 Precipitado Precipitado Homogénea

4 2,26 Precipitado Precipitado Homogénea

5 2,82 Precipitado Precipitado Precipitado

6 3,39 Precipitado Precipitado Precipitado

se utilizó esta solución para la posterior formación de los agregados mixtos conteniendo βCD-

C16 y AmB.

3.3.4. Elaboración de agregados auto-ensamblados de βCD-C16:AmB

Para obtener los agregados auto-ensamblados βCD-C16:AmB a 950 µL de una solución

de βCD-C16 4 mg/mL con 4 % DMSO se le agregó el volumen necesario de la solución madre

de AmB (30 mg/mL = 32,46 mM en DMSO) para alcanzar concentraciones de entre 0,1-1,7

mg/mL de AmB. A fin de tener en todas las preparaciones un volumen final de 1 mL, y

mantener constante el porcentaje de DMSO, se agregó el volumen necesario de co-solvente.

La concentración final de βCD-C16 luego de la adición de DMSO (puro y/o proveniente de la

solución madre) se modifica a 3,8 mg/mL (2,15 mM) quedando también un 8,8 % de DMSO

en la preparación. En la Figura 3-5 se representa esquemáticamente este procedimiento.

Posteriormente, las soluciones con βCD-C16:AmB fueron incubadas por 12 h a 4 ◦C y se

centrifugaron a 10000 rpm durante 10 minutos para separar la AmB sin incorporar, que se

presenta en forma de cristales amarillos. Finalmente, los sobrenadantes de las preparaciones

se dializaron en agua utilizando una membrana de celulosa benzoilada de 2000 Da MWCO

(Sigma-Aldrich). Para la diálisis se utilizó un volumen de 800 mL de agua que fue repartido

en dos porciones de 400 mL cada 12 h; el proceso de diálisis se realizó durante 24 h con el

objetivo de eliminar el DMSO. Luego, las preparaciones dializadas se almacenaron a 4 ◦C

hasta su uso.
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Figura 3-5.: Representación esquemática del procedimiento seguido para la obtención de

agregados auto-ensamblados βCD-C16:AmB.

3.3.5. Cuantificación de AmB incorporada en los agregados

auto-ensamblados mixtos βCD-C16:AmB

Para conocer la concentración de AmB incorporada en cada uno de los agregados prepa-

rados, se tomó una aĺıcuota de cada agregado, se diluyó en metanol y se ajustó el volumen

de DMSO hasta un 5 %. El volumen final de las diluciones fue de 1 mL. Luego se midió

la absorbancia de las soluciones metanólicas a 405 nm utilizando celdas de 1 cm de paso

óptico y se procedió a cuantificar empleando la Ley de Lambert-Beer y el coeficiente de

extinción informado previamente. La cuantificación de AmB se realizo en metanol a fin de

tener la especie monomérica del macrólido.78,98,186 En la Tabla 3-3 se muestran las soluciones

preparadas.

Las fracciones molares de βCD-C16 (XβCD−C16) y AmB (XAmB) se calcularon de acuerdo

a las ecuaciones 3-1 y 3-2

XβCD−C16 =
moles de βCD − C16

moles βCD − C16 + moles deAmB
(3-1)

XAmB =
moles deAmB

moles βCD − C16 + moles deAmB
(3-2)
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Tabla 3-3.: Cuantificación de AmB incorporada en los agregados auto ensamblados βCD-C16:AmB.

Formulación
Volumen de solución

stock AmB

Concentración teórica

de AmB en los agregados

βCD-C16:AmB

Abs 405 nme

Concentración experimental

de AmB en los agregados

βCD-C16:AmB

µL mg/mL mM mg/mL mM

A 0,8a 4,8×10−2 0,052 0,091 4,39 ×10−2 (4,6 ± 0,5) ×10−2 0,047 0,049 ± 0,005

0,087 4,20 ×10−2 0,045

0,105 5,07 ×10−2 0,055

B 1,5a 9,0 ×10−2 0,098 0,19 9,17 ×10−2 0,099

C 3,3a 19,8 ×10−2 0,215 0,383 18,5 ×10−2 (19,5 ± 0,1) ×10−2 0,2 0,21 ± 0,02

0,425 20,5 ×10−2 0,222

D 6,7a 40,2 ×10−2 0,437 0,364 35,1 ×10−2 (36 ± 1) ×10−2 0,38 0,39 ± 0,01

0,384 37,1 ×10−2 0,4

E 10,0a 60,0 ×10−2 0,653 0,591 57,0 ×10−2 (60 ± 4) ×10−2 0,616 0,65 ± 0,05

0,657 63,4 ×10−2 0,685

F 13,5a 81,0 ×10−2 0,881 0,772 74,5 ×10−2 (0,77 ± 0,04) ×10−2 0,805 0,84 ± 0,04

0,831 80,2 ×10−2 0,867

G 18,5a 111,0 ×10−2 1,21 1,03 99,4 ×10−2 (103 ± 6) ×10−2 1,074 1,12 ± 0,07

1,153 111,3 ×10−2 1,202

1,029 99,3 ×10−2 1,073

H 25b 150,5 ×10−2 1,63 1,495 144,3 ×10−2 (137 ± 7) ×10−2 1,56 1,48 ± 0,08

1,411 136,2 ×10−2 1,47

1,349 130,2 ×10−2 1,41

I 27c 158,8 ×10−2 1,72 1,306 147,0 ×10−2 (145 ± 3) ×10−2 1,59 1,57 ± 0,04

1,262 142,1 ×10−2 1,54

J 25d 160,5 ×10−2 1,74 1,497 144,5 ×10−2 (139 ± 8) ×10−2 1,56 1,50 ± 0,09

1,373 132,5 ×10−2 1,43

aAmB=30,0 mg/mL en DMSO. Los volúmenes indicados en la Tabla se añadieron a 475 µL de una solución de βCD-C16 4 mg/mL, 4 % DMSO.

bAmB=30,1 mg/mL en DMSO. Los volúmenes indicados en la Tabla se añadieron a 475 µL de una solución de βCD-C16 4 mg/mL, 4 % DMSO

cAmB=29,4 mg/mL en DMSO. Los volúmenes indicados en la Tabla se añadieron a 475 µL de una solución de βCD-C16 4 mg/mL, 4 % DMSO.

dAmB=32,1 mg/mL en DMSO. Los volúmenes indicados en la Tabla se añadieron a 475 µL de una solución de βCD-C16 4 mg/mL, 4 % DMSO.

eAbsorbancia de soluciones obtenidas a partir de agregar 14 µL (entradas A-C), 7 µL (entradas D-G, H, J) o 6 µL (entrada I) de cada preparación

dializada βCD-C16:AmB en un volumen final de 1 mL de metanol 5 % DMSO, paso óptico= 1 cm.
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3.3.6. Determinación del estado de agregación de AmB en los

agregados auto-ensamblados βCD-C16:AmB por

espectrofotometŕıa UV-Vis

Para conocer el estado de agregación o auto-asociación de AmB (monómero, agregado,

super-agregado) en los auto-ensamblados mixtos βCD-C16:AmB, se utilizó espectrofoto-

metŕıa UV-Vis. Los espectros UV-Vis se midieron en un espectrofotómetro Shimadzu 1501-

Multispect en un intervalo de longitudes de onda de 300 a 450 nm.

En este punto es importante destacar que la concentración de AmB, alcanzada en las

diferentes preparaciones de βCD-C16:AmB, vaŕıa en el orden de los 10−2-101 mg/mL; estas

cantidades, sumado al alto coeficiente de extinción de AmB, hacen que la medición directa

de la absorbancia en la mayoŕıa de las preparaciones no sea posible porque se produce la

saturación de los espectros de absorción. Debido a ello fue necesario reducir el paso óptico o

bien diluir con agua algunas de las preparaciones para medir el espectro de absorción. Aqúı

debe considerarse que la dilución de los agregados de βCD-C16:AmB puede cambiar la forma

en que AmB se encuentra asociada debido a que los agregados βCD-C16:AmB son sistemas

auto-ensamblados. Además, al hacer las diluciones βCD-C16 puede quedar por debajo de su

CAC.

En los casos en que fue posible (muestras con concentraciones pequeñas de AmB), se utilizó

una celda con paso óptico de 1 mm y se registró el espectro del agregado auto-ensamblado

sin diluirlo. Esto se pudo realizar con las formulaciones que conteńıan una concentración de

AmB (experimental) de 4,20×10−2, 9,17×10−2 y 18,5×10−2 mg/mL siendo la concentración

de βCD-C16 igual a 3,8 mg/mL (2,37 mM).

Con las formulaciones, en los cuales se saturaba el espectro de absorción, se hicieron

diluciones en agua que condujeran a soluciones conteniendo βCD-C16 por encima o por

debajo de su CAC.

Las diluciones realizadas para obtener agregados βCD-C16:AmB con βCD-C16, en con-

centraciones por encima de su CAC, se hicieron de la siguiente manera: se tomaron 100 µL de

las formulaciones que conteńıan AmB con concentraciones (experimentales) de 35,1×10−2;

57,0×10−2; 74,6×10−2; 99,3×10−2 mg/mL y se llevaron a un volumen final de 1 mL de agua.
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El espectro de absorción se registró con una celda de 1 mm de paso óptico. La concentración

de βCD-C16, luego de la dilución, fue igual a 0,38 mg/mL (0,237 mM). En esta solución la

concentración de βCD-C16 es 4 veces superior a su CAC.

Las diluciones, en las cuales βCD-C16 queda por debajo de su CAC, se realizaron como

se describe a continuación. Se tomó 14 µL de las preparaciones conteniendo concentraciones

(experimentales) de AmB iguales a 4,20×10−2; 9,17×10−2; 18,5×10−2 mg/mL y se diluyó a

un volumen final de 1 mL con agua; la absorbancia se registró empleando cubetas con 1 cm

de paso óptico. La concentración de βCD-C16 luego de la dilución es igual a 0,0532 mg/mL

(33,2 µM). En este ensayo la concentración de βCD-C16 obtenida es aproximadamente la

mitad de la CAC.

También se tomaron 7 µL de las preparaciones conteniendo concentraciones (experimen-

tales) de AmB iguales a 35,×10−2, 57,×10−2, 74,5×10−2, 99,3×10−2 mg/mL y se diluyó a

un volumen final de 1 mL con agua; la absorbancia se registró empleando cubetas con 1 cm

de paso óptico. La concentración de βCD-C16 luego de la dilución es 0,0266 mg/mL (16,6

µM). En esta condición, la concentración de βCD-C16 obtenida es cuatro veces inferior a la

CAC.

3.3.7. Determinación del estado de asociación de AmB en los

agregados auto-ensamblados βCD-C16:AmB por dicróısmo

circular

Las formulaciones conteniendo concentraciones de AmB determinadas experimentalmen-

te, de 1,47; 1,22 y 0,86 mg/mL fueron evaluadas por dicróısmo circular utilizando un es-

pectropolaŕımetro Jasco J-810. A fin de evitar la saturación de los espectros, las soluciones

fueron diluidas en agua hasta concentraciones de 8,83×10−3 mg/mL; 7,31×10−3 mg/mL y

5,17×10−3 mg/mL. Los espectros se registraron entre 300-450 nm.
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3.3.8. Estudio del efecto de la temperatura en el estado de asociación

de AmB en los agregados auto-ensamblados βCD-C16:AmB

Para evaluar si el calentamiento modifica el estado de auto-asociación de AmB en los

agregados βCD-C16:AmB, las formulaciones fueron sometidas a calentamiento de entre 25-

80 ◦C.

Para los estudios, por espectrofotometŕıa UV-Vis y de dicróısmo circular, las preparaciones

estudiadas teńıan concentraciones de AmB determinadas experimentalmente de 1,47; 1,22 y

0,86 mg/mL. Cada preparación se fraccionó en 5 partes y cada aĺıcuota fue incubada a una

temperatura determinada. Las aĺıcuotas se incubaron durante 1 h a 25 ◦C, 50 ◦C, 60 ◦C, 70

◦C u 80 ◦C. En el caso de las determinaciones por UV-Vis y dicróısmo circular, fue necesario

diluir las muestras sometidas a calentamiento previo a la medición. Para ello se tomaron 6 µL

de cada preparación original y se diluyó en agua (que estaba a temperatura ambiente) hasta

un volumen final de 1 mL obteniéndose diluciones con concentraciones 8,83×10−3 mg/mL;

7,31×10−3mg/mL y 5,17×10−3 mg/mL. Luego se registraron los espectros de absorción UV-

Vis y de dicróısmo circular. En ambos casos se utilizó una celda de 1 cm de paso óptico.

3.3.9. Espectroscopia infrarroja de AmB, βCD-C16, AmB, y

βCD-C16:AmB.

El espectro de βCD-C16 se adquirió en un espectrofotómetro infrarrojo Nicolet 360 Avatar

empleando pastillas de KBr. El espectro de AmB y de los agregados auto-ensamblados de

βCD-C16:AmB se midieron en un microscopio infrarrojo Nicolet iN10. El espectro de AmB

se adquirió depositando una gota de una solución de AmB disuelta en DMSO sobre un

sustrato de oro. En el caso de los agregados de βCD-C16:AmB se preparó una muestra de

βCD-C16:AmB con concentración 1,42 mg/mL de AmB (XβCD−C16:XAmB0,62:0,38) en D2O;

se utilizó D2O para evitar la superposición ocasionada por las señales del H2O con las señales

de los compuestos a ser analizados. La muestra se depositó sobre un sustrato de oro y se

midió el espectro de reflexión. Posteriormente se evaporó el D2O y se adquirió el espectro

del agregado βCD-C16:AmB seco.
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A fines comparativos se midió el espectro de la mezcla mecánica formada por iguales

cantidades de βCD-C16 y AmB que las utilizas en la formulación. En este caso los sólidos de

AmB y βCD-C16, en las cantidades correspondiente a la formulación de 1,5 mg/mL de AmB

(4 mg de βCD-C16), se mezclaron hasta quedar de forma homogénea. Luego, se preparó una

pastilla de KBr en una relación en peso 10/100 βCD-C16:AmB /KBr, esta mezcla se malaxó

y por medio de una prensa manual se obtuvieron los discos. Los espectros se adquirieron con

un promedio de 32 barridos en el intervalo entre 500 cm−1 y 4000 cm−1 con una resolución

de 2 cm−1.

3.3.10. Resonancia magnética nuclear de los agregados formados por

βCD-C16:AmB

Se realizaron estudios de resonancia magnética nuclear (RMN), mono y bidimensionales,

para caracterizar los compuestos puros y también las interacciones de AmB con βCD-C16

en los sistemas coloidales.

Los espectros de RMN (400 MHz 1H y 100,2 MHz 13C) se registraron en un espectrómetro

Bruker Advance II 400 a temperatura ambiente usando DMSO-d6, CD3OH o D2O como

solvente, dependiendo del experimento en particular. Se midieron espectros de 1H RMN

y 13C RMN de AmB empleando una solución 9 mg/mL en DMSO-d6. Debido a la baja

solubilidad en agua, y a la sensibilidad del equipo, el espectro de 1H RMN o 13C RMN de

AmB en D2O no pudo medirse. El espectro de βCD-C16 en DMSO-d6 y en D2O se adquirió

empleando soluciones con concentraciones 3,8 mM, aproximadamente. Los ensayos con los

agregados auto-ensamblados de βCD-C16:AmB se hicieron usando una preparación cuya

concentración en AmB fue de 1,42 mg/mL. Una vez obtenida la formulación se liofilizó y

re-suspendió en D2O. Para evaluar el efecto de la temperatura sobre el estado de asociación

de AmB en los agregados βCD-C16:AmB, la muestra antes descripta en D2O se calentó a

70 ◦C, se dejó enfriar a temperatura ambiente, y se adquirieron los espectros de RMN.
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3.3.11. Difracción de Rayos X en polvo

Se analizó el patrón de Rayos X en polvo de βCD-C16, AmB y una formulación βCD-

C16:AmB. La formulación de βCD-C16:AmB fue liofilizada previo a la medición. También,

para fines comparativos, se estudió la mezcla mecánica de βCD-C16 y AmB conteniendo

la misma proporción de componentes que la formulación liofilizada. Los espectros de Rayos

X se obtuvieron en un difractómetro de Rayos X en polvo PANanalytical X-Pert Pro, que

utiliza radiación proveniente de una lámpara de Cu Kα (λ=0.15406 nm) y fue operado con

un voltaje de 40 kV y una corriente de 30 mA en el intervalo de 20-80 ◦ (2θ).

3.3.12. Tamaño de part́ıcula de los agregados

El diámetro hidrodinámico medio de los agregados auto-ensamblados de βCD-C16 y βCD-

C16:AmB fue determinado por dispersión dinámica de luz (DLS) en un equipo NICOMP 380.

Los datos se informan en función del % de número de part́ıcula. El ı́ndice de polidispersidad

(PDI) fue calculado como se describe en la ecuación 3-3 donde SD corresponde a la desviación

estándar de la señal.190

PDI = (
SD

Diámetro promedio del pico
)2 (3-3)

En las mediciones en DLS se evaluó el agregado formado por βCD-C16 en concentración

3,8 mg/mL y diluciones provenientes de diferentes formulaciones βCD-C16:AmB.

En los casos donde se evaluó el efecto del calentamiento sobre las formulaciones se proce-

dió de la siguiente manera: cada formulación conteniendo AmB entre 1,3-1,5 mg/mL y 3,8

mg/mL de βCD-C16 fue fraccionada y cada aĺıcuota se llevó a una temperatura determi-

nada durante 1 h. Posteriormente, se hicieron diluciones de cada aĺıcuota las cuales fueron

evaluadas por DLS. Las diluciones realizadas fueron las mismas que las empleadas en los

estudios por espectroscopia UV-Vis.
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3.3.13. Caracterización morfológica de los agregados de

βCD-C16:AmB por microscopia de transmisión electrónica

La morfoloǵıa de los agregados se evaluó por medio de microscopia de transmisión electróni-

ca (TEM). Las muestras se prepararon depositando 2 µL de una dispersión acuosa de los

agregados de βCD-C16:AmB (concentración de AmB igual a 1,42 mg/mL) sobre rejillas de

cobre recubiertas con una peĺıcula de carbono, dejando que se sequen a temperatura ambien-

te. Para la observación de los agregados se utilizó una tinción negativa con acetato de uranilo

2 % p/v en agua. Para ello se colocó una gota del agente de contraste sobre la grilla con las

muestras ya secas. Las imágenes se obtuvieron con un microscopio electrónico TEM-Jeol

1120 operado con un voltaje de aceleración de 80 kV.

3.3.14. Liofilización y reconstitución de las formulaciones

βCD-C16:AmB

Las formulaciones de βCD-C16:AmB fueron liofilizadas durante 78 h utilizando un equipo

marca RIFICOR RT-8. La reconstitución de las formulaciones se realizó luego de 24 h de

haber concluido con la liofilización. Las muestras liofilizadas fueron almacenadas a 4 ◦C.

Posteriormente, el polvo fue reconstituido en diferentes medios tales como agua Milli Q,

buffer PBS pH=7,4, solución de sacarosa 300 mOsm y NaCl 145 mM. La reconstitución se

realizó mediante agitación manual. Para cuantificar la cantidad de βCD-C16:AmB presente

en cada medio, se centrifugó y posteriormente, se tomaron 7 µL del sobrenadante y se llevó

a un volumen final de 1 mL con metanol.

3.3.15. Ensayo de hemólisis in vitro de los agregados βCD-C16:AmB

La prueba de hemólisis in vitro se realizó con eritrocitos obtenidos de un voluntario sano en

instalaciones de CEPROCOR. La sangre entera anticoagulada con K3EDTA se centrifugó

durante 15 min a 2500 rpm desechando el sobrenadante (plasma y capa leucocitaria). A

continuación, se tomaron 2 mL de eritrocitos a los cuales se les realizaron 3 lavados con

6 mL de una solución isotónica de NaCl 145 mM. Luego de cada lavado, se centrifugó la
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solución obtenida a 1500 rpm durante 15 min. Posteriormente, se tomó 1 mL de los glóbulos

rojos del pellet resultante y se lo llevó a un volumen final de 10 mL con la solución de NaCl

145 mM.

Posteriormente, se prepararon soluciones con un volumen de 0,2 mL de la suspensión de

eritrocitos y 0,2 mL de las muestras a analizar y se incubaron a 37 ◦C en un baño termostático

(Grant OLS 200) por una hora con una velocidad de agitación de 100 movimientos/min.

Luego, las muestras se llevaron a 4 ◦C por 5 min para detener la hemólisis. Las muestras

obtenidas, se centrifugaron a 4000 rpm durante 10 min, y el sobrenadante se diluyó 10 veces

con una solución de NaCl 145 mM (tomando 100 µL en un volumen final de 1000 µL). Por

último, se analizó la absorbancia de las soluciones a una longitud de onda de 576 nm donde

absorbe la hemoglobina.

Además de analizar muestras de βCD-C16:AmB con diferentes concentraciones, se utilizó

una solución de NaCl 145 mM como blanco donde no hay hemólisis, soluciones de βCD y

βCD-C16 con concentración de 4 mg/mL en NaCl 145 mM y una muestra con H2O MilliQ

donde se produce la hemólisis total. A partir de esta última muestra fue posible conocer el

valor de absorbancia cuando se produce el 100 % de la hemólisis. En la tabla 3-4 se resumen

las muestras ensayadas.

Tabla 3-4.: Muestras utilizadas en el ensayo de hemólisis

Muestra Concentración

NaCl 145 mM

H2O Milli-Q

βCD nativa 4 mg/mL (3,5 mM)

βCD-C16 4 mg/mL (4,3 mM)

AmB 0,5 mg/mL (0,54mM)

AmB 0,8 mg/mL (0,86mM)

β CD-C16 3,8 mg/mL AmB 1,0 mg/mL (1,08 mM)

AmB 1,5 mg/mL (1,62 mM)
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3.3.16. Liberación in vitro de AmB desde agregados

auto-ensamblados de βCD-C16:AmB

Para el estudio de liberación in vitro de AmB se emplearon membranas de diálisis de

celulosa benzoilada de 2000 Da MWCO activadas en un buffer de fosfato pH= 7,4 por 12

h. Luego de la activación las membranas se lavaron con agua Milli-Q. Se utilizaron celdas

de Franz con un compartimento receptor de 20 mL que se llenó con diferentes soluciones

(buffer PBS pH=7,4, agua Milli-Q, NaCl 145 mM y soluciones de albumina 300 mOsm)

para actuar como medios receptores; el compartimento receptor se mantuvo con agitación

constante. En el compartimiento donor se agregó 1 mL de los agregados auto-ensamblados

βCD-C16:AmB con diferentes concentraciones, previamente incubados a 25◦C o 60 ◦C. La

temperatura utilizada durante el ensayo de liberación fue de 37 ◦C. Luego, en intervalos de

tiempo espećıficos de 1, 2, 4, 6, 8, 24 y 48 h, se extrajeron 3 mL del medio de liberación

y se analizó la concentración del fármaco mediante espectroscopia UV-Vis, donde 1 mL de

la aĺıcuota extráıda se diluyó con 1 mL de metanol, esta solución se utilizó para cuantificar

la AmB liberada. El volumen del medio receptor se mantuvo constante reemplazando la

cantidad extráıda en cada uno de los intervalos por medio fresco.

3.4. Resultados

3.4.1. Determinación de la eficiencia de encapsulamiento de AmB en

los agregados formados por βCD-C16.

Se procedió a evaluar la eficiencia con la que AmB se incorpora en los agregados de

βCD-C16. Para ello se calculó el porcentaje de eficiencia de encapsulamiento ( % EE) y el

porcentaje de contenido de fármaco ( %CF). Se debe destacar que las dispersiones coloidales

obtenidas de βCD-C16:AmB son estables en el tiempo por al menos 2 semanas.

El %EE se expresa como la relación porcentual de la concentración de AmB (mg/mL o

mM) que efectivamente quedó en la preparación (concentración experimental) con respecto

a la concentración inicialmente agregada (concentración teórica) tal como se describe en la
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ecuación 3-4. En la Tabla 3.4.1 se muestran los %EE obtenidos.

%EE =
Concentración AmB determinada experimentalmente

Concentración AmB teórica
× 100 (3-4)

El %CF se calculó como la relación porcentual entre la concentración de AmB determinada

experimentalmente respecto a la concentración de βCD-C16 empleada en la formulación. En

todas las formulaciones la concentración de βCD-C16 fue igual a 3,8 mg/mL (2,37 mM).

Este cálculo se realizó según se describe en la Ecuación 3-5. En la Tabla 3-5 se muestran

los %CF obtenidos.

%CF =
Concentración AmB determinada experimentalmente

Concentración βCD − C16
× 100 (3-5)

Como puede analizarse de la Tabla 3-5 el %EE es, en promedio, superior al 90 % lo cual

indica una alta eficiencia de los agregados constituidos por βCD-C16 para incorporar AmB.

Estos resultados son prometedores debido a que durante la preparación de la formulación sólo

se pierde un pequeño porcentaje de la AmB añadida originalmente al sistema. Por ejemplo,

para AmBisome R© se ha informado que el porcentaje de incorporación a los liposomas es de

85-87 %.79
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Tabla 3-5.: Porcentaje de eficiencia de encapsulamiento ( %EE) y de contenido de fármaco ( %CF) en los agregados auto-

ensamblados βCD-C16:AmB.

Concentración teórica

de AmB en los agregados

βCD-C16:AmB

Concentración experimental

de AmB en los agregados

βCD-C16:AmB

%EE %CF XβCD−C16 XAmB

mg/mL mM mg/mL mM
Concentración en

mg/mLa

Concentración

en mMb

A 4,80×10−2 0,052 4,39 ×10−2 0,047 91 94 ± 9 1,2 1,2 ± 0,1 2 2,1 ± 0,2 0,98 0,02

4,20 ×10−2 0,045 87 1,1 1,9 0,98 0,02

5,07 ×10−2 0,055 105 1,3 2,3 0,97 0,03

B 9,00 ×10−2 0,098 9,17 ×10−2 0,099 101 101 2,4 2,4 4,2 4,2 0,96 0,04

C 19,8 ×10−2 0,215 18,5 ×10−2 0,2 93 98 ± 7 4,9 5,2 ± 0,3 8,4 8,9 ± 0,6 0,93 0,07

20,5 ×10−2 0,222 103 5,4 9,3 0,92 0,08

D 40,2 ×10−2 0,437 35,1 ×10−2 0,38 87 89 ± 3 9,2 9,5 ± 0,4 16 16,5 ± 0,6 0,87 0,13

37,1 ×10−2 0,4 92 9,8 16,9 0,87 0,13

E 60,0 ×10−2 0,653 57,0 ×10−2 0,616 95 100 ± 7 15 16 ± 1 26 27 ± 2 0,81 0,19

63,4 ×10−2 0,685 105 16,7 28,9 0,79 0,21

F 81,0 ×10−2 0,881 74,5 ×10−2 0,805 92 95 ± 4 19,6 20 ± 1 33,9 35 ± 2 0,76 0,24

80,2 ×10−2 0,867 98 21,1 36,6 0,75 0,25

G 111,0 ×10−2 1,21 99,4 ×10−2 1,074 89 93 ± 5 26,1 27 ± 2 45,3 47 ± 3 0,71 0,29

111,3 ×10−2 1,202 100 29,3 50,7 0,69 0,31

99,3 ×10−2 1,073 89 26,1 45,3 0,71 0,29

H 150,5 ×10−2 1,63 144,3 ×10−2 1,56 96 91 ± 5 38 36 ± 2 65,8 62 ± 3 0,6 0,4

136,2 ×10−2 1,47 90 35,8 62,1 0,62 0,38

130,2 ×10−2 1,41 86 34,2 59,3 0,63 0,37

I 158,8 ×10−2 1,72 147,0 ×10−2 1,59 92 91 ± 2 38,7 38 ± 1 67 66 ± 2 0,6 0,4

142,1 ×10−2 1,54 89 37,4 64,8 0,6 0,4

J 160,5 ×10−2 1,74 144,5 ×10−2 1,56 90 86 ± 6 38 36 ± 2 59,6 60,0 ± 0,6 0,6 0,4

aConcentración de βCD-C16 3,8 mg/mL.

bConcentración de βCD-C16 2,37 mM.
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Cuando se analiza el %CF, que contempla la relación entre los dos componentes del siste-

ma, puede observarse que los agregados auto-ensamblados formados por βCD-C16 y AmB

son capaces de incorporar y mantener de manera estable en dispersión coloidal a AmB en

muy diferentes porcentajes relativos. En la Tabla 3-5 puede verse que la relación molar de

AmB respecto a βCD-C16 vaŕıa desde un 2 % a un 60 %, es decir, los agregados de βCD-C16

pueden solubilizar AmB cuando βCD-C16 esta muy por encima de la cantidad de AmB,

o cuando están en una proporción prácticamente 1:1. En la Tabla 3-5 se han incluido las

fracciones molares de βCD-C16 (XβCD−C16) y de AmB (XAmB) de cada formulación para

facilitar la interpretación de los datos.

3.4.2. Estado de agregación de AmB en las formulaciones

βCD-C16:AmB por espectroscopia de absorción electrónica

La forma en que AmB se encuentra auto-asociada condiciona su toxicidad y eficiencia

terapéutica.68,78,98,189 A fin de conocer como es el estado de auto-asociación de AmB en los

agregados βCD-C16:AmB, y compararlo con las formulaciones disponibles comercialmente,

se analizaron los espectros de absorción UV-Vis. La concentración de AmB informada en

los resultados corresponde a aquella determinada experimentalmente. Como se mencionó en

la sección de Materiales y Métodos, debido a la alta concentración de AmB incorporada en

los agregados βCD-C16:AmB y a su alto coeficiente de extinción, la medición directa de la

absorbancia en la mayoŕıa de las preparaciones no fue posible. Debido a ello fue necesario

reducir el paso óptico o bien diluir con agua algunas de las preparaciones. En la Figura 3-6 se

muestran los espectros de absorción de las formulaciones βCD-C16:AmB con concentraciones

pequeñas de AmB que pudieron ser analizados sin diluirlos. También, en la Tabla 3-6 se

muestran los máximos de absorción que presenta AmB en cada uno de ellos.
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Tabla 3-6.: Máximos de absorción de agregados auto-ensamblados βCD-C16:AmB de pre-

paraciones sin diluir mostrados en la Figura 3-6

Concentración AmB (mg/mL)a λI λII λIII λIV

4,20×10−2 330 365 388 415

9,17×10−2 328 363 388 415

18,5×10−2 327 363 388 416

aLa concentración de βCD-C16 igual a 3,8 mg/mL (2,37 mM).

Figura 3-6.: Espectros de absorción UV-Vis de agregados auto-ensamblados βCD-

C16:AmB de formulaciones conteniendo AmB en concentraciones 4,20×10−2;

9,17×10−2; 18,5×10−2 mg/mL. La concentración de βCD-C16 es igual a 3,8

mg/mL (2,37 mM). Los espectros corresponden a formulaciones sin diluir y

fueron obtenidos empleando una celda de paso óptico =1 mm.

En la Figura 3-7 se muestran los espectros de absorción de formulaciones βCD-C16:AmB

que fueron diluidas dejando a βCD-C16 por encima de su CAC; en estos casos se tomaron

100 µL de las formulaciones que conteńıan AmB con concentraciones experimentales de
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35,1×10−2; 57,0×10−2; 74,6×10−2; 99,3×10−2 mg/mL y se llevaron a un volumen final de 1

mL de agua. Las concentraciones de AmB obtenidas luego de la dilución fueron 3,51×10−2;

5,70×10−2; 7,46×10−2; 9,93×10−2 mg/mL y la de βCD-C16 0,38 mg/mL (0,237 mM). En

esta condición la concentración de βCD-C16 es 4 veces superior a su CAC. En la Tabla 3-7

se muestran los máximos de absorción que presenta AmB en estas diluciones.

Figura 3-7.: Espectros de absorción UV-Vis de agregados auto-ensamblados βCD-

C16:AmB con concentraciones de AmB iguales a 3,51×10−2; 5,70 ×10−2;

7,46×10−2; 9,93×10−2 mg/mL. La concentración de βCD-C16 igual a 0,38

mg/mL (0,237 mM). Los espectros mostrados corresponden a diluciones de

las formulaciones que conteńıan 35,1×10−2; 57,0×10−2; 74,6×10−2; 99,3×10−2

mg/mL de AmB. Paso óptico=1 mm.

En la Figura 3-8 se presentan los espectros de absorción correspondientes a las formu-

laciones βCD-C16:AmB que fueron diluidos dejando a βCD-C16 por debajo de su CAC;

en estos casos se tomaron 14 µL de las soluciones que conteńıan AmB en concentraciones

iguales a 4,20×10−2; 9,17 ×10−2;18,5×10−2 mg/mL y se diluyeron a un volumen final de 1

mL con agua. La concentración de βCD-C16 luego de la dilución es igual a 0,0532 mg/mL

(33,2 µM). En esta condición la relación de concentración de βCD-C16 es 0,53 respecto a
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Tabla 3-7.: Máximos de absorción de agregados auto-ensamblados βCD-C16:AmB de pre-

paraciones diluidas mostradas en la Figura 3-8

Concentración AmB (mg/mL)a λI λII λIII λIV

3,51×10−2 326 363 387 416

5,70×10−2 326 363 388 416

7,46×10−2 325 363 387 417

9,93 ×10−2 326 363 387 417

aLa concentración de βCD-C16 es igual a 0,38 mg/mL (0,237 mM).

Tabla 3-8.: Máximos de absorción de agregados auto-ensamblados βCD-C16:AmB de pre-

paraciones diluidas mostradas en la Figura 3-8.

Concentración AmB (mg/mL)a λI λII λIII λIV

0,26×10−2 328 364 386 408

0,13×10−2 329 364 386 409

0,06 ×10−2 330 364 387 409

aLa concentración de βCD-C16 es igual a 0,0532 mg/mL (33,2 µM).

la CAC. En la Tabla 3-8 se muestran los máximos de absorción que presenta AmB en estas

diluciones.

En la Figura 3-9 se presentan espectros de absorción correspondientes a las formulaciones

de βCD-C16:AmB que también fueron diluidos por debajo de la CAC de βCD-C16. En esta

oportunidad la concentración de βCD-C16, luego de la dilución, fue de 0,0266 mg/mL (16,6

µM), donde la relación de concentración de βCD-C16 obtenida respecto a la CAC es de 0,25.

Para estas diluciones se tomaron 7µL de las formulaciones que conteńıan concentraciones de

AmB iguales a 35,1×10−2; 74,5×10−2; 99,3×10−2 mg/mL y se llevó a un volumen final de

1 mL con agua; la concentración de AmB en las diluciones realizadas fue de 0,245×10−2;

0,40 ×10−2; 0,52 ×10−2; 0,70 ×10−2 mg/mL. En la Tabla 3-9 se muestran los máximos de

absorción que presenta AmB en estas diluciones.
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Figura 3-8.: Espectros de absorción UV-Vis de agregados auto-ensamblados βCD-

C16:AmB con concentraciones de AmB iguales a 0,26×10−2; 0,13×10−2;

0,06×10−2 mg/mL. La concentración de βCD-C16 igual a 0,0532 mg/mL (33,2

µM). Los espectros mostrados corresponden a diluciones de las formulaciones

que conteńıan 4,20×10−2; 9,17×10−2; 18,5×10−2 mg/mL de AmB. Paso ópti-

co=1 cm.

Figura 3-9.: Espectros de absorción UV-Vis de agregados auto-ensamblados βCD-

C16:AmB con concentraciones de AmB iguales a 0,245×10−2; 0,40×10−2;

0,52×10−2 y 0,70 ×10−2 mg/mL. La concentración de βCD-C16 igual a 0,0266

mg/mL (16,6 µM). Los espectros mostrados corresponden a diluciones de

las formulaciones que conteńıan 35,1×10−2; 57,0×10−2; 74,5×10−2; 99,3×10−2

mg/mL de AmB. Paso óptico=1 cm.
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Tabla 3-9.: Máximos de absorción de agregados auto-ensamblados βCD-C16:AmB de pre-

paraciones diluidas mostradas en la Figura 3-9.

Concentración AmB (mg/mL)a λI λII λIII λIV

0,245×10−2 326 360 385 408 416

0,40 ×10−2 325 360 386 408 416

0,52 ×10−2 325 360 385 408 416

0,70 ×10−2 325 360 386 408 416

aLa concentración de βCD-C16 igual a 0,0266 mg/mL (16,6 µM).

Cuando se mide la absorbancia, en función del tiempo, de las formulaciones βCD-C16:AmB

de soluciones que fueron diluidas y sin diluir no vaŕıa, lo cual es indicativo de que la concen-

tración de AmB en la dispersión se mantiene constante. También, de los datos presentados

puede deducirse que las preparaciones βCD-C16:AmB son muy estables al efecto de la di-

lución. La dilución de estas formulaciones entre 10 y 150 veces no induce la precipitación o

pérdida de AmB, aśı como tampoco cambios en el estado de la auto-asociación del fárma-

co, lo cual se refleja en el espectro de absorción que se mantiene constante para todas las

condiciones ensayadas.

Estas propiedades de los agregados auto-ensamblados βCD-C16:AmB es sumamente in-

teresante y la distingue de la forma comercial de referencia utilizada desde el año 1958,

Fungizone R©.68,78,81,85 A pesar de la toxicidad aguda y crónica que genera Fungizone R©,

tal como se comentó anteriormente, éste se continua utilizando fundamentalmente por dos

motivos, uno económico y porque además presenta una actividad óptima contra los microor-

ganismos permitiendo tratamientos eficientes y relativamente cortos.68,81 Fungizone R© es una

dispersión micelar que se administra por v́ıa parenteral, está formada por la sal de sodio de

deoxicolato (DOC) y AmB en una relación AmB:DOC 1:2.68,177 Los valores informados para

la concentración micelar cŕıtica de DOC vaŕıan entre 2,4-6,5 mM.191,192 Cuando Fungizone R©

es administrado, la dilución lleva a la disgregación de las micelas y a la continua pérdida de

DOC desde las micelas AmB:DOC, lo cual conduce a la precipitación o a la aparición de for-

mas insolubles de AmB en el organismo;97 este efecto es uno de los principales responsables
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de la nefrotoxicidad observada en pacientes tratados con esta formulación comercial.68,97,176

Por otra parte, Fungizone R© produce una alta toxicidad hemoĺıtica asociada también al efec-

to de la disgregación de las micelas; diferentes autores han informado que AmB proveniente

de Fungizone R© en concentraciones de 1 µg/mL provoca un 90 % de hemólisis.78,79,81 Se ha

determinado que la velocidad de agregación de AmB se incrementa en tres órdenes de mag-

nitud cuando la concentración de DOC se reduce de 20 mM a 1 mM, es decir frente a un

factor de dilución de 20.68

Cuando se compara βCD-C16:AmB con formulaciones comerciales conteniendo AmB lipo-

somal, tal como AmBisome R© (veśıculas unilamelares pequeñas), se encuentran diferencias y

similitudes. En AmBisome R© la AmB se integra en la bicapa liṕıdica del liposoma.67,68,79,84,177

En los liposomas, a diferencia de lo que ocurre con las micelas, los monómeros (ĺıpidos) no

están en un equilibrio tan dinámico con la estructura supramolecular; esto hace que la estruc-

tura de los liposomas no se irrumpa o disgregue por efecto de la dilución. De esta manera

AmB está continuamente solubilizada o contenida en la bicapa liṕıdica y aśı se evita su

pérdida desde el transportador y, por lo tanto, la aparición de formas insolubles de AmB. La

ganancia de estabilidad frente a la pérdida del fármaco desde el transportador es el factor

clave responsable de la reducida toxicidad que presenta AmBisome R©.67,77,79 Respecto a la

toxicidad hemoĺıtica, AmBisome R© produce un 5 % de hemólisis cuando se administra en una

concentración de 100 µg/mL; los autores de este trabajo atribuyen esta notable reducción en

la hemólisis (respecto a Fungizone R©) al hecho de que menos del 1 % del fármaco es libera-

do desde la formulación.67,79 Es de destacar que en AmBisome R© la forma predominante de

AmB es la auto-asociada. En este sentido las formulaciones de βCD-C16:AmB se comportan

de manera similar a AmBisome R©.

En la Figura 3-10 se muestran los espectros de absorción UV-Vis de AmB presente en

Fungizone R©, Heated- Fungizone R© (obtenido a partir de Fungizone R© tratado a 70◦C durante

una hora) y AmBisome R© aśı como sus máximos de absorción.85,97,193

Cuando se comparan los espectros de absorción de las formulaciones comerciales con los

obtenidos para βCD-C16:AmB (ver Figuras 3-6 a 3-9), se observa que el estado de auto-

asociación de AmB en βCD-C16:AmB presenta máximos de absorción comparables a los
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Figura 3-10.: Espectro de absorción UV-Vis de AmB presente en formulaciones de

Fungizone R© (....), Heated-Fungizone R© (- - -), y AmBisome R© (-). Figura

adaptada de referencia. 85

que muestra Fungizone R© y Heated-Fungizone R©. En el caso de las preparaciones de βCD-

C16:AmB con la mayor dilución (∼1/150) el máximo de absorción se desplaza ligeramente a

longitudes de onda inferiores, respecto a las menos diluidas o sin diluir, siendo comparables

a lo observado en Heated-Fungizone R©.

Respecto a Heated-Fungizone, algunos autores han informado que el máximo de absorción

de los super-agregados se encuentra ligeramente más desplazado hacia el azul llegando a 322-

323 nm.78,97 Se conoce que esta formulación resulta menos tóxica que Fungizone R©lo cual

es atribuido a la auto-asociación de AmB en super-agregados.78,85,97 A la formulación de

Heated-Fungizone se le atribuye una mejor estabilidad que la formulación sin calentar, lo

que probablemente mejora la permanencia de AmB en las micelas y evita la pérdida del

fármaco, lo que redunda en una menor toxicidad conservando la actividad antimicrobiana.

En Fungizone R© la formulación conteniendo 50 mg de AmB en una relación AmB:DOC 1:2

(50 mg (54 µmol) de AmB y 100 mg (241 µmol) de DOC) se diluye en 500 mL de solución de

dextrosa al 5 % y eso es lo que se utiliza como infusión intravenosa;176 esa infusión contiene
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0,1 mg/mL (0,22 µM) de AmB y 0,2 mg/mL (0,4 mM ) de DOC; es de notar que DOC se

transfunde ya estando muy por debajo de su CMC.191,192

En AmBisome R© la formulación conteniendo 50 mg de AmB posee también 213 mg de

fosfatidilcolina de soja hidrogenada, 52 mg de colesterol, 84 mg de diestearoilfosfatidilglicerol

y 0,64 mg de α-tocoferol. El vial conteniendo los 50 mg de AmB se reconstituye con una

solución de dextrosa al 5 % para obtener una dilución con 0,5-2,0 mg/mL de AmB; esta

infusión se administra en un peŕıodo de 1-2 h.84

Haciendo una equivalencia con las condiciones en que se utiliza Fungizone R© y AmBisome

R© , en nuestro caso 50 mg de AmB provenientes de la preparación que contiene 1,4 mg/mL

iŕıan acompañados de 137 mg (85 µmol) de βCD-C16, si esto se diluyera en 500 mL quedaŕıa

0,1 mg/mL (0,22 µM) de AmB y 0,274 mg/mL (0,166 mM) de βCD-C16 situación en la cual

βCD-C16 está en una concentración casi 3 veces superior a su CAC.

Los resultados hasta aqúı obtenidos, con las formulaciones de βCD-C16:AmB, son prome-

tedores considerando que los agregados auto-ensamblados βCD-C16:AmB pueden incorporar

cantidades comparables o mayores de AmB que las utilizadas en las formulaciones comer-

ciales,84,176 son estables, en cuanto a que no se modifica su contenido de AmB en el tiempo,

resisten el efecto de la dilución hasta diluciones de ∼1/150 sin la generación de formas inso-

lubles de AmB y, además el fármaco se presenta en una forma auto-asociada comparable a

la de Fungizone R© que posee una muy buena bioactividad, y por ello sigue siendo la formu-

lación de referencia de AmB; al presente Fungizone R© continua siendo el mejor antifúngico

disponible para el tratamiento de infecciones fúngicas sistémicas.97,194–196 Por otra parte,

contrario a Fungizone R© en βCD-C16:AmB no se produce la liberación del fármaco desde el

transportador supramolecular lo cual se sabe que conlleva a efectos tóxicos severos, por la

formación de agregados insolubles de AmB.

3.4.3. Estado de agregación de AmB en las formulaciones

βCD-C16:AmB por dicróısmo circular

Otra manera de estudiar la forma en que AmB se auto-asocia o auto-organiza, además

de la espectroscopia de absorción electrónica, es mediante dicróısmo circular. La especie
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monomérica de AmB y las diversas formas auto-asociadas originan muy diferentes espectros

de dicróısmo circular (Figura 3-11), los cuales pueden utilizarse para inferir el estado de

auto-asociación del fármaco.90,92,92,182,184,197–203

Figura 3-11.: Espectros de absorción UV-Vis (ĺınea llena) y de dicróısmo circular (ĺınea de

punto) de AmB 9,6 µM en (a) DMSO, (b) agua pH=12 y (c) buffer PBS

pH=7,4. AmB se encuentra en forma monomérica en DMSO y en forma

agregada en buffer PBS. En agua a pH=12 el espectro UV-Vis muestra sólo

contribuciones de la especie monomérica en tanto que el espectro de dicróısmo

circular muestra contribuciones de la especie monomérica y agregada de AmB.

Figura adaptada de referencia.168

Aśı por ejemplo, Gruszecki y colaboradores pudieron determinar que AmB en agua a

pH=12, en una concentración (9,6 µM) tal que el espectro de absorción UV-Vis muestra
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claramente la forma monomérica del fármaco, cuando se evalúa por dicróısmo circular AmB

se presenta como una mezcla de las formas monomérica y auto-asociadas.92 Por otra parte,

el espectro de dicróısmo circular obtenido para AmB en DMSO muestra claramente a la

especie monomérica y cuando el medio es agua a pH=7 (buffer PBS), se observa la forma

auto-asociada de AmB en coincidencia con los espectros de absorción UV-Vis.92 En la Figura

3-11 se muestran estos espectros.

En la Figura 3-12 se muestran los espectros de dicróısmo circular de AmB medidos en

metanol, en agua y en agregados mixtos βCD-C16:AmB. Al igual que con los espectros de

absorción UV-Vis fue necesario diluir las formulaciones βCD-C16:AmB obtenidas para evitar

la saturación de las señales. En la Figura puede observarse que en agua (pH=6) AmB se

encuentra agregada y el centro del doblete dicroico se presenta en 342 nm en acuerdo con lo

informado en literatura. Por otra parte, en los agregados auto-ensamblados βCD-C16:AmB se

observa un marcado corrimiento hacia el azul del centro del doblete dicroico localizándose en

331 nm para las formulaciones que contienen βCD-C16:AmB en fracciones molares iguales a

0,62:0,38 y 0,65:0,35 y en 336 nm para la que contiene 0,67:0,33. De acuerdo a lo mencionado

anteriormente esto es un indicio, de que AmB en los agregados βCD-C16:AmB se encuentra

auto-asociada en ensamblados pequeños, o bien que los cromóforos (polienos) en los auto-

ensamblados mixtos se encuentran distanciados unos de otros.92 Como se presentará en

las siguientes secciones estas dos aseveraciones fueron puestas en evidencia por diferentes

metodoloǵıas, como dispersión dinámica de luz, microscopia de transmisión electrónica y

resonancia magnética nuclear.

En base a evidencia experimental y a cálculos computacionales en los que Czub y colabo-

radores han propuesto que la oligomerización, que conduce a formas auto-asociadas grandes

de AmB, hace que se pierda la selectividad hacia la membrana de las células fúngicas. En

agregados grandes de AmB la hidrofobicidad se incrementa y esto seŕıa el principal factor

que conlleva al aumento de interacciones no espećıficas con células de mamı́feros.197 Como

se mencionó anteriormente, la selectividad de AmB depende del estado de agregación del

fármaco. A bajas concentraciones, cuando sólo existe la forma monomérica, el fármaco tiene

mayor tendencia a interactuar con membranas ricas en ergosterol (hongos), mientras que la
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Figura 3-12.: Espectros de dicróısmo circular de AmB en metanol (...), en agua (-..-) y en

agregados βCD-C16:AmB con X βCD−C16:XAmB iguales a 0,62-0,38 (- - -),

0,65:0,35 (-.-) y 0,67:0,33 (-) con las concentraciones de AmB indicadas en la

Figura a 25◦C.

penetración en membranas ricas en colesterol (mamı́feros) ocurre a concentraciones mayores

del fármaco cuando éste se encuentra en formas agregadas grandes (insolubles) como las

encontradas en Fungizone R© (agregados insolubles) En bibliograf́ıa se especula con que la

oligomerización que lleva a formas altamente hidrofóbicas hace perder la selectividad entre

membranas fúngicas y de mamı́feros llevando a la generación de efectos tóxicos.197

3.4.4. Caracterización de los agregados βCD-C16:AmB por dispersión

dinámica de luz y microscoṕıa de transmisión electrónica

El diámetro promedio de los agregados βCD-C16:AmB fue determinado por dispersión

dinámica de luz (DLS, por sus siglas en inglés). Esta metodoloǵıa, a través del cálculo de

un diámetro hidrodinámico, provee información acerca del tamaño promedio de part́ıcula

y la distribución de tamaños, pero no brinda datos sobre la morfoloǵıa. Por su parte, la

microscopia de transmisión electrónica (TEM, por sus siglas en inglés) permite realizar una

caracterización morfológica de las dispersiones coloidales proveyendo valiosa información

complementaria a la obtenida por DLS.
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El diámetro hidrodinámico de los agregados de βCD-C16 y βCD-C16:AmB en solución

acuosa se muestra en la Tabla 3-10. Los agregados formados por βCD-C16, con una con-

centración de 3,8 mg/mL (2,37 mM), presentan una población mayoritaria cuyo diámetro

hidrodinámico medio es de 11,6 nm y una abundancia relativa del 95 %; también se observa

otra población de 66 nm cuya abundancia es de aproximadamente el 5 %. La longitud de

la molécula de βCD-C16 completamente extendida es de ∼3,6 nm (estimado con Chem3D

Ultra). En nuestro laboratorio se estudiaron los agregados formados por una ciclodextri-

na anfif́ılica análoga a βCD-C16, pero que contiene una cadena hidrocarbonada más corta

(con 6 grupos metilenos menos, βCD-C10). La CAC de βCD-C10 es igual a 0,17 mM y el

diámetro hidrodinámico de sus agregados fue de 49 nm siendo la concentración usada en la

determinación 3 mM a un pH= 10,6.56

Respecto a las formulaciones conteniendo βCD-C16:AmB, se observó también una po-

blación mayoritaria con diámetros de entre 13 y 49 nm junto a otras dos poblaciones de

mayor tamaño ∼65-95 nm y ∼150-300 nm cuyos porcentajes son inferiores al 5 %, ver Ta-

bla 3-10. Aqúı se debe recordar que las dispersiones de βCD-C16:AmB, medidas por DLS,

corresponden a diluciones de las formulaciones en donde βCD-C16 se encuentra por debajo

de su CAC. Se midieron las diluciones por dos motivos fundamentalmente: uno fue para

conocer cómo se encuentran los agregados mixtos βCD-C16:AmB en una situación repre-

sentativa respecto a la concentración que debeŕıa ser administrada por v́ıa parenteral; el

otro fue evitar el uso excesivo de AmB debido a su alto costo. A partir de estos resultados

se puede concluir que la dilución de las dispersiones no conduce a la desagregación de los

sistemas auto-ensamblados βCD-C16:AmB tal como ocurre con Fungizone R©; esto también

fue puesto de manifiesto mediante los estudios realizados por espectroscopia UV-Vis y de

dicróısmo circular que muestran que AmB permanece solubilizada en medio acuoso luego

de diluir los agregados auto-ensamblados. Además, los datos obtenidos por DLS muestran

que la presencia de AmB en los agregados mixtos no modifica substancialmente el tamaño

respecto de aquellos formados sólo por la ciclodextrina anfif́ılica. También, el aumento en la

concentración del fármaco, frente a una cantidad constante de βCD-C16, no ocasiona una

modificación considerable en el tamaño o en la distribución de las poblaciones observadas.
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Tabla 3-10.: Diámetros hidrodinámicos promedios obtenidos por DLS para diferentes agregados auto-ensamblados βCD −

C16:AmB.

X βCD−C16 :X AmB AmB βCD − C16
Diámetro promedio de los agregados (nm),

porcentaje en número ( %) e ı́ndice de polidispersidad (PDI)a

mg/mL mg/mL mM nm % PDI nm % PDI nm % PDI

1,00:0,00 - 0,38 2,37 11,6 ± 0,7 95,2 0,004 66 ± 9 4,4 0,02 247 ± 24 0,4 0,009

0,98 : 0,02 b 0,058×10−2 5,32×10−2 3,32×10−2 20 ± 3 79,2 0,02 65 ± 8 19,4 0,02 231 ± 27 1,3 0,01

0,96 : 0,04b 0,124 ×10−2 5,32×10−2 3,32×10−2 22 ± 2 90,2 0,008 83 ± 12 9,2 0,02 277 ± 28 0,6 0,01

0,91 :0,09b 0,124 ×10−2 5,32×10−2 3,32×10−2 49 ± 7 93,6 0,02 202 ± 22 6,4 0,01

0,84:0,16c 0,245 ×10−2 2,66×10−2 1,66×10−2 13 ± 1 94,8 0,006 74 ± 11 4,9 0,02 312 ± 27 0,3 0,007

0,80:0,20c 0,399 ×10−2 2,66×10−2 1,66×10−2 14 ± 2 96,9 0,02 80 ± 9 2,9 0,01 298 ± 25 0,2 0,007

0,74:0,26 c 0,521 ×10−2 2,66×10−2 1,66×10−2 36 ± 5 95,8 0,02 185 ± 20 4,2 0,01

0,67:0,33 c 0,693 ×10−2 2,66×10−2 1,66×10−2 24 ± 3 99,7 0,02 95 ± 8 0,3 0,007

0,65:0,35 c 0,914 ×10−2 2,66×10−2 1,66×10−2 10,9 ± 0,8 99,8 0,005 147 ± 13 0,2 0,008

0,62:0,38c 1,01×10−2 2,66×10−2 1,66×10−2 17 ± 2 99,6 0,01 239 ± 29 0,4 0,01

a PDI = ( SD
Dı́ametropromedio)2 donde SD: es la desviación estándar. Ulf Nobbmann, PDI from an individual peak in DLS, Malvern Panalytical 2015.

b Las concentraciones de AmB y βCD-C16 corresponden a la de la solución obtenida a partir de agregar 14 µL de la formulación resultante de la

diálisis en un volumen final de 1 mL de agua. En esta dilución la relación de concentración de βCD-C16 respecto a su CAC es 0,53.

c Las concentraciones de AmB y βCD-C16 corresponden a la de la solución obtenida a partir de agregar 7 µL de la formulación resultante de la

diálisis en un volumen final de 1 mL de agua. En esta dilución la relación de concentración de βCD-C16 respecto a su CAC es 0,25.
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De acuerdo a lo informado en la literatura, para capitalizar el efecto conocido como

EPR (Enhanced Permeability and Retention effect) un transportador de fármacos debe es-

tar dentro de un estrecho intervalo de tamaños comprendido aproximadamente entre los

10 nm y 100 nm. Las entidades más pequeñas a 10 nm son rápidamente eliminadas por

riñón o por extravasación, en tanto aquellas entidades mayores a ∼ 100-200 nm son elimi-

nadas por el sistema ret́ıculo endotelial.204 El diámetro promedio que poseen los agregados

auto-ensamblados βCD-C16:AmB está dentro de lo que es considerado deseable para un

transportador de fármacos.

Cuando se compara el tamaño de los agregados de βCD-C16:AmB con los de Fungizone R©,

Heated-Fungizone R© y AmBisome R© se observa que son más pequeños que los de estas for-

mulaciones comerciales. Para Fungizone R© se han informado diámetros hidrodinámicos muy

variados de 0,035 nm205, 139 nm,85 80-100 nm68, < 0,4 µm,177 para Heated-Fungizone R© de

1,9 µm o mayores85,97 (el gran tamaño de los agregados formados en Heated-Fungizone R©

es lo que originó el nombre de super-agregados para la forma auto-asociada de AmB que

se observa en esta formulación), en tanto que AmBisome R© tiene tamaños de entre 80-100

nm.79,177,205,206

En la Figura 3-13 se muestran micrograf́ıas obtenidas por TEM correspondientes a la

formulación sin diluir que contiene 1,5 mg/mL de AmB y XβCD−C16:XAmB 0,62:0,38. En

la micrograf́ıa pueden observarse estructuras mayormente esféricas de pequeño tamaño aśı

como también estructuras cuyos diámetros son mayores.

Figura 3-13.: Imagen de TEM de los agregados autoensamblados XβCD−C16:XAmB conte-

niendo 1,5 mg/mL de AmB y XβCD−C16:XAmB 0,62:0,38.
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Las imágenes de TEM, al igual que los datos obtenidos por DLS, muestran un predomi-

nio de las estructuras pequeñas siendo los diámetros observados por TEM próximos a los

obtenidos por DLS.

3.4.5. Caracterización de los agregados de βCD-C16:AmB por

difracción de rayos X en polvo

Se analizó el patrón de rayos X en polvo (PXRD, por sus siglas en inglés) de muestras

sólidas de βCD-C16, de AmB, βCD nativa y del agregado auto-ensamblado βCD-C16:AmB

que contiene 1,5 mg/mL de AmB y XβCD−C16:XAmB 0,62:0,38. En esta oportunidad una

vez obtenida la formulación βCD-C16:AmB fue liofilizada a fin de obtener un sólido que

permita realizar el análisis. Más adelante en este caṕıtulo se aborda con mayor detalle la

liofilización de los agregados de βCD-C16:AmB. En la Figura 3-14 se muestran los patrones

de difracción de rayos X obtenidos.

Figura 3-14.: Patrones de difracción de rayos X en polvo de AmB (violeta), βCD-C16-AmB

(0,6:0,4) (azul), βCD-C16 (rojo) βCD (negro).

A partir del difractograma se observa que AmB posee un gran porcentaje de cristalini-
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dad. Las principales señales se observan en ángulos 2θ iguales a 14,16◦, 17,41◦ y 21,78◦; el

patrón observado coincide con los valores informados en la literatura.207 A fines compara-

tivos también se incluyó el patrón de difracción de βCD-C16 y de βCD. La formulación

βCD-C16:AmB (liofilizada) no muestra las señales caracteŕısticas de sus componentes indi-

viduales, indicando que la AmB ya no está presente como material cristalino sino que se

encuentra en estado amorfo.208

3.4.6. Caracterización de los agregados de βCD-C16:AmB por

espectroscopia FT-IR

Se caracterizó mediante espectroscopia infrarroja a AmB, a βCD-C16, al agregado βCD-

C16:AmB con composición XβCD−C16:XAmB 0,68:0,32 y a la mezcla mecánica formada por

βCD-C16 y AmB en igual proporción que la formulación anterior. Para este análisis se utilizó

un agregado de βCD-C16:AmB que fue liofilizado y se resuspendio en D2O a fin de evitar

que las señales del H2O interfieran en las regiones de 3000-3600 cm−1 y 1500-1650 cm−1 que

es donde se encuentran las bandas de estiramiento (ν) y de deformación (δ) de los grupos

–OH y -NH2.
209,210

Las moléculas de βCD-C16 y AmB tienen en común numerosos grupos funcionales tales

como hidroxilos, carbonilos, enlaces glicośıdicos C-O-C (de βCD y micosamina), metinos,

metilenos, metilos, entre otros, en tanto que el grupo -NH2 se encuentra presente sólo en

AmB. Las diferencias encontradas para el agregado βCD-C16:AmB, respecto a los compo-

nentes individuales, en la mayoŕıa de las regiones del espectro IR son pequeñas (cercanas

a la resolución del equipo FT-IR utilizado) o bien dif́ıciles de atribuir de manera certera,

a excepción de las correspondientes al grupo amino. Debido a ello el análisis presentado

se centra mayormente en las diferencias encontradas en las señales de este grupo funcional

presente en la micosamina del fármaco. La asignación completa de las señales obtenidas en

los espectros se corresponde con la informada en bibliograf́ıa para AmB211 y βCD-C16141.

En la Figura 3-15 se muestran los espectros obtenidos y en la Tabla 3-11 se detallan las

frecuencias en las que aparecen las señales correspondientes al grupo amino de AmB en las

diferentes muestras analizadas.
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Las señales debidas a la deformación simétrica (δs) del grupo -NH2 que se superpone

con la del estiramiento asimétrico (νas) del grupo -COO−) en AmB como en la mezcla

mecánica βCD-C16 y AmB se observan a la misma frecuencia. Lo mismo sucede para la

deformación asimétrica (δas) del grupo -NH2, ver Tabla 3-11. Cuando se comparan las señales

del grupo -NH2 de AmB presente en los agregados βCD-C16:AmB con los de AmB pura o

la mezcla mecánica se observa que la señal correspondiente a la δs del grupo -NH2 presenta

un desplazamiento de 12 cm−1 para la muestra suspendida en D2O, y de 11 cm−1 para

la muestra suspendida en D2O que posteriormente fue deshidratada. Respecto a la δas del

grupo -NH2 ésta se encuentra muy disminuida y desplazada en 20 cm−1 en el agregado

suspendido en D2O y no se observa en el agregado deshidratado. Estos hallazgos son una clara

evidencia de que el entorno en el que se encuentra la micosamina es diferente en los agregados

auto-ensamblados respecto a la mezcla mecánica sugiriendo que está región está implicada

de alguna manera en el establecimiento de interacciones en la estructura supramolecular

formada muy probablemente por enlaces puentes hidrógenos entre los carbohidratos de βCD-

C16 y AmB.

Tabla 3-11.: Número de onda de las señales de deformación correspondientes al grupo amino

de AmB presente en diferentes muestras.

Muestra Número de Onda (cm−1)

δs (-NH2) + νas (-COO−) δas (-NH2)

AmB 1557 1632

βCD-C16:AmB mezcla mecánica 1558 1635

βCD-C16:AmB en D2O 1569 1652

βCD-C16:AmB en D2O (muestra en polvo)a 1568 b

aLa muestra resuspendida en D2O se dejó secar y posteriormente se adquirió

el espectro FT-IR.

b No se observa señal.

Otras regiones en donde se observan cambios en el espectro de los agregados, respecto a

los componentes puros, son aquellas de los grupos carbonilos y enlaces glicośıdicos (C-O-C).



3.4 Resultados 125

El ν(C=O) de βCD-C16 se encuentra en 1726 cm−1 y el de AmB en 1715 cm−1 (esta señal

corresponde a los carbonilos del éster y cetona),211 en tanto que en el agregado suspendido

en D2O y deshidratado se observan en aproximadamente 1730 cm−1. La región de los enlaces

glicośıdicos ubicada en ∼1000-1180 cm−1 presenta cambios notables en el perfil del espectro,

especialmente en el de la muestra que se encuentra suspendida en D2O.

Figura 3-15.: Espectros de absorción FT-IR (A) del agregado βCD-C16:AmB suspendido

en D2O (azul), agregado βCD-C16:AmB suspendido en D2O y posteriormen-

te deshidratado (negro), mezcla mecánica βCD-C16:AmB (celeste), AmB

(rojo) y βCD-C16 (verde). (B) se muestra una región ampliada de los es-

pectros. Los agregados auto-ensamblados y la mezcla mecánica tienen una

composición igual a XβCD−C16:XAmB 0,62:0,38.

3.4.7. Caracterización de los agregados de βCD-C16:AmB por

resonancia magnética nuclear

Los agregados auto-ensamblados βCD-C16:AmB y los componentes individuales fueron

estudiados por resonancia magnética nuclear (RMN). En la Figura 3-16 se muestra el es-

pectro de 1H RMN de AmB disuelta en DMSO-d6 aśı como también la asignación de las

principales señales, las cuales se corresponden con lo informado en bibliograf́ıa.83,212 El es-

pectro en D2O no pudo obtenerse debido a la baja solubilidad del fármaco en este medio. El

espectro de de 1H RMN de βCD-C16 y su asignación se encuentra en la Figura 3-17.
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Figura 3-16.: Espectro de 1H RMN de AmB 9 mg/mL en DMSO-d6 (400,13 MHz).

Figura 3-17.: Espectro de 1H RMN de βCD-C16 en DMSO-d6 (400,13 MHz).
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En la Figura 3-18 se compara el espectro de 1H RMN obtenido para el agregado XβCD−C16:XAmB

0,62:0,38 en agua deuterada con el de los constituyentes individuales obtenidos en DMSO-d

6. El espectro del agregado fue obtenido suprimiendo la señal del H2O en D2O para evitar el

solapamiento de señales y mejorar la relación señal/ruido. Debido a la baja concentración de

AmB en la muestra del agregado (∼ 1,4 mg/mL) la resolución del espectro no es la óptima,

sin embargo permite obtener información relevante.

Figura 3-18.: Espectro de 1H RMN de A) βCD-C16:AmB en fracciones molares 0,62:0,32

en D2O, B) AmB en DMSO-d6 y C) βCD-C16 en DMSO-d6 (400,13 MHz).

En la Figura 3-18 se observa que en el espectro del agregado βCD-C16:AmB no están

presentes los protones correspondientes a los grupos hidroxilo y amino debido a que éstos se

intercambian con el solvente. Por otra parte, es de notar que en el agregado están ausentes las

señales correspondientes a los protones dobles enlaces de AmB, que se observan en ∼ 6,0-6,5

ppm cuando AmB está disuelta en DMDO-d6. Es conocido que en micelas y otros sistemas

supramoleculares las señales de los protones que se encuentran en el corazón hidrofóbico

de la estructura experimentan diferentes formas de relajación; esto tiene como consecuen-

cia la desaparición o gran disminución en la intensidad de las señales de los protones que
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se encuentran en esa región. Estas señales no pueden ser detectadas por RMN en estado

ĺıquido debido a que se encuentran en un estado más bien del tipo sólido (solid-like).213,214

Este resultado es un indicio de que los dobles enlaces de AmB se encuentran en el corazón

hidrofóbico del agregado y que éste presenta caracteŕısticas del tipo solid-like.

A fin de conocer como interaccionan en el espacio βCD-C16 y AmB se realizaron espectros

2D RMN del tipo ROESY (Rotating-Frame Nuclear Overhauser Effect Correlation Spectros-

copy). Los espectros ROESY son sumamente útiles para indagar cómo interaccionan protones

que se encuentran próximos espacialmente.215 Este tipo de experimento es frecuentemente

utilizado para elucidar interacciones supramoleculares, en especial interacciones de comple-

jos del tipo huésped-receptor tales como los formados por ciclodextrinas.216–218 En la Figura

3-19 se muestra el espectro ROESY de βCD-C16:AmB en fracciones molares 0,62:0,32.

Figura 3-19.: Espectro ROESY de los agregados autoensamblados de βCD-C16:AmB

(0,62:0,38) (A) ampliación en los protones de la cavidad de βCD-C16 a 400

MHz en D2O (B).

El espectro del agregado βCD-C16:AmB (0,62:0,38) presenta una señal de cruce corres-
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pondientes al proton del carbono 5 de la molécula de la micosamina que aparece a 3,45

ppm y los protones de la cavidad βCD-C16 (H 3 y H 5 a 3,63 - 4,06 ppm) mostrando una

posible inclusión de la micosamina en la cavidad de la ciclodextrina. La interacción entre

micosamida y βCD-C16 proporcionaŕıa estabilidad a la estructura del agregado.219

Para confirmar fehacientemente las interacciónes observadas por ROESY se debeŕıan rea-

lizar estos ensayos con un equipo más sensible, para desestimar las interacciones de los

protones de la cavidad βCD.

3.4.8. Liofilización y reconstitución de los agregados de

βCD-C16:AmB

Una de las principales limitaciones que presentan los sistemas coloidales de administración

de fármacos es su inestabilidad a mediano y corto plazo. Debido a ello, desde un punto de

vista tecnológico, la liofilización y reconstitución de formulaciones ofrece una alternativa para

la conservación.

A fines de evaluar si los agregados βCD-C16:AmB se pueden liofilizar y posteriormente

reconstituir en diferentes medios se liofilizaron agregados βCD-C16:AmB conteniendo 1,5

mg/mL de AmB. Las muestras una vez liofilizadas se almacenaron durante 24 h y se recons-

tituyeron en diferentes medios como agua Milli Q (pH=6,3), buffer PBS pH=7,4, solución

de sacarosa 300 mOsm y NaCl 145 mM. Posteriormente, se evaluó el aspecto, color, homo-

geneidad, presencia de part́ıculas precipitadas y la solubilidad de βCD-C16:AmB. Los datos

obtenidos se presentan en la Tabla 3-12.

Puede observarse que la presencia de sales o sacarosa desfavorece notablemente la solu-

bilización de AmB proveniente de los agregados βCD-C16:AmB; la solubilidad de AmB en

estos medios es entre 5 y 10 veces inferior que en agua.
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Tabla 3-12.: Resuspensión de agregados liofilizados deβCD-C16 en diferentes mediosa

Medio Color Precipitado Solubilidad (mg/mL)

Agua Milli Q Amarillo No 1,5 ± 0,1

PBS pH=7,4 Amarillo Si 0,16 ± 0,02

Sacarosa 300 mOsm Amarillo Si 0,158 ± 0,007

NaCl 145 mM Amarillo Si 0,286 ± 0,004

aLa muestra resuspendida en los diferentes medios tenia una concentración de

1,5 mg/mL de AmB .

Sin embargo, cómo se describió anteriormente, para los medicamentos comerciales, el sóli-

do es resuspendido en agua, y luego se lleva a una concentración de AmB que oscila entre

0,1 -0,2 mg/mL para Fungizone o AmBisome R©. Los agregados sólidos de βCD-C16:AmB

al ser disueltos en buffer PBS pH=7,4, solución de sacarosa 300 mOsm, muestran una con-

centración intermedia de 0,16 mg/mL. Este resultado es importante porque es similar a los

utilizados en los tratamientos médicos.

Cuando se liofiliza y se resuspende esta formulación y se analiza por TEM,(Figura 3-20) se

encuentran estructuras de mayor tamaño respecto a la muestra no liofilizado. La formación de

estas part́ıculas de mayor tamaño es atribuida por algunos autores como sistemas agregados

generados por asociaciones de las diferentes part́ıculas.220

Figura 3-20.: Imagen de TEM de los agregados autoensamblados βCD-C16:AmB liofiliza-

dos. conteniendo 1,5 mg/mL de AmB y XβCD−C16:XAmB 0,62:0,38.
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3.4.9. Ensayos de liberación de AmB in vitro de los agregados de

βCD-C16:AmB

Se realizaron diferentes ensayos de liberación in vitro en celdas de Franz, evaluando la

cinética de liberación de la AmB de los agregados. En la Tabla 3-13 se presentan los re-

sultados de la liberación de AmB de los agregados de βCD-C16:AmB en diferentes medios.

El medio en el cual se tuvo mayor porcentaje de liberación (23 %) fue el buffer PBS con

un pH 7,4, en tanto que la liberación a un medio receptor constituido por agua, NaCl 145

mM o solución de albumina séŕıca humana (HSA 0,4 % ) fue despreciable. La cuantificación

de AmB se realizó por medio de espectroscopia UV-Vis como se describe en el apartado de

Materiales y Métodos.

Tabla 3-13.: Ensayos de liberación de AmB in vitro en diferentes medios

Medio de Liberación % de Liberación

H2O 1

NaCl 145 mM 0

PBS pH: 7,4 23

HSA solución 0,4 % 0

En el Figura 3-21 se muestra el perfil de liberación de AmB del agregado βCD-C16-AmB

en buffer PBS a una temperatura de 37◦C. Estos resultados indican que la liberación de AmB

del agregado auto-ensamblado βCD-C16:AmB en los distintos medios es relativamente baja

o nula. Estos son resultado muy prometedores y no representan una limitación en el uso de

la formulación propuesta, ya que, como se demostrará en los siguientes caṕıtulos, el agregado

auto-ensamblado βCD-C16:AmB tiene la capacidad de penetrar modelos de biomembranas

altamente empaquetadas de manera muy eficiente. La poca liberación de AmB desde los

agregados y su pequeño tamaño da como resultado una circulación prolongada que permitiŕıa

la distribución en muchos órganos. La estructura adoptada por el agregado asegura que AmB

permanezca asociada con la βCD-C16 hasta que entre en contacto con una biomembrana,

minimizando los efectos adversos de AmB en los tejidos del huésped.
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Figura 3-21.: Perfil de liberación de AmB del agregado auto-ensamblado de βCD-C16:AmB

con concentración de AmB de 1,5 mg/mL en PBS con un pH 7,4.

3.4.10. Ensayo de hemólisis in vitro de agregados de β CD-C16:AmB

El ensayo in vitro de hemólisis es un método que permite evaluar el potencial efecto tóxico

de formulaciones.

Los resultados obtenidos, cuando se tienen agregados de βCD-C16:AmB de concentracio-

nes de 0,5 0,8, 1,0 y 1,5 mg/mL (Tabla 3-14) muestran que la formulación y los reactivos

usados se caracterizaron por presentar una baja toxicidad hemoĺıtica. Los agregados mostra-

ron un porcentaje de 2 a 3 % de hemolisis, lo que indica la inocuidad de la formulación. Al

comparar estos resultados con los obtenidos por otros autores con formulaciones comerciales

de AmBisome R© y Fungizone R© que muestran 4 % y 85 %, respectivamente, de toxicidad he-

moĺıtica.221,222. Se concluye que la toxicidad hemolitica de los agregados de β CD-C16:AmB

es baja. AmB libre a concentraciones de 1 µg/mL muestra una hemolisis de 100 %.223
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Tabla 3-14.: Actividad hemoĺıtica de las formulaciones βCD-C16-AmB

Muestra Absorbancia 576 nm % de Hemolisis

NaCl 145 mM 0,02 0

H2O Milli-Q 1,84 100

βCD nativa 4 mg/mL (3,5 mM) 0 0

βCD-C16 4 mg/mL (4,3 mM) 0,06 2

AmB 0,5 mg/mL (0,54 mM) 0,06 2

βCD-C16 AmB 0,8 mg/mL (0,86 mM) 0,05 2

3,8 mg/mL AmB 1,0 mg/mL (1,10 mM) 0,08 3

AmB 1,5 mg/mL(1,63 mM) 0,06 2

Las formulaciones utilizadas en este ensayo demostraron la baja toxicidad de los agregados

formados por βCD-C16:AmB, indicando la poca interacción de la AmB con las membranas

de los glóbulos rojos.

3.4.11. Ensayo de inhibición de Cándida albicans para agregados de

βCD-C16:AmB

La Cándida albicans es un hongo polimórfico, que se puede presentar como levadura o

bien crecer como un hongo filamentoso.222 Es una de las mayores amenazas para pacien-

tes inmunodeprimidos, donde entre el 35 %-60 % de la mortalidad se encuentra asociada al

hongo.224

Se realizaron ensayos de inhibición de crecimiento de Cándida albican con βCD-C16, agua,

y DMSO/NaOH, observando que no generaron cambios en el crecimiento con respecto a la

muestra control de Cándida albicans. Luego se realizaron ensayos con la formulación 0,62:0,38

de los agregados de βCD-C16;AmB, mostrando la capacidad de inhibir el crecimiento de la

Cándida albican. La concentración inhibitorias mı́nima fue de 0,300 µM de AmB. Figura

3-22.
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Figura 3-22.: Ensayo de inhibición de crecimiento de C. albicans A) inhibición de creci-

miento de C. albicans 0-33 µM B) inhibición de crecimiento de C albicans

0-2,1µM.

Se realizaron pruebas de inhibición con una AmB comercial (Anfostat,nombre genérico

para la Fungizone R© en America latina) y se muestra en la Figura 3-23.

Figura 3-23.: Ensayo de inhibición de crecimiento de Cándida albicans por βCDCD-

C16:AmB (0,62:38) y la formulación comercial Anfostat.

El Anfostat es un medicamento muy empleado en América latina en el cual presenta riesgos

para la salud, como disfunciones renales, distribuido comercialmente en frasco ampolla que
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contiene un liofilizado de 50 mg de AmB, 41 mg de desoxicolato y 20 mg de Buffer de fosfatos

de sodio.

El Anfostat (Fungizone R©), como se mencionó, presenta hemólisis de 85 % y se encuentran

formulaciones alternativas (heat-fungizone)que presentan hasta 50 % menos de hemólisis,

pero disminuyen la capacidad de inhibir el crecimiento de Cándida albicans. A diferencia, la

formulación βCDCD-C16:AmB (0,62:0,38) presenta un 3 % de hemólisis y exhibe un perfil

similar al de Anfostat en la inhibición de crecimiento de C albicans cómo se observa en la

Figura 3-23. La formulación βCDCD-C16:AmB (0,62:38)se puede plantear como una nueva

alternativa de entrega y liberación de AmB.

3.4.12. Efecto del calentamiento de los agregados de βCD-C16:AmB

Las medicinas comerciales como la Fungizone R© son altamente hemoĺıticas ya que en su

formulación se utiliza como excipiente, el desoxicolato de sodio, un tensioactivo aniónico que

causa hemólisis.200 A diferencia, la AmBisome R© muestra una baja actividad hemoĺıtica que

se atribuye a la forma super-agregada de AmB. Esta forma agregada se puede obtener al

calentar una solución de Fungizone R©, esto se ve reflejado en un cambio espectral UV-Vis

en la banda de absorción máxima de 328 nm que se desplaza a 322 nm.191

A partir de los resultados presentados anteriormente se puede concluir que los agregados

auto-ensamblados de βCD-C16 tienen la capacidad de incorporar mas de 90 % de AmB.

Además, todas formulaciones presentaron un mayor cantidad de AmB en estado agregado

que monomérico, por esta razón se tomaron las tres formulaciones con mayor cantidad de

fármaco (8,83×10−3, 7,31×10−3 5,17×10−3 mg/mL de AmB)y se los trató térmicamente.

La muestra del agregado auto-ensamblado de βCD-C16:AmB con una fracción molar de

0,62:0,38 y concentración de AmB de 8,83×10−3 mg/mL presenta su mayor absorción a 327

nm, a una temperatura de 25◦C (Figura 3-24). El calentamiento de las muestras a 50 y

70◦C produce un desplazamiento de la absorción máxima inicial (327nm) a longitudes de

onda menores. Por el contrario, las muestras incubadas a 60 y 80 ◦C, presentaron un despla-

zamiento de la banda de máxima absorción a longitudes de onda mayores a las presentadas

por la formulación original (Figura 3-24). Por otro lado, se observó una disminución de la
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intensidad de la banda de mayor absorción (comparada con muestra a 25◦C) en todas las

muestras independientemente de la temperatura de incubación.

Figura 3-24.: Espectros de absorción del agregado de βCD-C16:AmB con concentración

de 98,83×10−3 mg/mL. Temperatura de incubación: 25◦C (1), 50◦C(2), 60

◦C(3), 70◦C (4), 80◦C(5).

La formulación de βCD-C16:AmB con una fracción molar de 0,65:0,35 y concentración

de AmB de 7,31×10−3 mg/mL (Figura 3-25) presenta una disminución en la intensidad de

la banda de mayor absorción para todas las temperaturas de incubación.

Por último, la formulación βCD-C16:AmB con concentración de AmB de 5.17×10−3

mg/mL (Figura 3-26) muestra una disminución de la banda ubicada a 328 nm y aparece co-

mo mayor absorción las bandas la ubicadas a 380-411 nm pero sin un aumento representativo

de la señal monomerica de la AmB.

Nuestros resultados demuestran que el calentamiento de las distintas formulaciones puede

producir, como en el caso de la Fungizone R©, un efecto hipsocrómico en la banda de mayor

absorción en sus espectros UV-Vis. Esta banda ubicada por algunos autores a una longitud

de onda de 323 nm.85,173

Durante el proceso de incubación de las formulaciones de βCD-C16:AmB en las diferentes

temperaturas, los cambios espectroscópicos de AmB sugieren la aparición de agregados de
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Figura 3-25.: Espectros de absorción de βCD-C16:AmB con concentración de 7,31×10−3

mg/mL. Temperatura de incubación: 25◦C (1), 50◦C(2), 60 ◦C(3), 70◦C (4),

80◦C(5).

Figura 3-26.: Espectros de absorción de βCD-C16:AmB con concentración de 5,17×10−3.

Temperatura de incubación: 25◦C (1), 50◦C(2), 60 ◦C(3), 70◦C (4), 80◦C(5).
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mayor tamaño (poliagregados), lo que se ve reflejado en la disminución de la absorción o

el desplazamiento a longitudes de onda menores. La banda ubicada a 326 nm (banda de

agregación), después del calentamiento se encuentran a longitudes de onda menores, además

se observan las bandas localizadas a los 360-363, 383-385 y 406-420 nm caracteŕısticas de

la AmB.68 Se verifico el contenido de AmB de los agregados βCDCD-C16:AmB (0,62:0,38)

después de los ensayos de calentamiento y se corroboro por medio de UV-Vis que la concen-

tración permanece constante durante la incubación a las diferentes temperaturas.

Dicróısmo circular de los agregados auto-ensamblados de βCD-C16:AmB encubados

a temperatura de 25-70◦C

En la Figura 3-27 se observan los espectros de las muestran incubadas los cuales presentan

cambios durante el tratamiento térmico. En las soluciones de los agregados, al incrementarse

la temperatura de 50 a 80 ◦C, se observa la formación de una nueva especie de agregación

en las tres formulaciones. Esto es reflejado por el desplazamiento del doblete dicroico a

una longitud de onda de 327 nm con una banda positiva a 319 nm y negativa a 340nm

resultado similar al descrito por Gabariou.95 También la absorción positiva en el espectros

DC se desplaza a longitudes de onda más bajas, indicando la formación de una nueva forma

agregada o superagregada.81,225

Los espectros de DC de las muestras incubadas no presentan puntos isosbésticos cercanos

a 355 nm, los cuales indicaŕıan una transición de las especies monoméricas a agregados201.

La falta de estos puntos isosbésticos podŕıa deberse a cierta heterogeneidad de los agregados

de AmB. Por otro lado, la intensidad de la transición del doblete aumentó con el aumento

de temperatura, lo que sugiere un aumento apreciable de la concentración de oligómeros de

AmB.167 A partir del análisis por espectroscoṕıa de DC, se puede corroborar que al incubar

las muestras el calentamiento produce un aumento en las interacciones de las moléculas,

lo que origina agregados con mayor tamaño o con mayor número de moléculas, que se ve

evidenciado por el desplazamiento de una señal a longitudes de onda más bajas.184
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Figura 3-27.: Espectros de dicróısmo circular de βCD-C16:AmB con concentración de 9,00

(—) (A), 7,31 (—) (B) y 6,88 µg/mL (C), incubadas a temperaturas de 50

◦C (rojo), 60 ◦C (verde), 70◦C(azul) y 80 ◦C(rosa), AmB en metanol (1) y

AmB en agua (2).)

Tamaño de part́ıcula del agregado de AmB encapsulada en βCD-C16:AmB después

de tratamiento térmico

Por medio de DLS se determinó la distribución de tamaños de part́ıcula en % número de

las muestras con concentraciones de 0,914×10−2 mg/mL y 1,01 ×10−2 incubadas a 50, 60,

70 y 80 ◦C durante una hora y estabilizadas luego a temperatura ambiente. Se observaron,

en los agregados auto-ensamblados de βCD-C16:AmB, tamaños en un intervalo entre 11 y

99 nm en una población mayoritaria como se observa en las Tabla 3-15

No se observó una variación significativa en el tamaño de los agregados estudiados a

temperatura ambiente o a diferentes temperaturas de incubación, lo cual puede ser favorable

al querer utilizar este transportador a nivel sistémico, dado que el sistema ret́ıculo endotelial

elimina de circulación objetos de tamaño de inferiores 10 nm o superiores a 200 nm.35,161.
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Tabla 3-15.: Diámetros promedios obtenidos por DLS para diferentes agregados auto-ensamblados βCD-C16:AmB.

XβCD−C16:XAmB
Temperatura

(◦C)

Diámetro promedio de los agregados (nm), porcentaje en número ( %)

e ı́ndice de polidispersidad (PDI)a

nm % PDI nm % PDI nm % PDI

0,65:0,35b

0,914 ×10−2

AmB mg/mL

25 10,9 ± 0,8 99,8 0,005 147 ± 13 0,2 0,008

50 16 ± 2 99,6 0,02 187 ± 20 0,4 0,01

11 ± 1 99,8 0,008 139 ± 13 0,2 0,009

60 10,9 ± 0,8 97,2 0,07 54 ± 7 2,7 0,02 426 ± 13 0,1 0,001

10,9 ± 0,8 99,3 0,07 77 ± 11 0,7 0,02

70 13,4 ± 0,9 96,1 0,07 90 ± 9 3,9 0,01

13,3 ± 0,9 97,4 0,005 65 ± 7 2,4 0,01 258 ± 23 0,2 0,008

0,62:0,38c

1,01 ×10−2

AmB mg/mL

25 17 ± 2 99,6 0,01 239 ± 29 0,4 0,01

50 11,0 ± 0,7 89,8 0,04 36 ± 5 10,2 0,02 348 ± 8 0,1 0,001

10,9 ± 0,8 99,6 0,005 98 ± 6 0,3 0,003 150 ± 11 0,1 0,005

60 11,0 ± 0,7 98,1 0,004 72 ± 5 1,9 0,005

11,0 ± 0,7 94,6 0,004 58 ± 8 5,4 0,02

70 19 ± 2 97,1 0,01 88 ± 10 2,9 0,01

80 10,9 ± 0,8 92,9 0,005 43 ± 5 6,9 0,01 175 ± 17 0,2 0,009

15 ± 2 98,9 0,02 90 ± 9 1,1 0,01

a PDI = SD
Diámetro promediodonde SD: es la desviación estándar. Ulf Nobbmann, PDI from an individual peak in DLS, Malvern Panalytical 2015.

b La concentración de AmB es 0,914 ×10−2 mg/mL y la de βCD-C16, 1,66×10−2 mg/mL. La formulación obtenida luego de la diálisis fue

calentada a la temperatura indicada, posteriormente se tomaron 7 µL de la formulación y se llevó a un volumen final de 1 mL de agua. En esta

dilución la relación de concentración de βCD-C16 respecto a su CAC es 0,25.

c La concentración de AmB es 1,01×10−2 mg/mL y la de βCD-C16 1,66×10−2. La formulación obtenida luego de la diálisis fue calentada a la

temperatura indicada, posteriormente se tomaron 7 µL de la formulación y se llevó a un volumen final de 1 mL de agua. En esta dilución la

relación de concentración de βCD-C16 respecto a su CAC es 0,25.
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Resonancia magnética nuclear de los agregados formados por βCD-C16:AmB luego

del calentamiento

Es importante probar que el calentamiento de los agregados de βCD-C16:AmB no produce

cambios qúımicos en las moléculas de AmB o βCD-C16, como también verificar si hay

cambios en las interacciones supramoleculares de estas dos moléculas.

En la Figura 3-28 se comparan los espectros de 1H RMN a 25◦C y 70◦C de la formulación

de βCD-C16:AmB (0,62:0,38) con concentración de AmB de 1,5 mg/mL, sólo observando

la disminución de la señal en 1,25 ppm que corresponde al CH3 (C6) de la micosamina,

y que se origina por la deshidratación de los grupos polares. Por otro lado, el perfil y los

corrimientos de los espectros de 1H RMN de los agregados auto-ensamblados a 25 ◦C y

70◦C son coincidentes, lo que indica que el calentamiento no produce cambios qúımicos

significativos en las moléculas que forman parte del agregado tal como se describe en la

literatura.

Figura 3-28.: Espectros 1H RMN a 25◦C y 70◦C del agregado auto-ensamblado de βCD-

C16:AmB en D2O (400 MHz).
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3.4.13. Conclusiones

El empleo de βCD-C16 permite solubilizar AmB obteniendo soluciones que pueden ser

liofilizadas y reconstituidas manteniendo sus caracteŕısticas. Además, se forma un agregado

βCD-C16:AmB estable en medio acuoso que presenta la capacidad de incorporar AmB hasta

un máximo en concentración 1,5 mg/mL ( dosis terapéutica). El auto-ensamblaje de las

moléculas que integran el agregado le confiere estabilidad frente a la dilución.

Las formulaciones de βCD-C16:AmB desarrolladas en este trabajo, pueden incubarse a

diferentes temperaturas, sin producir degradación del agregado ni de sus constituyentes. El

calentamiento de las formulaciones no genera cambios en su tamaño, aunque si presenta

desplazamiento hipsocromicos en la banda de mayor absorción, lo cual podŕıa deberse a la

restucturacion de agregado.

La formulación de βCD-C16:AmB permite la inhibición del crecimiento de C. albicans.

Además, el auto-ensamblado de las formulaciones y sus excipientes no generan hemólisis Por

ello, esta formulación presenta mejores caracteŕısticas que los productos comerciales como

el Anfostat que tiene un 85 % de hemólisis y un perfil de inhibición en el crecimiento de C.

albicans similar al obtenido las formulaciones presentadas en la presente tesis.

Los estudios de 1H - RMN demuestran que la micosamina de la AmB posiblemente se

incluye en la cavidad de la βCD-C16 que ayuda a la estabilización de los agregados.
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4.1. Introducción

En este caṕıtulo se presenta el estudio de las interacciones de AmB y del agregado βCD-

C16:AmB en una interfase agua-aire y con un modelo de biomembrana, usando para ello

monocapas del fosfoĺıpido POPC. Se diseñaron dos tipos de experimentos, iniciamos con el

estudio de las monocapas de Langmuir de los componentes puros, y de la mezcla. Asimismo,

se estudió la capacidad que tiene la AmB y el agregado autoensamblado de βCD-C16:AmB

para penetrar en una interfase que emula una biomembrana.

Se ha estudiado la formación de sistemas moleculares y nanoscópicos autoensamblados

con propiedades f́ısicas espećıficas que están determinadas por las relaciones entre la com-

posición qúımica, la estructura y la organización de dichos materiales.226 Los cambios más

importantes, con respecto a la agregación molecular, son los que ocurren en las propiedades

ópticas de los cromóforos que interactúan.

La autoasociación de moléculas anfif́ılicas en solución o en la interfase aire-agua es debido

a las interacciones intermoleculares. Los agregados en solución de AmB exhiben distintos

cambios en la banda de adsorción en comparación con las especies monoméricas. A partir

de los cambios espectrales, se han propuesto varios patrones de agregación en los diferentes

medios. Las moléculas que presentan cromóforos y se encuentran ensambladas, a menudo

forman agregados de tipo H o tipo J, dependiendo de la alineación relativa de los momentos

del dipolo de transición en las moléculas adyacentes. En un agregado H, las moléculas se

apilan predominantemente cara a cara, mientras que los agregados J se forman cuando las

moléculas se apilan principalmente en una disposición de cabeza a cola.181,227

Las bandas de los agregados J son desplazadas batocrómicamente (J por Jelly) y las

bandas H desplazadas de manera hiposocrómica (H por hipsocrómica). Estos agregados se

han explicado en términos de la teoŕıa del acoplamiento del excitón molecular, es decir, el

acoplamiento de los momentos de transición de las moléculas constituyentes, lo que indica

que la formación de los agregados tiene como consecuencia la modificación de los espectros

UV-Vis, fluorescencia. etc
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4.1.1. Espectroscópia UV-Vis de reflexión

Un método experimental con el cual se puede conocer la organización de las moléculas

en una superficie es la espectroscopia UV-Vis de reflexión. Está técnica presenta la ventaja

que se realiza in situ, y se aplica a la interfase aire-agua, proporcionando un estudio de la

monocapa y la detección de procesos f́ısicos o qúımicos como la adsorción o penetración de

moléculas de la solución a la interfase.120,122

Los sistemas autoensamblados de βCD-C16:AmB estudiados en el caṕıtulo anterior pre-

sentaron señales de adsorción en el espectro UV-Vis en solución acuosa diferentes con res-

pecto a la AmB en estado monomérico, confirmando que la AmB se encuentra agregada. El

desplazamiento hipsocrómico, la aparición de un banda intensa en longitudes de onda más

bajas se toma como evidencia de la agregación de la AmB interaccionando con la βCD-C16,

su comportamiento es similar a la AmB en solución acuosa.179,180,228.

4.1.2. Monocapas de Langmuir de AmB

Es conocido que el comportamiento de la AmB extendida en una interface aire-agua es de-

terminada por las condiciones del ensayo como el número de moléculas de AmB depositadas

en la interfase, la velocidad de compresión, la temperatura y fuerza iónica de la subfase.

En los estudios de monocapas realizados por Gomez-Serranillos229, en la cual utilizo núme-

ro creciente de moléculas de AmB esparcidas en la interfase aire-agua, determino que el área

molecular ocupada inicialmente por la monocapa de AmB disminuye al incrementase el

número de moléculas en interfase. En sus experimentos al aumentar la concentración de

moléculas, tomó 1 × 1017 moléculas de AmB y la compará con una isoterma obtenida con

una cantidad de 4, 25× 1016 moléculas. Observó que la región ĺıquida-expandida se desplaza

en el eje del área al aumentar la concentración de moléculas (Figura 4-1). Adicionalmente,

al variar la velocidad de compresión se observó que a velocidades bajas el área de la isoterma

es menor y no alcanza el colapso.229
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Figura 4-1.: Isoterma de compresión de AmB A) Numero de moléculas en interfase • 4,25

×1016, 5 ×1016, 6 ×1016, 1×1017 B) Influencia de la velocidad de compresión

10 mm/min, • 20 mm/min, ∗ 30 mm/min 4 40 mm/min, 50 mm/min. Figura

adaptada de referencia 229.

El aumento de la temperatura en la subfase, también genera cambios en la isoterma de

compresión de la AmB, como lo describe J.R. Seoane, la variación de la temperatura produce

la disminución del área de la monocapa, debido a un aumento de la solubilidad de la AmB.

Por otro lado, la subfase en estos ensayos también puede generar cambios en la isoterma

de AmB resultante, si se tiene una subfase de NaCl (o se aumenta su fuerza iónica)229 se

incrementa el área ocupada por la monocapa de AmB. Esto ocurre por la formación de capas

de hidratación que rodean los iones de NaCl.229,230 La Figura 4-2 muestra algunos resultados

de J.R. Seoane, al variar algunas condiciones en la obtención de la monocapa de AmB.
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Figura 4-2.: Influencia de la fuerza iónica (A), valor de pH de la subfase (B) y temperatura

(C) en las isotermas de compresión de la anfotericina B en monocapas. Figura

adaptada de referencia 229.

Como se mencionó, las isotermas de AmB dependen de la temperatura, concentración,

velocidad de compresión y subfase, en este caṕıtulo se determinaron las condiciones experi-

mentales óptimas para la obtención de la isoterma de AmB

4.1.3. Penetraciones de AmB en monocapas preformadas

Diversos ensayos se han realizado para determinar la capacidad que tiene la AmB para

penetrar una membrana. Los ensayos realizados por J Miñones94 en la penetración de AmB
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en un modelo de biomembrana, espećıficamente en monocapas preformadas de DPPC y

DOPC a 5 mN/m, demostraron que es muy baja la capacidad de la AmB para incorporarse

en la monocapa de los dos fosfoĺıpidos, alcanzando una presión de superficie final de 17

mN/m. Adicionalmente, se demostró que la incorporación de las moléculas de AmB procede

muy lentamente en las monocapas de DOPC.

Figura 4-3.: Grafica ∆π vs tiempo en las peĺıculas de DOPC después de la inyección de

AmB a concentraciones: (A) 1 × 10 −7 M y (D) 2 × 10−5 M. Para DPPC

las concentraciones de AmB fueron (B)1 × 10 −7 y (C) 2 × 10 −5M. Figura

adaptada de referencia 94.

Por el contrario, en la monocapa de DPPC, la penetración se observa con un rápido au-

mento de la π después de la adsorción inicial de AmB, seguido de una disminución progresiva

de una sobrepresión hasta que se alcanza el equilibrio (Figura 4-3). Miñones sugiere que este

fenómeno es por la existencia de interacciones débiles entre DPPC y AmB, que desaparecen

con el tiempo. El ensayo de penetración de AmB en la monocapa de DOPC es progresiva

con el tiempo porque la monocapa de DOPC es más expandida.

En este caṕıtulo se realizaran ensayos de adsorción y penetración de AmB y βCD-
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C16:AmB (0,62:0,38) en una monocapa preformada de POPC.

4.2. Objetivos

Los objetivos planteados en esta sección de la presente tesis doctoral se pueden resumir

en:

Estudiar las interacciones y la topograf́ıa de mezclas de βCD-C16 y AmB con una

relación molar de 0,62:0,38 en monocapas de Langmuir.

Comparar las interacciones de la AmB y de la mezcla de βCD-C16:AmB en modelos

de biomembranas.

Estudiar la formación de monocapas de Gibbs de los compuestos puros, sus mezclas y

del agregado auto-ensamblado con fracción molar 0,62:0,38 mediante diferentes técnicas

de caracterización.

.

4.3. Materiales y Métodos

4.3.1. Monocapas de Langmuir de AmB o βCD-C16:AmB

(0,62:0,38) en la interfase aire-agua.

En el presente caṕıtulo se utilizó una balanza de Langmuir como método de caracterización

para la AmB y la mezcla de βCD-C16:AmB en interfase. Para la obtención de las isotermas

de compresión ( π vs A ), se agregaron 140 mL de una súbfase de NaCl 145 mM en una cuba

de teflón en una balanza de Langmuir KSV mini though (KSV Nima, Helsinski, Finlandia).

Para la deposición de las disoluciones en la interfase aire-agua se utilizó una jeringa

graduada tipo Hamilton, con un intervalo de volumen entre 10 µL y 200 µL. Las solucio-

nes de AmB se prepararon en una mezcla de solventes MeOH:CCl3H; 2:1 y βCD-C16 en
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MeOH:CCl3H:DMSO; 1:1:1. La mezcla de βCD-C16:AmB se preparó mezclando los volúme-

nes necesarios de cada una para obtener la fracción molar deseada. Las soluciones preparadas

se colocaron esparciendo pequeñas gotas sobre la interfase y se esperó durante 10 minutos la

evaporación del solvente. Pasado este tiempo se procede a la compresión con una velocidad

de 10 mm/min. La presión superficial (π) se midió usando el método de Wihelmy con una

placa de Pt (Método descrito en el caṕıtulo 2) .

Se preparó una mezcla de βCD-C16:AmB (0,62:0,38) a partir de soluciones madre de

βCD-C16 (3,00 mM) y AmB (0,12 mM)en solvente organico.

4.3.2. Estudios de la adsorción de AmB y agregados de

βCD-C16:AmB en interfases liṕıdicas de POPC

Para evaluar la tendencia de AmB y los agregados auto-ensamblados de βCD-C16:AmB

para adsorberse en una interfase aire-agua, se midieron las isotermas de adsorción. Para ello,

se utilizó una cuba de teflón cuadrada con un área de 28 cm2 con un volumen de subfase

(NaCl 145 mM) de 16,5 mL. Se evaluó el efecto del solvente utilizado sobre la presión de

superficie, inyectando 100 µL de DMSO (solvente usado para la solución de AmB) y 200 µL

de H2O (solvente empleado con los agregados de βCD-C16:AmB) en la subfase, sin encontrar

cambios significativos. Por este motivo, se añadieron 21 µL de una solución AmB en DMSO o

100 µL de la solución de βCD-C16:AmB (0,62:0,38) a la subfase obteniendo concentraciones

finales de AmB cercanas a 40 µM y el mezcla 8 µM para AmB y 13 µM de βCD-C16. Los

cambios en la presión superficial fueron registrados en un área constante y en función del

tiempo, estableciendo una monocapa de Gibbs para AmB y el agregado βCD-C16:AmB.

Para los ensayos de penetración de AmB y βCD-C16:AmB en interfases liṕıdicas, se

desarrolló inicialmente en la interfase aire-agua una monocapa de POPC hasta llegar a una

presión de superficie deseada(π0). Después de 10 minutos de estabilización del film de POPC

a cada π0, se inyectó la solución de AmB o βCD-C16:AmB en la subfase y se mantuvo bajo

agitación continua (sin perturbar la monocapa de POPC). Se registró la π en función del

tiempo hasta que esta se mantuvo constante (πf ). Posteriormente se calculó la variación en

la presión de superficie (∆π) como lo indica la Ecuación 2-11. Las π0 de los films de POPC
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que se evaluaron fueron 5, 10, 20,y 30 mN/m.

La determinación de la cantidad de AmB que penetró en la interfase de POPC a las dife-

rentes π0 se realizó transfiriendo la peĺıcula formada en la interfase hacia un compartimento

contiguo que conteńıa agua (Figura 4-6) mediante el movimiento de barreras a una velocidad

de 1 mm/min.152 La transferencia de la peĺıcula se realizó en el intervalo de tiempo 60 - 90

min después de la inyección de AmB o βCD-C16:AmB en la subfase. Luego de transferir

el film al compartimiento adyacente, todo el volumen presente en esta sección de la cuba

se liofilizó y el sólido obtenido se suspendió en metanol para cuantificar la AmB que logró

penetrar. La cuantificación se realiza por medio de espectrofotometŕıa UV-Vis.

Figura 4-4.: Representación esquemática de la transferencia de un film desde el comparti-

mento I al II mediante el empleo de una barrera móvil. (Anfifilo verde: AmB).

4.3.3. Estudio topográfico de los films

La microscoṕıa de ángulo de Brewster (BAM) es la técnica que nos permite visualizar

durante la compresión in situ la topograf́ıa de una monocapa, e identificar los cambios en la

organización 2D que se producen en la monocapa con los cambios de presión superficial.231,232
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En el estudio topográfico de las monocapas se utilizó un elipsómetro en modo de micros-

copio de ángulo de Brewster (Nanofilm EP3 Imaging Ellipsometer, Accurion, Goettingen,

Germany). Con este equipo, se estudió la topograf́ıa de las monocapas de Langmuir a lo largo

de toda la isoterma de compresión, tanto de los componentes puros como para la mezclas

βCD-C16:AmB con fracción molar 0,62:0,38. Las condiciones experimentales utilizadas son

las mismas a las empleadas en el Caṕıtulo 2.

4.3.4. Espectroscoṕıa de Reflexión UV-Vis en la Interfase Aire-Agua

La espectroscoṕıa UV-Vis de reflexión se empleó para identificar las estructuras molecu-

lares formadas por AmB, es decir su estado de agregación, en una interfase.

Las soluciones de AmB se prepararon en una mezcla de cloroformo (grado HPLC, Sigma

Aldrich) y metanol (grado HPLC, Sigma Aldrich) con relación 2:1. Luego se realizó el pro-

cedimiento de formación de monocapas a partir de la mezcla de βCD-C16:AmB (0,62:0,38),

en el cual se esparcieron 140 µL de la solución en una subfase de NaCl 145 mM y luego de

10 minutos se realizó la compresión.

Durante este experimento, la compresión de las barreras se detuvo en presiones de 1, 3,

5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, mN y se determinó el espectro UV-Vis de reflexión. Los espectros

se registraron al menos por duplicado para garantizar la reproducibilidad de los resultados

obtenidos a una temperatura constante de 20◦C.

En este ensayo se utilizó un espectrofotómetro (Nanofilm Technologie) con una fuente

de luz FiberLight DTM 6/50 que consiste en una lámpara de deuterio y una lámpara de

tungsteno instaladas dentro de una celda de cerámica. El obturador interno de la lámpara se

controló electrónicamente para producir luz blanca en el rango espectral de 240 a 1000 nm.

Además, se cuenta con un espectrómetro multicanal, que utiliza una rejilla y una matriz de

diodos CCD como detector, para el análisis en el mismo rango espectral.
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4.4. Resultados y discusión

4.4.1. Monocapas de Langmuir de AmB

Influencia del número de moléculas y de la temperatura en las monocapas de AmB

Los ensayos realizados incluyeron el estudio del aumento de la densidad de moléculas de

AmB en la interfase y la variación de la temperatura para la obtención de las monocapas de

AmB estables en la interfase aire-agua. En todos los ensayos se obtuvieron isotermas desde

la fase gaseosa hasta la fase ĺıquido condensado (LC).

En este ensayo se aumentó la cantidad de moléculas de AmB, sembrando diferentes

volúmenes de la solución stock de AmB (MeOH:CCl3H; 2:1) en la interfase. Se deposita-

ron 7, 3 × 1015; 8, 37 × 1015; 1, 04 × 1016; 1, 25 × 1016 y 1, 36 × 1016 moléculas y se realizó

la compresión. Las isotermas se muestran en la Figura 4-5. La forma de la isoterma de

compresión de AmB es similar a las isotermas informadas por otros autores233–235 y se iden-

tifican tres regiones: una por debajo de 10 mN/m donde la monocapa estaba en un estado

ĺıquido-expandido (LE) con módulo de compresión de 60 mN/m; la segunda región identi-

ficada como una transición de fase liquida expandida a liquida condensada LE-LC, que se

observa a una presión superficial entre 10 y 20 mN/m; y por último la tercera región donde

la presión superficie aumentó rápidamente con la disminución del área232,233,236la fase ĺıquida

condensada (LC).

Los resultados obtenidos de las isotermas de compresión muestran cambios en el área

molecular; espećıficamente, en la fase de LE y la transición de LE-LC con el aumento de la

cantidad de moléculas sembradas. El valor del área aumentó cuando se teńıa una concentra-

ción de hasta 1, 25× 1016 moléculas y a partir de esta concentración el área disminuyó con

el aumento del número de moléculas depositadas en la interfase.

Los módulos de compresión de las isotermas de la Figura 4-5 se muestran en la figura

4-6.

Los valores del módulo de compresión correspondientes a la fase de LE son muy similares,

manteniéndose el mismo perfil de la isoterma para las diferentes concentraciones moleculares.

La disminución del área molecular con el aumento de la cantidad de moléculas depositadas
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Figura 4-5.: Isotermas de compresion de AmB a diferentes concentraciones en una subafse

de NaCl 145 mM y 20 ◦C.

podŕıa ser ocasionada por la expulsión de moléculas hacia la subfase como consecuencia

de una saturación de la monocapa. Las moléculas de AmB , en el estado expandido son

más estables ya que están fuertemente ancladas a la interfase por enlaces hidrógeno con las

moléculas de agua. En la posición vertical, la interacción de la AmB con el agua se reduce

considerablemente y la parte de la molécula dirigida al aire tiene mayor movilidad lo que

podŕıa ocasionar la liberación hacia la subfase.

A fin de determinar la temperatura de trabajo se estudiaron las isotermas a 20 y 25◦C. Las

isotermas muestran un aumento en el área y en la presión de superficie durante la compresión

cuando se aumenta la temperatura (Figura 4-7). Los ensayos realizados a 25 ◦C mostraron

que las isotermas de compresión de AmB son menos reproducibles que a 20◦C. Razón por la

cual se continúo trabajando a 20◦C.
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Figura 4-6.: Módulo de compresión de AmB a diferentes concentraciones A) 7, 3× 1015, B)

8, 37× 1015, C) 1, 04× 1016 , D) 1, 25× 1016 y E) 1, 36× 1016 moléculas y en

una subafse de NaCl 145 mM y 20 ◦C

.
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Diversos autores consideran,229,235 que el aumento de la temperatura en la subfase provo-

caŕıa un incremento del área que ocupan las moléculas esparcidas en la interfase aire-agua

generadas por el aumento de la vibración de las cadenas apolares de las moléculas (dis-

minución de la interacción hidrofóbica entre las cadenas apolares). J Miñones describe un

comportamiento diferente de la anfotericina en monocapas. Cuando las moléculas de AmB se

encuentran en una interfase aire-agua y se aumenta la temperatura, el área ocupada por las

moléculas de AmB en la superficie y la presión disminuyen en el intervalo de la fase gaseosa

hasta la transición de fase LE-LC.233,235 en contraposición a nuestros resultados. (Figura.

4-7.)

Figura 4-7.: Isotermas de compresión de AmB de concentración 1, 04 × 1016 moléculas en

una subfase de NaCL(145mM) 20 y 25◦C.

Por las anteriores razones, en nuestro trabajo tomamos como condiciones para el desarrollo

de los ensayos de monocapas de AmB una concentración de 1, 04× 1016 moléculas máxima

y a una temperatura de 20◦C.
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4.4.2. Formación de monocapas de AmB y mezcla de

βCD-C16:AmB (0,62:0,38)

Las isotermas obtenidas de AmB mostraron, durante su compresión, los estados ĺıquido-

expandido (LE), región de transición LE + ĺıquido condensado (LC) y ĺıquido condensado

(LC)233 (Figura 4-8).

En la isoterma de compresión de AmB se observan cuatros regiones, la primera se esta-

bleció en un intervalo de presiones de 0 mN/m hasta 2 mN/m, luego aumenta levemente

la presión y se inicia la región LE, ésta se estableció partir del área de 190,2 Å2/molécula.

Posteriormente, se observó un plateau que corresponde a una región de transición de fases

LE -LC que es atribuida a un cambio en la orientación de las moléculas de AmB de una

manera horizontal a una posición vertical y a una desorción de las moléculas en la subfase,237

y por último el estado LC se encuentra a partir del área de 25 Å2/molécula. Esta isoterma

de compresión es similar a las isotermas informadas en diferentes trabajos.183

La compresión de la monocapa de AmB muestra las fases de LE y LC representado por dos

áreas medias moleculares espećıficas de 194 Å2y 37 Å2(Figura 4-8). Estas áreas espećıficas

corresponden a diferentes disposiciones moleculares de AmB. Los grupos polares (grupos

hidroxilos y el grupo carbonilo) de la AmB se ubican de tal forma que interactúan con

la subfase, esta disposición de la molécula se observa a valores de presión superficial baja

(Area 194 Å2). La orientación de la molécula de AmB en áreas de 37 Å2, corresponde a la

interacción de la interfase con la micosamida (azúcar de AmB)165,183 y el grupo carbonilo.

La monocapa obtenida es similar a la descrita por diversos autores165,183,236 en el cual la

parte polar de la AmB se encuentra en contacto con la interfase (forma horizontal) ocupando

un área con un valor de aproximadamente 180-194 Å2, y 35-40 Å2 cuando la molécula de AmB

esta perpendicular a la interfase aire-agua. Otra caracteŕıstica es que si se comprime hasta

el ĺımite, el área determinada en la isoterma de compresión es menor, más pequeña que la

sección transversal mı́nima de molécula de AmB, lo que estaŕıa indicando que existe desorción

a la subfase,236,238o bien algún tipo de ordenamiento entre las moléculas que maximizan su

organización, como se conoce para gangliósidos y βCD-C16.141,183

En conclusión, la compresión de AmB es un proceso de dos fases representado por dos
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Figura 4-8.: Orientación de las moléculas de AmB en la interfase aire agua en función de

presión de superficie.

distintos fragmentos lineales que muestran una transición entre las áreas moleculares de

180-190 Å2 y 37 Å2. Estas áreas espećıficas de AmB corresponden a arreglos moleculares

diferentes. Cuando la isoterma de AmB se encuentra a presiones altas (se encuentra en

forma vertical, el azúcar está anclado en la subfase) tiene valores cercanos de la sección

transversal teórica de AmB que ocupará un área de 42Å2.183

En la Figura 4-9 se muestra la isoterma de compresión de la mezcla βCD-C16:AmB en

la fracción molar 0,62:0,38.

La isoterma de compresión de la mezcla βCD-C16:AmB muestra un aumento del área mo-

lecular a altas presiones comparado con la isoterma caracteŕıstica de la βCD-C16. También

se muestra que la isoterma de la mezcla tiene una transición de LE-LC menor comparada

con la isoterma de AmB.

La monocapa de la mezcla βCD-C16:AmB (0,62:0,38) tiene un comportamiento superfi-

cial compatible con el ideal; la mezcla muestra un empaquetamiento molecular que confirma

la regla de aditividad. Lo expresado anteriormente se confirma en la Figura 4-9 en donde se
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Figura 4-9.: Isotermas de compresión de βCD-C16, AmB Y βCD-C16:AmB en NaCl

(145mM) y 20◦C.

comparan la isoterma experimental e ideal obtenidas para la mezcla de βCD-C16: AmB en

fracciones molares 0,62:0,38. La isoterma ideal se obtuvo de acuerdo a la ecuación 2.2 .

4.4.3. Microscoṕıa de ángulo Brewster (BAM) de monocapas de

AmB y βCD-C16:AmB

La microscopia de Angulo de Brewster (BAM) fue utilizada para conocer la topograf́ıa y

textura en una interfase de la mezcla de βCD-C16:AmB en fracciones molares 0,62:0,38, aśı

como también de los componentes puros. Con estos estudios se pudo determinar si la mezcla

presenta la formación de dominios, segregación de los componentes, o conduce a la formación

de una superficie homogénea como consecuencia de la compresión de la monocapas. Las

monocapas fueron obtenidas al esparcir una solución que contiene AmB o mezclas βCD-

C16:AmB. Los experimentos se realizaron utilizando una subfase de NaCl 145 mM y se

muestran en las Figuras 4-10.

La Figura 4-10, muestra la existencia de pequeños dominios, rodeados de zonas oscuras

(subfase) en la fase gaseosa a presiones de 0 mN/m. Al iniciar la compresión de la monocapa
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(1 mN/m - 10 mN/m), los dominios aumentan de tamaño y disminuyen las regiones oscuras.

Al inicio de la transición LE-LC (10 mN/m – 20 mN/m), aumentó la reflectividad y desapa-

recieron las zonas oscuras, formando agregados de mayor tamaño con estructuras definidas.

El aumento de la compresión de la monocapa de AmB género una mayor reflectividad no

pudiéndose identificar ninguna estructura definida.

El cambio de posición de las moléculas de AmB de horizontal a la posición vertical cuando

las moléculas están en el estado ĺıquido condensado, es confirmado por el aumento de la

reflectividad que AmB en el intervalo 10 mN/m – 20 mN/m.239

Figura 4-10.: Imágenes BAM de la monocapa de Anfotericina B tomadas durante la com-

presión. La escala es equivalente a 30 µm.

En la monocapa formada por la mezcla de βCD-C16:AmB (0,62:0,38) (Figura 4-11) se

presentan la formación de pequeños agregados, poca reflectividad en la fase gaseosa. La

compresión de la monocapa en la transición de fase LE-LC (10 mN/m –20 mN/m) genera

el aumento exiguo de reflectividad y no se exhibe inhomogeneidades, lo que indicaŕıa que

βCD-C16 inhibe la interacción entre las moléculas de la AmB a presiones de 20 mN/m

(cuando la isoterma nos indica el fin de la transición LE-LC).
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Figura 4-11.: Imágenes BAM de la monocapa de la mezcla βCD-CD-C16: AmB (0,62:0,38)

tomadas durante la compresión. Subfase NaCl 145mM. La escala es equiva-

lente a 30µm.

4.4.4. Espectroscoṕıa UV-Visible de reflexión de monocapas de AmB

y βCD-C16: AmB (0,68:38)

Los espectros UV-Vis de AmB disuelta en metanol, muestran cuatro señales caracteŕısti-

cas, siendo la señal de mayor adsorción la de 405 nm. Este espectro corresponde a la forma

monomérica de la molécula de AmB.

Los espectros de reflexión (∆R) de la monocapa de AmB en una subfase de NaCl 145 mM,

fueron adquiridos a diferentes presiones de superficie (tabla 4-1), además, fueron normaliza-

dos de acuerdo con la ecuación 4-1 (Figura 4-12). El valor adimensional de ∆Rn representa

el espectro de reflexión normalizado por el área ocupada por la molécula.121 A partir de la

isoterma de la AmB y de la mezcla de βCD-C16:AmB obtenida anteriormente se determi-

naron en qué áreas y presiones (Tabla 4-2) se tomaron los espectros (Figura 4-12 y Figura

4-13).

∆Rn = ∆R× A (4-1)

Las soluciones de AmB esparcidas en una interfase de NaCl 145 mM, a un área de 230

Å2 y a una presión de π=0 mN/m (fase gaseosa) mostraron un perfil similar al del estado
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Tabla 4-1.: Presiones asignadas para la toma de los espectros UV-Vis de reflexión para

AmB

Presiones mN/m AmB nm2/molécula

0 2,5

1 2

3 1,8

5 1,51

10 0,9

15 0,7

20 0,51

25 0,3

monomérico, observándose la señal de mayor absorción en 412 nm, otra señal a 389 nm y

por último una señal a 370 nm.87,230,240 (Figura 4-12B).

Por otra parte, a presiones de 1–15 mN/m, durante la compresión no aparece ninguna

banda nueva en los espectros normalizados, se observa una reducción de la intensidad de las

bandas iniciales.

Como se ha indicado anteriormente, la AmB en solución metanólica presenta una señal

de mayor adsorción a 405 nm y su forma asociada tiene una señal caracteŕıstica de 350 nm,

(especialmente d́ımeros).183,240 En la Figura 4-12 se observa que a presiones de superficie

altas (>20 mN/m) ∆Rn tiene una reducción en la absorbancia de las bandas originales entre

420-360 nm y la aparición de una nueva banda a 350 nm caracteŕıstica de agregados de AmB.

De acuerdo a lo descrito en la literatura y basándonos en la teoŕıa del exiton, este espectro es

caracteŕıstico de la formación de estructuras moleculares agregadas de tipo H, en los cuales

los momentos dipolares de transición de las moléculas están orientados en paralelo y fuera

del plano del agregado.227

El espectro UV-Vis de reflexión de la mezcla βCD-C16:AmB (0,62:0,38) Figura4-13b,

se normalizó (ecuacion 4-1 ), mostrando que al aumentar la presión desde 0 N/m hasta
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Tabla 4-2.: Presiones asignadas para la toma de los espectros UV-Vis de reflexión para la

mezcla βCD-C16:AmB (0,68:0,32).

Presiones mN/m βCD-C16:AmB nm2/molécula

0 1,56

10 0,97

15 0,72

20 0,52

25 0,44

Figura 4-12.: A)Espectro UV-Vis de reflexión de la monocapa de la AmB y B) Espectro

normalizado en una subfase 145 mM de NaCl, 25◦C.

15 mN/m. La forma de este espectro de reflexión es casi coincidente con el de la especie

monomerica de AmB.

A presiones superiores a los 15 mN/m, la monocapa mixta de βCD-C16:AmB muestra

también la forma agregada del fármaco . estos resultados muestran un perfil similar en cuanto

al estado de agregación de AmB que el observado para AmB cuando está sola en interfase.
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Figura 4-13.: Espectros de reflexión UV-Vis de monocapas de la mezcla de βCD-C16:AmB

(0,62:0,38 ) y B) Espectro normalizado en una subfase 145 mM de NaCl, 25◦C.

4.4.5. Adsorción de AmB en la interfase aire-agua y en una interfase

de POPC

La AmB muestra una estructura anfif́ılica la cual le permite adsorberse en una interfase

aire-agua,230 este fenómeno se evidenció tras la inyección de diferentes cantidades de AmB

en una subfase acuosa de NaCl 145 mM, y tiene como resultado el aumento en la presión de

la superficie. Se utilizaron concentraciones de AmB en DMSO superiores a la concentración

de agregación cŕıtica CAC de AmB (0,5 a 1 µg/mL).80,95

En este ensayo se observó la penetración de las moléculas de AmB en la interfase agua-

aire, el valor de equilibrio se alcanzó después de aproximadamente 2 h, como se muestra en la

Figura 4-14. La presión superficial de equilibrio fue 12-14 mN/m. Los resultados obtenidos

presentan perfiles similares con lo reportado por algunos autores.86,237

Con el objetivo de conocer cuál es la tendencia de AmB para penetrar en biomembranas

se realizaron ensayos de adsorción a una monocapa preformada de POPC, la cual estaba

empaquetada a diferentes presiones de superficie. La monocapa de POPC se extendió en la

interfase a presiones de superficie de 5, 10, 20 y 30 mN/m. Luego de estabilizada la monocapa

de POPC, se incorporo AmB en la subfase en una concentración final de 39 µg /mL. Los

resultados se muestran en la gráfica 4-14.

La presión de 30 mN/m en particular corresponde a una monocapa de POPC altamente
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Figura 4-14.: Curva de adsorción de AmB en la interfase aire-agua(−) y penetración de

AmB en monocapas de POPC a diferentes presiones :5 mN/m (−), 10 mN/m

(−), 20 mN/m (−), 30 mN / m (−). Subfase NaCl 45mM, B) ∆π generada

por la penetración de AmB en la monocapas de POPC.

empaquetado, que tiene un alto ordenamiento molecular (Esta presión de 30mN/m se pro-

pone que tiene una organización similar a la que poseen los ĺıpidos en una bicapa). A esta

presión inicial de POPC, la AmB no produce cambios en la presión de superficie indicando

que no es capaz de insertarse o penetrar una monocapa densamente empaquetada.

La gráfica de cut off mostrada en la Figura 4-14 B permitió determinar la máxima presión

de superficie a la cual AmB podŕıa penetrar una monocapa de POPC. Este valor oscila entre

23 ± 1 mN/m, el cual es menor a 30 mN/m, mostrando la dificultad que tiene AmB de

penetrar una bicapa densamente organizada.152

Las imágenes adquiridas por BAM, para los film formados por la adsorción de moléculas

de AmB en una interfase limpia (Figura 4-15), muestra una topograf́ıa bastante similar a

las imágenes de AmB cuando se encuentra en una monocapa de Langmuir en la interfase

agua-aire.86 El ∆π confirma la adsorción de la AmB y que es corroborado por el aumento

de la reflectividad al pasar el tiempo. Cuando se alcanza la estabilidad de la monocapa,

las imágenes muestran una superficie heterogénea indicando que la altura de la monocapa
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no es constante, observando en ciertos lugares una fase condensada que genera una mayor

reflectancia (dominios brillantes).

Figura 4-15.: Imágenes BAM de adsorción de AmB en una interfase aire-agua. La escala

es equivalente a 30 µm la imagen 13 mN/m se tomó con 60 % de ganancia a

fin de evitar la alta reflectividad del film.

4.4.6. Adsorción de agregados auto-ensamblados de βCD-C16:AmB

en la interfase agua-aire y en una interfase de POPC

A fin de conocer la capacidad que tienen los agregados auto-ensamblados de βCD-

C16:AmB para interaccionar con un modelo de biomenbrana se estudió la penetración de

ellos en monocapas de POPC empaquetadas a diferentes presiones superficiales.

Los agregados auto-ensamblados de βCD-C16:AmB (0,62:38) forman peĺıculas de Gibbs

estables que alcanzan valores de presión superficial entre 27 ± 2 mN/m, y presentan cinéticas

de adsorción diferentes que la AmB sola o βCD-C16. La Figura 2-20 muestra la isoterma de

adsorción de βCD-C16 la cual presenta la presión de equilibrio de 33 mN/m. Estos resultados

indican que los agregados de βCD-C16:AmB producen un menor incremento en la presión

que el que se produce con βCD-C16 pura y un mayor incremento en la presión que el

ocasionado por AmB.

La penetración del agregado auto-ensamblado de βCD-C16:AmB en monocapas compues-

tas por POPC se ilustra en la Figura 4-16. Los experimentos se llevaron a cabo siguiendo

el mismo procedimiento que se aplicó para la penetración de AmB sola. El tiempo que

requirió para que la presión se estabilizara es mı́nimo, cuando tenemos monocapas alta-

mente empaquetadas (π0 30mN/m), y de mayor tiempo para cuando tenemos el agregado
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Figura 4-16.: Curvas de adsorción de agregados de βCD-C16:AmB en una interfase ai-

re/NaCl 145 mM (−) y penetración de βCD-C16:AmB en monocapas de

POPC empaquetadas a diferentes presión superficial: 5 mN / m (−), 10 mn

/ m (−), 20 mn / m (−), 30 mN/m (−). B) Cut off de βCD-C16:AmB en

una interfase de POPC.

autoensamblado βCD-C16:AmB incorporándose a una interfase limpia. En los ensayos de

penetración o de monocapas preformadas de POPC (5, 10, 15, 20 30 mN/m) los agregados

auto-ensamblado βCD-C16:AmB tienen la capacidad de penetrar esta interfase liṕıdica, lo

cual es observado por la sobrepresión alcanzada en todos los ensayos (Figura 4-16)

En el diagrama de cut off (∆π vs π0POPC) que se muestra en la Figura 4-16B se observa

el máximo de π al cual los agregados de βCD-C16: AmB podŕıan penetrar una monocapa

de POPC. El punto de corte se encuentra en un intervalo de 49 ± 1 mN/m. A diferencia

de la moléculas de AmB sola, el agregado autoensamblado βCD-C16:AmB puede penetrar

el modelo de biomembranas altamente empaquetado. El anterior valor de presión superficial

es mayor al asignado a las membranas formadas por bicapas que se encuentra entre 30-35

mN/m indicando que el agregado tendŕıa la posibilidad de penetrar bicapas. También se

puede observar que el valor de cut off mostrado por los agregados βCD-C16:AmB es similar

al de βCD-C16 cuando está sola. Este resultado posiblemente indica que la ciclodextrina

anfif́ılica es quien mayormente gúıa o facilita la penetración en la monocapa de POPC. Sin

embargo, tal como se muestra más adelante, AmB también penetra la monocapa junto a
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βCD-C16. Esto fue confirmado cuantificando la AmB presente en la interfase.

La topograf́ıa fue determinada por BAM para los agregados auto ensamblado de βCD-

C16:AmB adsorbidos en una interfase de NaCl 145 mM. En la interfase se muestran estruc-

turas ramificadas que cambian a núcleos al aumentar la densidad molecular con el tiempo.

La estructura formada por el agregado autoensamblado de βCD-C16:AmB es diferente al

que presenta la βCD-C16 el cual formaba estructuras tipo hilo (Figura 2-34).

Figura 4-17.: Imágenes BAM de adsorción del agregado βCD-C16: AmB en una interfase

aire-agua. La escala es equivalente a 30 µm

Las imágenes adquiridas por BAM de la Figura 4-18 muestran la topograf́ıa de la mo-

nocapa formada por la penetración de los agregados autoensamblado de βCD-C16:AmB en

una monocapa preformada POPC, las imágenes son similares a las imágenes de monoca-

pa de Langmuir formada por la βCD-C16:POPC (Figura 2-36). Se observan aparición de

conglomerados birrefringente después de la adición de los agregados auto-ensamblados de

βCD-C16:AmB en la subfase, en la cual la monocapa preformada de POPC (zonas oscuras)

coexisten con una dominios brillantes de la formulación βCD-C16:AmB. Estos resultados

confirman la capacidad de los agregados auto-ensamblados βCD-C16:AmB de penetrar mo-

nocapas altamente empaquetadas.

Figura 4-18.: Penetración del agregado auto ensamblado de βCD-C16: AmB en una mo-

nocapa de POPC altamente empaquetada (30mn/m)

Los ensayos de penetración de monocapas altamente empaquetadas de POPC con AmB



4.4 Resultados y discusión 169

Tabla 4-3.: Cuantificación de AmB en interfase limpia y en una monocapa de POPC, los

datos obtenidos son por dupliacado.

Adsorción y penetracion de AmB

en interfase de POPC

Adsorción y penetración

de los agregados de βCD-C16:AmB

Presión de

POPC

mN/m

Concentración de AmB

(µg/cm2) en interfase

Porcentaje de AmB

en interfase

Concentración

AmB (µg/cm2 )

en interfase

Porcentaje de

AmB en interfase

0a 3,00±0,5 100 0,64±0,5 100

5 0,17±0,03 5,7 0,45±0,04 70

10 0,07±0,03 2,5 0,38±0,08 60

20 ——- ——- 0,20±0,03 30

30 ——- ——- 0,14±0,05 21

35 ——- ——- 0,11±0,05 16

a Interfase agua-aire sin POPC.

sola, se realizaron inyectando concentraciones de 0,038 mg/mL de AmB disuelto en DMSO.

Esto es debido a que en los ensayos de control se determinó que el volumen máximo del

solvente (este caso DMSO) que se pudo inyectar en la subfase sin perturbar la presión de

superficie fue de 21 µL. Por el contrario, para los ensayos de los agregados βCD-C16: AmB

en agua se agrego un máximo de 100 µL con una concentración final de 0,009 mg/mL de

AmB. Las diferencias de concentración en los dos ensayos hacen más evidente la capacidad

de penetración de la formulación βCD-C16: AmB (0,68:0,32) que con una concentración 4

veces menor presenta la capacidad de penetrar monocapas altamente empaquetadas con un

∆π de 10 mN/m.

Para identificar la cantidad de AmB, que penetró la monocapa de POPC, se realizó el

ensayo de transferencia de la monocapa a una nueva interfase. Se analizaron las monocapas

luego de la penetración monocapas preformadas de POPC a 5, 10, 20 y 35 mN/m (Figura

4-14). Después de la transferencia de la monocapa formada AmB se toma todo el volumen

de la sección de la cuba, se liofilizó y se resuspendio en metanol para su cuantificación por

medio de espectroscopia UV-Vis.

Los resultados de la Tabla 4-9 muestran que la incorporación de la AmB a una interfase
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limpia y la penetración a monocapas de POPC se vuelve menos eficiente, mientras que

cuando AmB está en el sistema βCD-C16:AmB puede penetrar en monocapas altamente

empaquetadas.

Estos resultados son similares a los obtenidos por J Miñones,94 quien determinó que la

adsorción de AmB no solo se depende del empaquetamiento de la monocapa preformada,

sino también de las interacciones de las moléculas de la monocapa con las del fármaco las

cuales limitan la penetración del fármaco. Por lo tanto, es posible concluir que el sistema

de transporte de AmB en la solución acuosa es un factor importante que influye en la

penetración de AmB hacia la monocapa de POPC altamente empaquetada.

4.5. Conclusiones

La AmB forma peĺıculas de Langmuir estables sobre una subfase de NaCl, además, el

comportamiento de la peĺıcula depende de la concentración, temperatura y subfase utilizada.

La mezcla de AmB y βCD-C16 mostró interacciones en monocapas de Langmuir a bajas

presiones de superficie, dando como resultado que a presiones de hasta 15 mN/m no existe

la formación de agregados de AmB en la interfase tal como se observa en la monocapa sola

de AmB . Después de 20 mN/m la tendencia cambia, se observan cambios en el espectro y

por ende la formación de agregados de AmB.

Las imágenes BAM obtenidas en la mezcla βCD-C16:AmB (0,62:0,38) muestran la exis-

tencia de dominios y las formaciones no aumentan de tamaño durante la compresión hasta

(20 mN/m), mientras que las imágenes de las monocapas de AmB mostraron un aumento de

la reflectividad durante la compresión indicando que la βCD-C16 en la mezcla no permite

la formación de agregados de mayor tamaño.

Los agregados auto-ensamblados de βCD-C16:AmB se absorben eficientemente en una

interfase limpia. También fueron capaces de penetrar en una biomembrana altamente em-

paquetada. A diferencia, la AmB fue incapaz de penetrar en una biomembrana altamente

empaquetada. Estos resultados son promisorios para la potencial utilización de βCD-C16 en

el control de la translocación de otras moléculas a través de membranas liṕıdicas.

.
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En el presente trabajo de Tesis se estudiaron las propiedades de las ciclodextrinas anfifi-

licas al interactuar con interfases liṕıdicas y como medio de transporte de fármacos hidrófo-

bicos.

Se determino la capacidad de βCD-C16 de interactuar con un modelo de biomembrana,

utilizando el fosfoĺıpido POPC (1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina).

La βCD-C16 presenta la capacidad de formar monocapas estables en una interfase agua-

aire. Adicionalmente las monocapas de Langmuir de βCD-C16: POPC, con diferente com-

posición, muestran inmiscibilidad de sus componentes y expansión del área con respecto al

comportamiento ideal.

La βCD-C16 inmersa en una matriz de fosfoĺıpido (POPC), está impedida para formar

eficientemente la red de puentes de hidrógeno entre los OH de las ciclodextrinas vecinas. Lo

anterior es confirmado por la ausencia de histéresis.

La βCD-C16 tiene una gran tendencia a auto-organizarse en ensamblados ordenados cuan-

do se le ofrece la posibilidad de adsorberse a una interfase limpia o una interfase liṕıdica

tal como POPC. También presenta agregados estables en medios acuosos y con la capaci-

dad de incorporar AmB hasta un máximo en concentración 1,5 mg/mL (dosis terapéutica).

Los agregados de βCD-C16:AmB se pueden liofilizar, reconstituir e incubarse a diferentes

temperaturas sin que se genere degradación del agregado ni de sus constituyentes.

Los agregados obtenidos de βCD-C16:AmB inhiben el crecimiento de Cándida albicans.

Además, el auto-ensamblado de las formulaciones y sus excipientes no generan hemólisis,

mientras que las formulaciones comerciales si la producen . El perfil de inhibición en el

crecimiento de C. albicans de Anfostat es similar al obtenido en las formulaciones de βCD-

C16:AmB presentadas en la presente tesis. Por ello, la formulación de βCD-C16:AmB pre-

senta mejores caracteŕısticas que los productos comerciales como el Anfostat.

Se determino el comportamiento de la AmB y de la mezcla de βCD-C16:AmB en mono-

capas de Langmuir . La estabilidad de la monocapa de AmB es determinada por la concen-

tración, temperatura y subfase utilizada. La mezcla de βCD-C16:AmB formó monocapas

estables presentando interacciones a bajas presiones de superficie, presentando caracteŕısti-

cas espectrales de la especie monomerica, a presiones altas la tendencia en los espectros
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UV-Vis de reflexión cambia demostrando la formación de agregados de AmB.

Los agregados auto-ensamblados de βCD-C16:AmB muestran absorción en una interfase

agua-aire. Los mismos también presentan la capacidad de penetrar en una biomembrana alta-

mente empaquetada. Por el contrario, la AmB fue incapaz de penetrar en una biomembrana

empaquetada de POPC.

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis son promisorios para futuras investiga-

ciones, ya que proveen información valiosa aportando con ellos nuevos conocimientos, que

podŕıan posteriormente ser utilizados en relación al estudió de las propiedades de βCD-C16

en el control de la translocación de otras moléculas a través de membranas liṕıdicas.



A. Anexo

A.1. Śıntesis y caracterizaćıon de βCD-C16

La obtención de la βCD-C16 se desarrolla en 2 etapas la primera es la śıntesis y purificación

del anh́ıdrido 2-hexadecenilsucćınico y la segunda es la esterificación de la β-ciclodextrina

con el anh́ıdrido y su posterior purificación.

Obtención del anh́ıdrido 2-hexadecenilsucćınico

En un reactor de acero se agregó 2,672 g (27 mmol) de anh́ıdrido maleico, 11,63 g (52

mmol) de 1-hexadeceno y 50 mg de hidroquinona, dejándose reaccionar por 24 horas a una

temperatura de 180 oC. Transcurrido este tiempo se deja enfriar hasta temperatura ambiente.

Posteriormente se agregaron 40 mL de η-hexano, se dejó decantar por una hora y se filtró

en papel. La reacción se muestra en la Figura A-1

Figura A-1.: Obtención de anh́ıdrido 2-hexadecenilsucćınico.

El ĺıquido filtrado, que presenta una coloración marrón, fue destilado a presión reducida

para la separación del remanente de los reactivos empleando un microdestilador Büchi a una

temperatura de 270 oC. El producto fue caracterizado por espectroscopia FT-IR y RMN.

Los espectros se muestran en las FigurasA-2 y A-3
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Tabla A-1.: Señales de anh́ıdrido 2-hexadecenilsucćınicoobtenidos por FT-IR.

Numero de onda (cm-1) Grupo funcional

2923, 2853 CH2

1863, 1785 Carbonilo anh́ıdrido

1466 CH2, CH3

919 C=C

Figura A-2.: Espectro FT-IR de anh́ıdrido 2-hexadecenilsucćınico.

La figura A-3 se muestra el espectro 1H RMN de anh́ıdrido 2-hexadecenilsucćınico. La

alta reactividad del anh́ıdrido 2-hexadecenilsucćınico hace que se convierta fácilmente en

ácido 2-hexadecenilsucćınico. Para recuperar el anh́ıdrido 2-hexadecenilsucćınico desde el

acido, se hizo reaccionar el ácido 2-hexadecenilsuccinico con anh́ıdrido acético en un balón

de 2 bocas. Para ello se agregaron 1 g de la mezcla del ácido 2-hexadecenilsucćınico y 3 mL

de anh́ıdrido acético y se puso a reflujo durante 1 una hora. Posteriormente la mezcla alcanza

temperatura ambiente, se le agregan 10 mL de η-hexano y se filtra por medio de papel. Por

ultimo se destila con un microdestilador Büchi a presión reducida y se obtiene el anh́ıdrido

2-hexadecenilsucćınico que se verifica por FT-IR. En la Figura A-4 se muestra el espectro
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Figura A-3.: Espectro 1H RMN de anh́ıdrido 2-hexadecenilsucćınico. δ +H (400,13 MHz,

CDCl3): 0,82 (t, 3H), 1,21 (s, 10H), 2 (m, H), 2,5 (m, H), 2,7 (m, 2H), 3,0 (m,

2H) 3,18 ( 1H), 5,29 (m, H), 5,60 (m, H).

del anh́ıdrido y se le compara con el ácido 2-hexadecenilsucćınico.

Obtención de la ciclodextrina anfifilica (βCD-C16)

Previo a la śıntesis de la βCD−C16 se debe secar (anhidrar) a βCD. Para ello se utilizó un

equipo que trabaja a presión reducida a una temperatura de 110oC durante 4 horas. Luego

se tomaron 951 mg (0,83 mmol) de βCD anhida y se agregaron en un balón de dos bocas

que conteńıa 30 mL de piridina anhidra. La mezcla se agitó por 2 horas a una temperatura

de 90oC hasta encontrar una suspensión de coloración blanca.

Al término de las dos horas de agitación y por medio de un embudo de compensación

se agregaron gota a gota 265 mg (0,83mmol) de anh́ıdrido 2-hexadecenilsucćınico disuelto

en 10 mL de piridina anhidra y luego de dos horas a partir de la última gota de piridina /

anh́ıdrido 2 hexadecenilsucćınico se dejó reaccionar por 12 horas a una temperatura de 90

oC.

Después de haber transcurrido las 12 horas de reacción se dejó que la solución llegue a

temperatura ambiente y se agregaron 5 mL de agua. Para eliminar el solvente se utilizó un

evaporador rotatorio quedando un sólido blanquecino.

El sólido obtenido (1,2 g) es lavado en un equipo de soxhlet con 150 mL de acetona por
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Figura A-4.: Comparación de los espectros de FT-IR del anh́ıdrido (- - -) ácido(-)2-

hexadecenilsucćınico

8 horas y luego fue secado en una bomba de vació por 3 horas. El sólido de color blanco,

posteriormente se disuelve en 50 mL de una solución acuosa pH 9 (NaOH) que contribuye a la

eliminación de βCD nativa (cuya disolución en medio acuoso alcalino se ve favorecida). Luego

se llevó a pH 3.5 agregando 1 mL de HCl 2N, y dejó decantar por 12 horas en la heladera

a 40C. Por último se obtiene la ciclodextrina modificada separando el sólido por medio de

centrifugación a 7500 rpm por 10 minutos. Este procedimiento se repite hasta observar la

ausencia de βCD mediante el análisis de RMN. Finalmente la muestra es liofilizada por 24

horas.

A.2. Caracterización de βCD-C16 por RMN

En la Figura A-5 se presenta el espectro de 1H RMN obtenido para βCD-C16 aśı como

la asignación de las señales y en la Figura A-6 el espectro de 13C RMN
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Figura A-5.: 1H RMN de βCD-C16 en DMSO.

Figura A-6.: 13C RMN de βCD-C16 en DMSO
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El grado de sustitución de βCD-C16 se determinó a partir de la relación de las integrales

obtenidas para los protones anoméricos (4,82 ppm) y del metilo (0;89 ppm) de la cadena

hidrocarbonada. Para ello, a la señal dada por los protones anoméricos se le asigna un valor

de 7 (que corresponde a los protones anoméricos presentes en las 7 glucosas que correspon-

den a βCD-C16 nativa). Si el grado de sustitución de βCD-C16 por parte del anhidrido 2

hexadesenilsuccinico es igual a 1 se debe esperar la presencia de un único grupo metilo en

βCD-C16 y una integral para el metilo cuyo valor sea de 3 (que responden a tres hidrógenos).

En la śıntesis realizada de βCD-C16 el valor de la integral para el grupo metilo arrojo un

valor de 4,82, indicando que el grado de sustitución promedio de βCD-C16 es igual a 1,60.
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vis reflection spectroscopy for determining the organization of viologen and viologen

tetracyanoquinodimethanide monolayers. Journal of Physical Chemistry B, 110:963–

970, 2006.
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cyclodextrins. European Biophysics Journal, 36:861–867, 2007.

[141] Raquel V Vico, Rita H de Rossi, and Bruno Maggio. PM-IRRAS assessment of

the compression-mediated orientation of the nanocavity of a monoacylated beta-

cyclodextrin in monolayers at the air-water interface. Langmuir , 26:8407–13, 2010.

[142] Pierre Tchorelo , Marie Martine Boissonnade, Anthony W. Coleman and Adan Baszkin

Amphiphilic Monolayers of Insoluble Cyclodextrins at the Water / Air Interface .

Surface Pressure and Surface Potential Studies. Langmuir, 11:191–196, 1995.

[143] Bart Jan Ravoo and Darcy Raphael. Cyclodextrin Bilayer Vesicles. Chemical Com-

munications, 39:4324–4326, 2000.



Bibliograf́ıa 197

[144] John Pinzon B, Bruno Maggio, Rita H De Rossi, and Raquel V Vico. Cavity Orienta-

tion Regulated by Mixture Composition and Clustering of Amphiphilic Cyclodextrins

in Phospholipid Monolayers. Physical Chemistry B, 121:4482–4491, 2017.

[145] John Willis, Yemm EW. The estimation of carbohydrates in plant extracts by anthrone.

Biochemical Journal, 57:508–514, 1954.

[146] Ro W Bailey. The Reaction of Pentoses with Anthrone. 68:669–672, 1957.

[147] George L Gaines Jr. Thermodynamic relationships for mixed insoluble monolayers.

Journal of Colloid and Interface Science, 21:315—-319, 1966.

[148] Shaukat Ali, Janice M Smaby, Howard L Brockman, and Rhoderick E Brown. Cho-

lesterol ’ s Interfacial Interactions with Galactosylceramidest. Society, 33:2900–2906,

1994.

[149] Fernando Dupuy and Bruno Maggio. The hydrophobic mismatch determines the misci-

bility of ceramides in lipid monolayers. Chemistry and Physics of Lipids, 165:615–629,

2012.

[150] Jayasree Nath, Ranendu Kumar Nath, West Bengal, and Syed Arshad Husain. Mo-

nolayer characteristics of chitosan assembled in langmuir films mixed with arachidic

acid. Surface Review and Letters, 21:1–8, 2014.

[151] Bruno Maggio. Favorable and unfavorable lateral interactions of ceramide, neutral

glycosphingolipids and gangliosides in mixed monolayers. Chemistry and Physics of

Lipids, 132:209–224, 2004.

[152] D. Vollhardt and V. B. Fainerman. Penetration of dissolved amphiphiles into two-

dimensional aggregating lipid monolayers. Advances in Colloid and Interface Science,

86:103–151, 2000.

[153] D. Vollhardt. Brewster angle microscopy: A preferential method for mesoscopic cha-

racterization of monolayers at the air/water interface. Current Opinion in Colloid and

Interface Science, 19:183–197, 2014.



198 Bibliograf́ıa

[154] George L. Gaines. Insoluble Monolayers at Liquid-gas Interfaces. Interscience mono-

graphs on physical chemistry. Interscience Publisher, 1966.

[155] Rafael G. Oliveira and Bruno Maggio. Compositional domain immiscibility in whole

myelin monolayers at the air-water interface and Langmuir-Blodgett films. Biochimica

et Biophysica Acta - Biomembranes, 1561:238–250, 2002.

[156] Fredric M. Menger, Ashley L. Galloway, and Mary E. Chlebowski. Surface tension of

aqueous amphiphiles. Langmuir, 21:9010–9012, 2005.

[157]

[158] Natalia Wilke. Lipid Monolayers at the Air – Water Interface : A Tool for Unders-

tanding Electrostatic Interactions and Rheology in Biomembranes,

20:51-81, 2014.

[159] Derek Marsh. Lateral pressure in membranes. Biochimica et Biophysica Acta - Reviews

on Biomembranes, 1286:183–223, 1996.

[160] Rudolf A. Demel, Wouter S.M. Geurts van K, Robert F.A. Zwaal, Ben Roelofsen,

and Laurens L.M. van Deenen. Relation between various phospholipase actions on

human red cell membranes and the interfacial phospholipid pressure in monolayers.

Biochimica et Biophysica Acta- Biomembranes, 406:97 – 107, 1975.
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and spectroscopic features of the behavior of amphotericin B in aqueous medium.

Biophysical Chemistry, 77:69–77, 1999.

[201] Claramie P. Jameson and Sergei V. Dzyuba. Circular Dichroism Studies on Intermo-

lecular Interactions of Amphotericin B in Ionic Liquid-Rich Environments. Chirality,

25:427–432, 2013.

[202] Yusuke Kasai, Nobuaki Matsumori, Yuichi Umegawa, Shigeru Matsuoka, Hiroyuki

Ueno, Hiroki Ikeuchi, Tohru Oishi, and Michio Murata. Self-assembled amphoteri-

cin B is probably surrounded by ergosterol: Bimolecular interactions as evidenced by

solid-state NMR and CD spectra. Chemistry , 14:1178–1185, 2008.

[203] Scott C Hartsel, Emily Bauer, Evan H Kwong, and Kishor M Wasan. The Effect of

Serum Albumin on Amphotericin B Aggregate Structure and Activity. Pharmaceutical

Research, 18:1305–1309, 2001.



204 Bibliograf́ıa

[204] Robby A. Petros and Joseph M. Desimone. Strategies in the design of nanoparticles

for therapeutic applications. Nature Reviews Drug Discovery, 9:615–627, 2010.

[205] Richard J Hamill. Amphotericin B Formulations : A Comparative Review of Efficacy

and Toxicity. Drugs, 73:919–934, 2013.

[206] Jill Adler-Moore and Richard T. Pro tt. Amphotericin B lipid preparations: What are

the differences? Clinical Microbiology and Infection, 14:25–36, 2008.

[207] Chang Shu, Tengfei Li, Wen Yang, Duo Li, Shunli Ji, and Li Ding. Amphotericin B-

conjugated polypeptide hydrogels as a novel innovative strategy for fungal infections.

Royal Society Open Science, 5:: 1–7, 2018.

[208] Ye Tae Kim, Baek Ki Shin, Vivek Kumar Garripelli, Jin Ki Kim, Enkhzaya Davaa,

Seongbong Jo, and Jeong Sook Park. A thermosensitive vaginal gel formulation with

HPγCD for the pH-dependent release and solubilization of amphotericin B. European

Journal of Pharmaceutical Sciences, 41:399–406, 2010.

[209] Koji Nakanishi and Philippa H. Solomon. Infrared Absorption Spectroscopy. Holden-

Day Inc., Oakland, 2nd edition, 1977.

[210] Hamza Belhadj, Amer Hakki, Peter K. J. Robertson, and Detlef W. Bahnemann. In

situ ATR-FTIR study of H 2 O and D 2 O adsorption on TiO 2 under UV irradiation

. Physical Chemistry Chemical Physics, 17:22940–22946, 2015.
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Amphotericin B monolayers. Progress in Colloid and Polymer Science, 112:29–33.

2001.



Bibliograf́ıa 207
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