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Resumen

Las nanofibras son materiales nanoestructurados particularmente utiles para
encapsular principios activos, por lo que estan ganando popularidad en una gran
variedad de areas, incluyendo la farmacia. En este trabajo se sintetizaron
nanofibras usando el polimero poli (metil vinil éter-alt-acido maléico) (PMVEMA-
Ac) y dos metabolitos, el L-Triptéfano (L-Trp) y la O-Acetil-L-Carnitina (OALC).
La viscosidad de las disoluciones se mantuvo constante pese a los aumentos de
concentracion de metabolitos. Se obtuvieron nanofibras homogéneas sin
defectos visibles con un diametro promedio de 367+ 43 nm para las nanofibras
con OALC y de 487 £ 104 nm para L-Trp. Ademas, se pudo observar mediante
el uso de espectroscopia infrarroja que probablemente el metabolito estaba
contenido dentro de las nanofibras, lo que se confirmo6 mediante la cromatografia
liquida de alta resolucion tras los ensayos preliminares de liberacion controlada.
Por tanto, este estudio demuestra que las nanofibras sintetizadas son capaces
de encapsular eficazmente los metabolitos y presentan un gran potencial para
su uso en la liberaciéon controlada de principios activos en aplicaciones

farmacéuticas.

Palabras clave: electrohilado, nanofibras, O-Acetil-L-Carnitina, L-Tritpéfano,

HPLC, espectroscopia infrarroja, liberacién controlada

Abstract

Nanofibers are nanostructured materials that are particularly useful for
encapsulating active compounds, which is why they are gaining popularity in a
variety of areas, including the pharmaceutical field. In this study, nanofibers were
synthesized using the polymer poly (methyl vinyl ether-alt-maleic acid)
(PMVEMA) and two metabolites, L-Tryptophan (L-Trp) and O-Acetyl-L-Carnitine
(OALC). The viscosity of the solutions remained constant despite increasing
metabolite concentrations. Homogeneous nanofibers without visible defects were
obtained, with an average diameter of 367 + 43 nm for OALC and 487 £ 104 nm
for L-Trp nanofibers. Furthermore, it was possible to observe, through the use of
infrared spectroscopy, that the metabolite was likely contained within the

nanofibers, which was confirmed through high-resolution liquid chromatography
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after preliminary controlled release assays. Therefore, this study demonstrates
that the synthesized nanofibers are capable of effectively encapsulating the
metabolites and present great potential for use in controlled release of active
compounds in pharmaceutical applications.

Key words: electrospinning, nanofibers, L-Tryptophan, O-Acetyl-L-Carnitine,

HPLC, infrared spectroscopy, controlled release.
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1. INTRODUCCION
1.1 Importancia de la via transdérmica

En la actualidad se dispone de una gran variedad de vias de administracion de
medicamentos. Dentro de las vias enterales destaca la via oral, la cual se
considera la mas frecuentemente usada debido a su comodidad y bajo coste
economico (). Ademas, cabe mencionar la via sublingual, que permite un acceso
inmediato a la vena cava, evitando el paso por el higado y el intestino, lo que
resulta en una accion mas rapida del medicamento. Asimismo, la via rectal se
suele emplear en el caso de farmacos que producen problemas

gastrointestinales o que son degradados por el sistema gastrointestinal ().

En cuanto a las vias parenterales, existen varias opciones disponibles. La via
intravenosa se utiliza cuando se requiere una accion inmediata del medicamento.
La via intraarterial se utiliza ampliamente para la administracion de contrastes
radiolégicos y quimioterapia. La via intramuscular se emplea para medicamentos
que se degradan en la via oral, con primer paso hepatico o en pacientes con una
funcién gastrointestinal limitada. Por ultimo, la via subcutanea resulta util, por
ejemplo, en casos de implantes, ya que permite la administracion constante de

medicamento @,

Otras vias de especial interés incluyen la via intratecal, epidural, intraventricular
y dérmica @). La administracién dérmica puede realizarse mediante formas
farmacéuticas convencionales como cremas y geles, entre otros. Sin embargo,
cuando se busca un efecto sistémico, las formas farmacéuticas dérmicas
convencionales son poco utiles debido a la necesidad de una aplicaciéon
frecuente, su inestabilidad a largo plazo y la dificultad para determinar con
precision la dosis aplicada ). Por ello, se han disefiado parches transdérmicos

los cuales carecen de dichas desventajas ©).

La via transdérmica es ideal para un perfil de paciente que necesite una
administracion repetida en el tiempo puesto que evita el primer paso hepatico,
es una via de rapida absorcién, sin variabilidad interindividual, con una

prolongada duracion de la accion y no dolorosa. Todo esto evita las desventajas
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asociadas a otro tipo de vias como son el riesgo de hemorragia de la via
intravenosa, la inexactitud de la dosis administrada de la via dérmica
convencional, el requerimiento de personal sanitario especializado o un estricto
control de su administracion, entre otros factores ). Dicha via de administracion
ademas puede llegar a ser uitl en pacientes poco adherentes que precisen de
tomar medicacion de manera frecuente al entregar de manera lenta y continua

el farmaco durante horas-dias .

1.2 Parches transdérmicos como sistema de liberacion de

metabolitos

Como se ha mencionado anteriormente, la via transdérmica se realiza a través
de parches transdérmicos, de los cuales actualmente se conocen dos tipos .
Por un lado, estan los parches reservorio, formados por una lamina adhesiva que
se adhiere al cuerpo. Encima de esta lamina se encuentra una membrana
polimérica que controla la liberacion. A su vez, encima de la membrana
polimérica se ubica un reservorio que contiene el farmaco o metabolito, y
finalmente, una membrana impermeable cubre el reservorio. Este tipo de
parches son mas complejos en disefio, pero ofrecen un mayor control sobre el
flujo de administracion y ademas permiten una mayor flexibilidad en cuanto a la

formulacién.

Por otra parte, existen los parches tipo matriz, que mezclan farmaco-adhesivo
en una estructura mas simple, en la cual el flujo de administracion viene
determinado de forma general por la permeabilidad de la piel, ya que no
presentan membranas poliméricas. La fabricacion de estos parches es mas

economica, pero permiten una limitada flexibilidad a nivel de disefio.
1.3 Relevancia de los nanofibras y polimeros en la actualidad

Relacionado con ello, una de las maneras en las que se pueden desarrollar
parches transdérmicos es mediante la sintesis de nanofibras. Las nanofibras son
fibras con un tamano menor a los 1000 nanometros (nm). En comparacion con
las fibras convencionales, las nanofibras se caracterizan por sus propiedades

mecanicas, biocompatibilidad, biodegradabilidad, alta relacion



superficie/volumen, alta porosidad y ademas son estructuras de bajo peso en
relacion a su diametro ©), por lo que resultan de interés para su aplicacion en
organismos vivos. Estas caracteristicas confieren una serie de propiedades,
entre las cuales se incluyen la capacidad de encapsular farmacos,
protegiéndolos de la descomposicion en el torrente sanguineo, la capacidad de
su liberacién de manera controlada en una zona especifica y la propiedad de

permear a través de algunas barreras fisiolégicas como la piel ).

Los primeros indicios de investigaciones sobre nanofibras se remontan al siglo
XIX, cuando Charles Vernon Boys comenzd a explorar este campo ©). Desde
entonces, las investigaciones en este ambito han experimentado un crecimiento
constante, y en la ultima década se ha generado un marcado interés debido a
los avances tecnoldgicos en el campo de la nanotecnologia, que han permitido
la fabricacion escalable de nanofibras a nivel industrial (). Ademas, el campo de
las nanofibras ha ido despertando cada vez mas interés en diversas areas de la
ciencia como la ingenieria de tejidos, liberacion controlada de farmacos,
aplicaciones dentales, implantes quirdrgicos, conservacion de agentes

bioldgicos, biosensores y apdsitos para cicatrizacion ©).
1.4 Electrohilado como técnica de elaboracion de nanofibras

La técnica mas empleada para la elaboracién de nanofibras es el electrohilado,
también conocido en inglés como electrospinning. A través de esta técnica, es
posible obtener nanofibras con morfologia y tamafnos controlados, lo cual hace
que su caracterizacion sea de gran importancia. La técnica tiene sus origenes
en el siglo XIX y XX, cuando Rayleigh la descubrié por primera vez, Zeleny la
estudio en detalle y Formhals la patent6 posteriormente (7). Desde entonces, su
uso y aplicaciones se encuentran cada vez mas en expansion debido a que es
una técnica de facil escalabilidad, bajo coste, simple y de alta eficiencia ). Para
entender la técnica primero es esencial conocer en profundidad los componentes
basicos de un aparato de electrohilado ©):

1) Jeringuilla con solucion polimérica en su interior

2) Bomba de inyeccién

3) Aguja de acero inoxidable.



4) Fuente de alimentacion.
5) Colector.
La configuracion habitual del aparato puede disponerse de manera horizontal o

vertical (Figura 1).

a)
%Syﬁngc 1
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3 I Spinneret
___E—%‘ 4 e voru: |
(—————o
Fibers
|(_ llector 5
b}
Collector 5
Syringe  Polymer solution 3
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4L, |
' +
e ————— ——— Fibers
[Cisien vorass |

Figura 1: Esquema de un aparato de electrohilado

dispuesto en horizontal (a) y vertical (b). Fuente: (9

La técnica consiste en la eyeccion del polimero a través de una jeringa con una
aguja de acero inoxidable, con la ayuda de una bomba de inyeccién, a un flujo
determinado. Por un lado, la fuente de alimentacion se encuentra conectada a la
aguja de acero inoxidable y por el otro al colector, por lo que va a formar asi un
campo eléctrico entre las dos superficies cargadas. Cuando a la solucion
polimérica se le aplica un voltaje que supera la tension superficial de la gota se
forma el “cono de Taylor’ seguido de un chorro o jet en direccion hacia el
colector. Durante el proceso de electrohilado el solvente que conformaba la
solucion polimérica se evapora, quedando en el colector las nanofibras en estado

sélido (.

Durante el uso de esta técnica se tienen que tener en cuenta parametros
relacionados al ambiente, los asociados al propio aparato de electrohilado y a la
solucion polimérica, tales como la viscosidad. Este ultimo parametro influye en
gran medida en la morfologia de las nanofibras ©).
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1.5 Propiedades de los polimeros

Los polimeros son utilizados como materia prima en la fabricacién de nanofibras.
Estos pueden clasificarse en dos categorias: naturales y sintéticos. Los
polimeros naturales son econdmicos, no toxicos y facilmente disponibles. Sin
embargo, presentan problemas de inconsistencia en la formulaciones debido a
la variabilidad de los lotes, lo que resulta en baja reproducibilidad de los ensayos

e inestabilidad a largo plazo.

Por otro lado, los polimeros sintéticos presentan alta homogeneidad entre lotes,
formacion controlable, propiedades mecanicas, gran capacidad de ser disefiados

para tener un amplio rango de propiedades y una extensa vida util (10),

El uso de polimeros hoy en dia se encuentra en auge debido a su amplia
variedad de aplicaciones como son la fabricacién de apésitos para cicatrizacion,
ingenieria de tejidos vasculares, liberacién sostenida de medicamentos,

implantes vy filtracion molecular, entre otros (10,
1.5.1. Poli (metil vinil éster-alt-acido maleico (PMVEMA-Ac)

Uno de los polimeros sintéticos empleados para la sintesis de nanofibras es el
poli (metil vinil éter-alt-acido maléico) (PMVEMA-Ac) (Figura 2). Este polimero
presenta caracteristicas favorables para su aplicacion, como su
biodegradabilidad, baja toxicidad y biocompatibilidad (). Ademas, tiene
propiedades bioadhesivas de interés farmacéutico, por lo que se ha empleado,
por ejemplo, para la preparacion de parches de atorvastatina que incrementan la
absorcidon percutanea como alternativa a la via oral para el tratamiento de las
dislipemias ('), para la preparacion de parches de acido salicilico, salicilato de
metilo y capsaicina contra la psoriasis ('3) o para la realizacion de hidrogeles para
el tratamiento del cancer de ovario ().

El PMVEMA-Ac surge de la sintesis de un copolimero acido maléico y de metil
vinil éter que, tras su reaccion, forman un unico polimero llamado poli (metil vinil
éter-alt-anhidrido maleico). Este ultimo, si reacciona con agua desencadena en
la formacion de PMVEMA-Ac y, por otro lado, si reacciona con etanol da lugar a

poli (metil vinil éter-alt-acido maleico monoetil ester).



Dados los antecedentes del PMVEMA-Ac, podemos afirmar que resulta muy util
en la carga de medicamentos y metabolitos para administracion a través de la

via transdérmica.

CHO =~

— —n

Figura 2 Estructura quimica del poli(metil vinil éter-alt-

acido maleico)
1.6 Nanofibras para la encapsulacion de metabolitos

Como se ha mencionado anteriormente, las nanofibras presentan propiedades
unicas para la encapsulacion de metabolitos. En este trabajo, se encapsularan
dos metabolitos, la O-Acetil-L-Carnitina (OALC) y el L-Triptéfano (L-Trp), cada

uno con unas propiedades y aplicaciones de interés farmacéutico.
1.6.1 O-Acetil-L-Carnitina

La OALC (Figura 3) es un derivado de aminoacido que se produce de manera
fisiolégica en el cuerpo conocido por ser agonista parcial de los receptores
colinérgicos (1 y entre otras funciones de especial interés destaca su
participacién en el metabolismo de los acidos grasos ('8). Por ello suele ser
utilizado ampliamente como energizante. De entre sus aspectos farmacéuticos
de interés encontramos:

- Estudios sugieren que mejora el deterioro del aprendizaje espacial, ya que
dicha patologia esta relacionada con la disminucion de los receptores
nicotinicos de acetilcolina (19),

- Ha mostrado efecto protector sobre el sistema nervioso central, puesto
que existen estudios que sugieren que incrementa el factor neutréfico
derivado del cerebro de manera dosis dependiente. Por otro lado, también
mejora la actividad del factor de crecimiento nervioso y la sefalizacion

extracelular de quinasas, favoreciendo asi un mantenimiento y desarrollo
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correcto de la neuronas. De entre la literatura mas destacada relacionada
con dicha neuroproteccion encontramos efectos beneficiosos sobre el
dano cerebral inducido por hipoxia isquémica neonatal, en la muerte de
células madre, sobre el estrés oxidativo, etc. (7).

- Se han observado efectos antidepresivos puesto que tiene accién sobre
numerosas vias de sefalizacion relacionadas con la patologia (7).

- Se han demostrado efectos beneficiosos en enfermedades
neurodegenerativas (7).

- Ha mostrado proteccion frente a la ototoxicidad producida por cisplatino
reduciendo la produccién de interleucinas y citocinas proinflamatorias (1),

- Se han disefiado biosensores para poder detectar OALC en muestras (1)

O

ash
oot ke
:NJF\/\)J\OH

Cr

Figura 3 Estructura quimica de la O-Acetil-L-Carnitina

en forma de clorhidrato

1.6.2 L-Triptéfano

Otro metabolito de relevancia es el L-Trp (Figura 4). Se trata de un aminoacido
precursor de la serotonina (5-HT) el cual incrementa la sintesis, funcién y
estimula la liberacién serotonina. Este neurotransmisor posee un papel esencial
en el cerebro y su déficit se relaciona con la fisiopatologia diversas
enfermedades tales como enfermedad del parkinson, discinesia tardia,
enfermedad de Huntington, temblor esencial familiar, mioclonias, trastornos del
suefo, analgesia, epilepsia, esquizofrenia, mania, depresion, trastorno de

ansiedad, trastorno obsesivo compulsivo o bulimia 9,
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Figura 4 Estructura quimica del L-Triptéfano

1.7 Estudio de liberacion in vitro

Los ensayos de liberacion in vitro con celdas de Franz son utiles para el
desarrollo de nuevas formas farmacéuticas, para control de calidad y el analisis
de toxicidad #'. Habitualmente estos ensayos se hacen con membranas
artificiales o piel, sin embargo, suelen recurrir a membranas artificiales, como es
el caso de este Trabajo de Fin de Grado. Destacar que son membranas faciles
de obtener, conservar, menos costosas, estructuralmente mas simples y tienen

una alta reproducibilidad respecto a las membranas naturales ¢V,
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2. OBJETIVOS
Objetivo general

El objetivo general de este trabajo es la sintesis y caracterizacion de nanofibras

poliméricas de PMVEMA-Ac como sistema de liberacion de OALC y L-Trp.
Objetivos especificos

Con el fin de alcanzar el objetivo general establecido, se llevaran a cabo los

siguientes objetivos especificos:

- Preparacion y optimizacién de disoluciones de distintas concentraciones
de OALC y L-Trp con PMVEMA-Ac en agua.

- Optimizacién de los parametros de electrohilado y elaboracion de
nanofibras mediante dicha técnica.

- Caracterizacion de las nanofibras mediante imagenes obtenidas por
microscopia Optica para realizar un cribado rapido y microscopia
electrénica de barrido para analizarlas en detalle.

- Evaluacion cualitativa de la encapsulacion de OALC y L-Trp en PMVEMA-
Ac mediante espectroscopia infrarroja.

- Determinacion de la cinética de liberacion de los metabolitos
encapsulados en nanofibras mediante el uso de celdas de Franz.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Reactivos

Como metabolitos se emplearon la OALC en forma de hidrocloruro con una
pureza = 99 % y peso molecular de 239,170 g/mol y el L-Trp con una pureza =
99 % y peso molecular de 204,24 g/mol (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, Estados
Unidos).

Como polimero se utilizé el PMVEMA-Ac de peso molecular 1.980.000,00 g/mol
(Sigma-Aldrich).

Como disolventes se empled agua miliQ, procedente del dispositivo Mili-Q Q-
Pod (Sigma-Aldrich), acetonitriio (PanReac AppliChem, Castellar del vallés,
Barcelona, Espafia) con una pureza =99 % y peso molecular 41,05 g/mol y acido
férmico con una pureza = 98 % y peso molecular de 46,03 g/mol (Honeywell,

Charlotte, Carolina del norte, Estados unidos).

3.2 Soluciones poliméricas

Por un lado, se prepard una disolucion stock al 20 % p/p de PMVEMA-Ac. Para
ello se mezclé6 PMVEMA-Ac y agua y se dejo en agitacion constante durante 1
hora. Tras esto, se sonicé durante 10 minutos con el objetivo de eliminar las
burbujas presentes en la muestra, puesto que se trata de una solucién con
elevada viscosidad y la presencia de burbujas puede alterar la formacién de
correctas nanofibras en el electrohilado. Por otro lado, se prepararon
disoluciones stock de concentraciones crecientes en OALC. Para ello, se mezclo

OALC con agua y se dejo en agitacion constante media hora.

Finalmente, se mezclaron en proporciones adecuadas las soluciones stock de
PMVEMA-Ac y OALC, se dejé media hora en agitacion constante y se sonico
durante 10 minutos. Para la realizacion de soluciones poliméricas con L-Trp se

siguié el mismo procedimiento.
Se obtuvieron 6 soluciones finales:

1) PMVEMA-Ac 20 % p/p.
2) PMVEMA-Ac 20 % p/p + OALC 1% plp.
14



3
4
5
6

) PMVEMA-Ac 20 % p/p + OALC 5% p/p.

) PMVEMA-Ac 20 % p/p + OALC 10% p/p.

) PMVEMA-Ac 20 % p/p + L-Trp 2 % p/p.

) PMVEMA-Ac 20 % p/p + L-Trp 3,75 % p/p.

Todas las soluciones poliméricas que contenian OALC de este apartado se
prepararon a 25 + 5 °C y se conservaron a 4 °C. Por otro lado, las soluciones
poliméricas que contenian L-Trp se conservaron a temperatura ambiente debido

a la baja solubilidad en agua del L-Trp, para evitar asi su precipitacion.

Se eligieron estas concentraciones debido a que se buscaba observar el efecto
de la carga de metabolitos en las nanofibras a medida que aumenta la
concentracion, sin embargo, no se pudieron afiadir a mas concentracion debido

a problemas de solubilidad.

3.3 Elaboracion de nanofibras por electrohilado

Las nanofibras se elaboraron mediante electrohilado. Para ello, las soluciones
se introdujeron en jeringas de 2 ml (Becton Dickinson, Franklin Lakes, Nueva
Jersey, Estados unidos) unidas a una aguja acero inoxidable 316, calibre 1,2 mm
y punta roma con un angulo de 90° (Sigma Aldrich). Las disoluciones se
electrohilaron a un flujo constante controlado por una bomba de infusion
KDScientific-100-CE (KD Scientific, Holliston, MA, Estados Unidos) y usando una
fuente de alto voltaje Glassman High Voltage FC60P2 (Glassman High Voltage
Inc., Whitehouse Station, Nueva Jersey, Estados Unidos). El equipo de
electrohilado se encuentra protegido con una caja de metacrilato que debe

permanecer cerrada cuando el equipo se encuentre funcionando.
3.4 Caracterizacion de las nanofibras
3.4.1 Viscosidad

La viscosidad se determind para conocer si la muestra es electrohilable. Para
ello, se empled un viscosimetro capilar Vidra Foc (Barcelona, Espana). Se midié
el tiempo que tardaba en pasar el liquido entre las 2 marcas del tubo, se calculd
la densidad, y con una constante proporcionada por el fabricante para dicho

viscosimetro se obtuvo la viscosidad en centipoise (cP).
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3.4.2 Microscopia 6ptica y electronica de barrido de

emision de campo

Tras la obtencion las fibras mediante la técnica de electrohilado se analizo la
morfologia de las nanofibras, es decir, didmetro y uniformidad. En primer lugar,
se empled un microscopio 6ptico MycrosystemsDMI3000B (Leica, Bensheim,
Alemania) con una fuente de luz LEICA EL6000 y una camara digital Leica DFC
3000G. Las imagenes fueron analizadas usando el programa Leica Application
Suite AF 6000 Module Systems. Con el objetivo de lograr una caracterizaciéon de
fibras mas precisa se utilizo la microscopia electronica de barrido de emisiéon de
campo (FESEM) (Figura 5) con un aparato Schottky de emision de campo de
catodo caliente modelo SIGMA 300 VP (Oberkochen, Alemania).

Las muestras se analizaron empleando el programa informatico Image J en el
que se hicieron 100 medidas de diferentes diametros de diferentes nanofibras.
Posteriormente las muestras fueron examinadas mediante la realizacién de un

histograma con el software GraphPad Prism 8.

Figura 5 Interior del microscopio electrénico de barrido
de emisién de campo (FESEM) SIGMA 300 VP.
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3.5 Determinacion cualitativa de las moléculas bioactivas
3.5.1 Espectroscopia infrarroja

Para poder determinar la presencia de OALC y L-Trp en las nanofibras, se
empled un espectrometro de infrarrojo Spectrum Two™ (PerkinElmer, Waltham,
Massachusetts, Estados Unidos). Para ello, se prepararon pastillas utilizando de
bromuro de potasio (KBr) (Sigma-Aldrich) con el metabolito y el PMVMEA-Ac

correspondiente, siguiendo los pasos descritos a continuacion:

1) Disminucion del tamafo de grano: En un mortero se anadié primero el
KBr, se homogeneizé con el pistilo y posteriormente se afiadio la muestra
a analizar.

2) Dicha mezcla de polvos se vertié sobre un molde de 13 mm (SPECAC,
Cray Ave, Orpington, Reino Unido).

3) Se empled una prensa hidraulica manual (SPECAC) y tras 10 minutos se
obtuvo el comprimido.

4) Se introdujo el comprimido en el espectrometro de infrarrojo y se analizo.
3.6 Determinacion cuantitativa de las moléculas bioactivas
3.6.1 Determinacion de la cinética de liberacion in vitro

Para determinar la liberacion in vitro de los metabolitos encapsulados en las
nanofibras poliméricas se emplearon Celdas de Franz (PermeGear, Leithsville
Rd, Hellertown, PA, Estados Unidos) (Figura 6). Estas cuentan con un camara
dadora que contiene la membrana sobre la que se deposita el polimero y una
camara receptora con un volumen de 5,2 ml de donde se van tomando muestras
a través del brazo de muestreo, acompanadas de un agitador magnético de IKA
Laboratory Equipment (Staufen, Alemania) y adheridas a un bafio termostatico
Selecta digirtem-100 de JP selecta (Abrera, Barcelona) empleado para mantener
las celdas a una temperatura constante de 32°C, la temperatura de la piel, a

través de la camisa de agua.
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En cuanto a la membrana empleada, se utilizé una membrana sintética de 25
mm Strat-M proporcionada por Millipore Corporation (Burlington, Massachusetts,
Estados Unidos).

Para la realizacion del ensayo, las celdas se rellenaron con agua Mili-Q.
Después, se coloco la membrana Strat-M seguida del compartimento donador
junto con una pinza. Tras ello, se afadi6 el velo de cada solucion polimérica en
el compartimento donador y se disolvié con 100 pl de agua Mili-Q. Por ultimo, se
tomaron muestras de 200 pl a 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 8 horas y 24
horas. Las muestras fueron introducidas en el congelador a -20 °C para preservar

su estabilidad y ser analizadas posteriormente.

Compuesto

Camara y
dadora

Membrana JE—

Brazo de muestreo

-

= ”7\'>

v 0
\%// =
Camara

< receptora
—

Circulacién
térmica C
K

Camisa

= Agitador
de agua

magnético

Figura 6 Composicién de una celda de Franz, versién adaptada.

Fuente: https://permegear.com/franz-cells/

Se realiz6 un primer ensayo preliminar con una unica celda para cada compuesto
en el que se asegurd el funcionamiento de las celdas con el sistema de
nanofibras, y para asegurar que los metabolitos liberados a las celdas se
encontraban dentro del limite de deteccidn del equipo usado para su analisis. El
ensayo posterior de liberacion se realizé con réplicas de tres celdas. Ademas,

las membranas de este ensayo se conservaron para su posterior analisis.
3.6.2 Cromatografia liquida de alta resolucion

La deteccion de los metabolitos de manera cualitativa y cuantitativa se realizé
por medio de la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) acoplado a
espectrometria de masas con un equipo Shimadzu LCMS-8050 (Shimadzu,
Kioto, Japon) que se compone de una unidad desgasificadora, un horno

termostatizado, un inyector automatico, dos bombas unitarias y un detector diodo
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array, junto con un espectrometro de masas triple cuadrupolo equipado con una
interfase de ionizacién de electrospray. El procesado de datos se realizd
mediante el software LabSolutions de Shimadzu. Se empled la columna de fase
reversa LiChrospher 100 RP-18 (250 mm x 4mm, 5 pm) (Merck KGaA,

Darmstadt, Alemania).

Se utilizaron como eluyentes una fase A que se compone de agua con acido
férmico al 0,1 % v/v y una fase B que se compone de acetonitrilo con acido
férmico al 0,1 % v/v, a un flujo de 0,5 ml/min y una duracién del analisis 30
minutos. EI gradiente empleado en la separacion cromatografica de ambos
metabolitos encapsulados en nanofibras es: 0 minutos — 1 % B, 21 minutos — 99
% B, 27 minutos — 99 % By 30 minutos — 1 % B.

Se llevd a cabo una optimizacién de los parametros de deteccion del
espectrometro de masas, que realiza una fragmentaciéon de las moléculas,
automaticamente con el software del equipo. Las masas de las moléculas
ionizadas detectadas fueron 204,2 y 205,2 m/z y las masas de los fragmentos
generados 85,05 y 188,05 m/z para el L-Trp y la OALC, respectivamente. Estas

ultimas se emplearon en la cuantificacion.
3.6.3 Recta de calibrado

Para la cuantificacion de las muestras del ensayo de celdas de Franz se elaboré
una recta de calibrado de L-Trp y OALC en agua con nueve concentraciones
seriadas en un rango comprendido entre 0,06 y 0,0009 mg/ml. Para la
cuantificacion de los metabolitos que se habian quedado en la membrana se
realizé una recta de calibrado a diferentes concentraciones de L-Trp y OALC en
agua con nueve concentraciones seriadas en un rango comprendido entre 0,006
y 0,00004688 en mg/ml. Posteriormente se inyecté 20 pl de cada punto de la
recta por duplicado y se correlacioné la concentracidén con el area bajo la curva
pico obtenida, consiguiendo la ecuacién de la recta correspondiente de cada

Caso.
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3.6.4 Cuantificacion de los metabolitos y estimacioén de la

liberacion

Se inyectaron 20 yl de cada muestra tomada en cada tiempo y celda por
duplicado y se obtuvo el area de cada pico correspondiente a cada compuesto
para obtener su concentracion. Adicionalmente, se disolvieron fibras de los
stocks utilizados en agua para su deteccion por HPLC. A las membranas de los
ensayos de liberacion almacenadas se les afiadio agua para disolver los posibles
metabolitos que hubiera en ellas y se analizaron de igual manera. A partir de las

rectas patron, se calcul6 la concentracion de las muestras del ensayo.

La estimacion de la absorcion se obtuvo utilizando la concentracion de cada
muestra, la cual corresponde a la concentracion de las celdas de Franz en cada
tiempo, asi como de la cantidad que se extrajo en cada muestra. De esta forma,
es posible obtener la cantidad acumulada liberada para posteriormente dividirla
entre el area disponible de la membrana, con lo que se obtiene Q; (la cantidad

acumulada liberada por centimetro cuadrado) que se recoge en la Ecuacion 1.

(1) Cn i Vc + Z?z_ll(ci ' Vm)
Qn = A

Ecuacién 1 Céalculo la cantidad acumulada liberada por centimetro cuadrado (Qn) en
ug/cm? a partir de la concentraciéon de la muestra a tiempo n en mg/l (Cn), volumen de
la celda en ml (5.2) (Vc), sumatorio de la concentracion (Ci) por volumen de muestra

(0.2ml) (Vm) y todo ello dividido entre el area disponible de la membrana (A). Fuente:
(21)
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Determinacion de la viscosidad

Un parametro esencial para determinar si una solucion es o no electrohilable es
la viscosidad. Para ello se midieron las viscosidades de las siguientes muestras:
- PMVEMA-Ac 20 % = 1748 cP.
- PMVEMA-Ac 20 % y L-Trp 3,75 % = 1766 cP.
- PMVEMA-Ac 20 % y OALC 10 % = 1756 cP.

Todas las muestras, segun la bibliografia, son adecuadas para electrohilado ya
que se encuentran en el intervalo de 6ptimo de viscosidad, es decir, entre 100 —
2000 cP ?2),

En cuanto a las viscosidades de las 3 muestras, no se observan grandes
diferencias entre ellas, probablemente debido a que los metabolitos se

adicionaron en muy pequefias cantidades.
4.2 Optimizacion de los parametros de electrohilado

Con el objetivo de conocer la morfologia de las nanofibras, se probaron
diferentes parametros de electrohilado basados en antecedentes experimentales
del laboratorio y se realiz6 un cribado con el microscopio 6ptico. Estos resultados

se recogen en la Tabla 1.
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Tabla 1. Parametros empleados en el cribado inicial de sintesis de nanofibras.

Disolucién de
PMVEMA-Ac 20%

Parametros de

electrohilado

Resultado

OALC al 1 %, 5 % y
10 %

0,5 ml/h y 1kV/cm

0,5ml/h 'y 1,33 kV/cm

0,25ml/h y 1kV/ecm

0,25 ml/hy 1,5 kV/icm

0,25 ml/h y 1,6 kV/cm

Fibras homogéneas, pero al
formar velo se observa
electrospray

Electrospray

Fibras de diferente morfologia
junto con cintas y electrospray
Fibras de homogéneas, pero
al formar velo se observan
beads

Fibras homogéneas con
pocos defectos morfolégicos y

muy pocas cintas

L-Trpal2 %y 3,75 %

0,25 ml/hy 1,6 kV/cm

Por un lado, existe una
poblacion de fibras
homogéneas acompafadas
de otra poblacion muy pocas

cintas

Los principales defectos observados en el electrohilado son la formacion de

beads, cintas y electrospray ?3).

El electrospray es la formacion de gotas en el proceso de electrospinning. En

este caso, en las muestra situadas a 15 cm el campo eléctrico generado esta

menos concentrado. Este es esencial, ya que mejora enormemente la tasa de

transferencia de calor entre el medio ambiente y el jet. Cuando la tasa no es

adecuada las nanofibras no se solidifican por completo dando lugar a las gotas.

Los beads son engrosamientos parciales, en forma de perla, de las nanofibras.

Estos se forman de la mezcla resultante de agua y PMVEMA-Ac debido a que el
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voltaje no es el suficiente como para evaporar todo el agua, por ello, se aumento

posteriormente dicho parametro.

Las cintas son estructuras planas derivadas del electrohilado formadas por
interacciones inter/intramoleculares del polimero, estas interacciones dificultan
la formacion del jet dando como resultado su peculiar forma 3. Es importante
destacar que estas anomalias de electrohilado no se dan de manera muy

acusada en las muestras.

Tras todas las pruebas realizadas, se determind que las condiciones ideales eran
16 kV, 10 cm y 0,25 ml/h y que han servido para comparar los dos compuestos
objeto de este trabajo en las mismas condiciones de procesado.

4.3 Analisis de la morfologia de las nanofibras

Las muestras sintetizadas se analizaron con FESEM. Las imagenes obtenidas
permitieron analizar caracterizar minuciosamente los diametros de las nanofibras

y observar en detalle la morfologia de las nanofibras.

Para las nanofibras solamente de polimero (PMVMEA-Ac 20 %) se consiguieron
nanofibras con un didmetro medio de 299 + 40 nanometros. Se obtuvo un
histograma (Figura 7A) que se ajusto a una curva Gaussiana dando una R? de
0,87 con una amplitud (A) de 19. El diametro medio obtenido no difiere en exceso
con el que se recoge en la bibliografia para nanofibras de PMVMEA-Ac 4. Sin
embargo, se obtuvo una R? baja, esto es debido a la presencia de tres
subpoblaciones diferenciadas, la mayor es la presente sobre los 410nm y las
otras dos rondan sobre los 330 nm y entorno a los 400 nm. La generacion de las
distintas subpoblaciones probablemente sea debido a que en ocasiones y de
manera transitoria se forman varios jets ?®. En relacion al aspecto de las

nanofibras, este fue homogéneo (Figura 7B).
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Figura 7 (A) Histograma de nanofibras de PMVEMA-Ac 20 % (B) Imagen de PMVEMA-Ac 20 %
obtenida mediante FESEM.

Para las nanofiboras de PMVEMA-Ac 20 % + OALC 1 % se consiguieron
nanofibras con un didmetro medio de 375 £ 50 nm. Se obtuvo un histograma
(Figura 8A) que se ajusto a una curva Gaussiana dando una R? de 0,87 con una
amplitud (A) de 15. Sin embargo, también se obtuvo una R? baja debido de
nuevo a la presencia de tres subpoblaciones diferenciadas. La mayor fue la
presente sobre los 390 nm y las otras dos rondaron los 320 y los 450 nm. El
mayor tamano en comparacioén a las nanofibras de PMVEMA-Ac 20% se atribuye
a la carga de metabolito en la fibra que, como consecuencia, aumenta su

tamano. El aspecto de las nanofibras también fue homogéneo (Figura 8B).

PMVEMA-Ac 20% OALC 1%

Frecuencia
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Figura 8 (A) Histograma de nanofibras de PMVEMA-Ac 20 % con OALC 1 % (B) Imagen de
PMVEMA-Ac 20 % con OALC 1 % obtenida mediante FESEM.
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Para las nanofiboras de PMVEMA-Ac 20 % + OALC 5 % se consiguieron
nanofibras con un diametro medio de 386 + 42 nm, un tamafno similar al caso
anterior. Se obtuvo un histograma (Figura 9A) que se ajusté a una curva
Gaussiana dando una R? de 0,96 con una amplitud (A) de 40. Ademas, se
obtuvieron en general nanofibras de morfologia correcta, encontrando de

manera poco frecuente la presencia de cintas (Figura 9B).

A PMVEMA-Ac 20% OALC 5%

Frecuencia
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Figura 9 (A) Histograma de nanofibras de PMVEMA-Ac 20 % con OALC 5 % (B) Imagen de
PMVEMA-Ac 20 % con OALC 5 % obtenida mediante FESEM.

Para las nanofibras de PMVEMA-Ac 20 % + OALC 10 % se consiguieron
nanofibras con un didmetro medio de 341 + 36 nm. En esta ocasion, el tamafo
es similar a las anteriores muestras, o que sugiere que estamos alcanzando el
limite de saturacién de la nanofibra. Se obtuvo un histograma (Figura 10A) que
se ajusto a una curva Gaussiana dando una R? de 0,73 con una amplitud (A) de
11. Sin embargo, se obtuvo una R? baja probablemente debido a la presencia
de dos subpoblaciones diferenciadas, la mayor fue la presente sobre los 340 nm
y la otra rondd los 400 nm. Ademas, se obtuvieron nanofibras sin defectos

aparentes (Figura 10B).
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Figura 10 (A) Histograma de nanofibras de PMVEMA-Ac 20 % con OALC 10 % (B) Imagen de
PMVEMA-Ac 20 % con OALC 10 % obtenida mediante FESEM.

Por otro lado, se consiguieron nanofibras de PMVEMA-Ac 20 % + L-Trp 2 % con
un diametro medio de 478 £ 105 nm. Se obtuvo un histograma (Figura 11A) que
se ajusto a una curva Gaussiana dando una R? de 0,96 con una amplitud (A) de
19. Ademas, se obtuvieron nanofibras homogéneas con poca frecuencia de
cintas (Figura 11B). De nuevo, el incremento de tamafio con respecto a las
nanofibras solo con PMVEMA-Ac 20 % se atribuye a que se estan cargando las

nanofibras con metabolito.
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Figura 11 (A) Histograma de nanofibras de PMVEMA-Ac 20 % cn L-Trp 2 % (B) Imagen de
PMVEMA-Ac 20 % con L-Trp 2 % obtenida mediante FESEM.
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Con la disolucion de PMVEMA-Ac 20 % + L-Trp 3,75 % se consiguieron
nanofibras con un diametro medio de 497 + 102 nm. Se obtuvo un histograma
(Figura 12A) que se ajusto a una curva Gaussiana dando una R? de 0,89 con
una amplitud (A) de 19. La R? mas baja es debida a la presencia de tres
subpoblaciones, la mayor es la presente sobre los 400 nm y las otras dos rondan
sobre los 700 nm y los 400 nm. El aspecto de las nanofibras fue homogéneo
(Figura 12B).

A PMVEMA-Ac 20% L-TRIPTOFANO 3.75%
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Figura 12 (A) Histograma de nanofibras de PMVEMA-Ac 20% con L-Trp 3.75% (B) Imagen de PMVEMA-
Ac 20% con L-Trp 3.75% obtenida mediante FESEM.

4.4 Evaluacién cualitativa de la encapsulacion de O-Acetil-L-
Carnitina y L-Triptéfano en poli (metil vinil éter-alt-acido maléico)

mediante espectroscopia infrarroja

La espectroscopia infrarroja es una técnica basada en las vibraciones de los
enlaces de una molécula, por lo que de esta manera se puede observar la

presencia de un compuesto en una muestra 9,

Tras el analisis de las muestras, por un lado, se obtuvo un espectro de
PMVEMA-Ac 20 % como nanofibras, OALC como polvo y PMVEMA-Ac 20 % con
OALC 10 % como nanofibras (Figura 13). En lo referente al PMVEMA-Ac 20 %
(color negro), para el grupo acido carboxilico se encuentra una banda muy ancha
entre 3500-2750 cm™' correspondiente a la tension -OH, otra a 1714 cm'

correspondiente a la tensién C=0 y una ultima a 1234 cm™! correspondiente a la
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%T

tension C-O %), Por otro lado, para el grupo éter se detecta una banda a 1100

cm' correspondiente a la tensién C-O (26),

En lo referente a la OALC (color rojo), para el grupo amino encontramos dos
bandas, simétrica y asimétrica, a 3500 cm™" y 3400 cm' correspondientes a la
tension N-H y dos bandas a 1500 cm™' y 1600 cm™' correspondientes a la flexion
N-H (26). Para el grupo acido vemos una banda ancha entre 3200 cm™ — 2400
cm' correspondiente a la tension O-H, otra banda a 1715 cm™' correspondiente

a la tension C=0 y otra a 1300 cm' correspondiente a la tension C-O (26),

En cuanto al espectro de las nanofibras de PVEMA-Ac 20 % con OALC al 10 %
(color verde), observamos que obtenemos un espectro similar al de solo
PMVEMA-Ac 20 %, sin embargo, los picos correspondientes al grupo acido
carboxilico destacan con una mayor intensidad, hecho que nos hace indicar que

posiblemente nuestro metabolito se encuentre encapsulado en las nanofibras.

\ W |
10 M, _Jrun'/

.
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)
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Figura 13 Espectro de infrarrojo de nanofibras de PMVEMA-Ac 20 %, en color negro, OALC, en
color rojo, y PMVEMA-Ac 20 % con OALC 10%, en color verde.

2500

Por otro lado, se obtuvieron los espectros de PMVEMA-Ac 20 % como
nanofibras, L-Trip como polvo y PMVEMA-Ac 20 % con L-Trp 3,75 % como

nanofibras (Figura 14).

Respecto al espectro de L-Trip (color negro) destacar que tiene un pico intenso
a 3400 cm' correspondiente a la tensién del grupo -NH del indol y dos bandas a
1668 cm™'y 1595 cm™! que coinciden con el estiramiento asimétrico de los grupos

COO" y NH3* 7). Por ultimo, los picos a 1456 cm™, 1414 cm™y 1356 cm™' se
28
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relacionan con el estiramiento simétrico de tensién y flexion de los grupos NH3",

COO" y CH respectivamente (26,

En cuanto al espectro de PVEMA-Ac 20 % con L-Trp al 10 %, observamos que
obtenemos un espectro similar al de solo PMVEMA-Ac 20 %, sin embargo, los
picos correspondientes al grupo acido carboxilico destacan con una mayor
intensidad, hecho que nos hace indicar que posiblemente nuestro metabolito se

encuentre encapsulado en las nanofibras.
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Figura 14 Espectro de infrarrojo de nanofibras de PMVEMA-Ac 20 %, color negro, L-Trip, color
morado, y PMVEMA-Ac 20 % con L-Trp 3,75%, color naranja.

4.5 Evaluacion cuantitativa de los metabolitos mediante ensayos de

celdas de Franz

Estos ensayos permitieron confirmar la presencia tanto de cada uno de los
metabolitos en los stocks de nanofibras empleados en los ensayos de celdas de
Franz, asi como de los metabolitos en la celda receptora del ensayo preliminar

de liberacion.

La cantidad de metabolito (OLAC y Trp) incorporado en las fibras poliméricas se
cuantifico mediante HPLC y se pudo comprobar su valor obtenido (>100 %) por
lo que su contenido tedrico se puede ajustar en las medidas del ensayo de Franz.
Sin embargo, en la cuantificacion de las muestras de las celdas receptoras del

ensayo de liberacién se obtuvo que, a pesar de que los metabolitos si fueron
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detectados, estaban fuera del limite de cuantificacion, por lo que no se pudo
obtener la concentracion de los metabolitos a los diferentes tiempos. Asi,
tampoco se pudo evaluar la cinética de la liberacion de los ensayos. Se observo
que sobre las membranas se habia secado el velo de ambos metabolitos. Esto
fue mas evidente en el caso del L-Trp, ya que se vio un sélido seco de color
anaranjado (Figura 15), lo que pudo haber causado que los metabolitos no

pudieran liberarse desde las nanofibras.

Figura 15 Fotografia representativa del PMVEMA-Ac
con L-Trp seco y solidificado depositado sobre una

membrana tras 24 horas del ensayo

Una posible solucién a este problema podria haber sido aumentar la cantidad de
metabolito en la camara dadora, sin embargo, debido a limitaciones de
solubilidad no fue posible en ninguno de los dos casos. En consecuencia, se
sugiere que en ensayos futuros se aumente la cantidad de velo en la camara
dadora para garantizar la disponibilidad de los metabolitos. Ademas, se aconseja
que se incremente la cantidad de agua anadida sobre las fibras o que esta se
afada paulatinamente con el tiempo, imitando el proceso de sudoracién de la

piel, lo cual permitiria la salida de los metabolitos ¢,

Entre las diferentes estrategias posibles, se optd por determinar la cantidad de
metabolito que se queddé en la membrana para posteriormente calcular la
cantidad que atravesd la misma. Se obtuvieron las rectas de calibrado
correspondientes a los compuestos patron L-Trp (Figura 16) y OALC (Figura 17),
recogidas en la Tabla 3, con diferentes concentraciones con respecto a la

cuantificacion anterior, con el fin de poder cuantificarlos.
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Tabla 2 Analisis de las rectas de calibrado de los compuestos patron

Metabolito Ecuacién de la recta R?
L-Trp Area = 48,914,024,279*Concentracion + 469,110 0.9978
OALC Area= 82,816,813,930*Concentracion + 11,421,360 | 0.9999
L-Triptéfano
350000000
300000000
250000000
3 200000000
*< 150000000
100000000
50000000
0
0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006 0,007

Concentracion (mg/ml)

Figura 16 Recta de calibrado para L-Triptéfano.
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Figura 17 Recta de calibrado para O-Acetil-L-Carnitina.

Se calcularon las concentraciones de las disoluciones provenientes de las

membranas y se calcul6 asi los miligramos que quedaban sobre las membranas.

Posteriormente, teniendo en cuenta los miligramos tedricos que se pusieron
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sobre la camara dadora y los miligramos obtenidos de compuesto que quedaron
sobre la membrana, se calculé el porcentaje de compuesto que no habia
atravesado la membrana. La media obtenida para las 3 celdas de OALC fue de
65+7 %y paralas 3 celdas de L-Trp de 63 £ 5 %. Por lo tanto, se estima que
entorno al 35 % de OALC y L-Trp ha atravesado la membrana, esto seria una
cantidad baja comparado con formulaciones disponibles en el mercado, como es

por ejemplo el fentanilo en parches transdérmicos(?®)
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5. CONCLUSIONES

En conclusion, en este trabajo se han explorado diferentes aspectos
relacionados con la encapsulacion de metabolitos mediante la sintesis y
caracterizacién de nanofibras poliméricas de PMVEMA-Ac con OALC y L-Trp.

Las conclusiones especificas de este trabajo son las siguientes:

- Los parametros optimos de electrohilado para las disoluciones de
PMVEMA-Ac con OALC y L-Trp fueron 16 kV de voltaje, 0,25ml/h de flujo
y 10 cm de distancia al colector.

- Se obtuvieron nanofibras homogéneas sin defectos visibles con un
diametro promedio de 367 + 43 nm para las nanofibras con OALC y de
487 + 104 nm para las de L-Trp.

- Se evalud cualitativamente la encapsulacién de OALC y L-Trp en poli
(metil vinil éter-alt-acido maléico) mediante espectroscopia infrarroja
dando un incremento de la intensidad en determinadas frecuencias, lo que
pudo sugerir la presencia de metabolitos en velo. Sin embargo, se requirié
de HPLC para confirmar su presencia.

- Se evalué cuantitativamente la encapsulacion de los metabolitos
mediante HPLC, sin embargo, no se pudo determinar la cinética de
liberacion debido a su baja concentraciéon. Como alternativa, se calculd la
concentracion que no atravesé la membrana y se determiné la cantidad

que la atraveso, que fue alrededor del 35 %.

En resumen, este trabajo contribuye al avance en el campo de la encapsulacién
de metabolitos y la formulacién de parches transdérmicos, sentando las bases
para futuras investigaciones y aplicaciones clinicas. Futuras investigaciones
podrian centrarse en profundizar en el desarrollo de técnicas de caracterizacion
mas avanzadas para evaluar la eficacia y estabilidad de los parches

transdérmicos.
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