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RESUMEN

En los avances actuales acerca de la investigacion sobre nanoestructuras de
farmacos u otros compuestos de interés los polimeros son materiales con alto interés
debido a su variedad y versatilidad. En el siguiente trabajo se han sintetizado
nanoparticulas preparadas usando como matriz polimérica principal el poli (metil vinil
éter-alt-acido maleico monoetil éster) (PMVEMA-ES). Las nanoparticulas obtenidas
han sido caracterizadas por dispersion de luz dinamica (DLS) y microscopia
electronica de barrido (FSEM). Como compuestos activos seleccionados se encapsuld
el farmaco 5-aminolevulino (5-ALA) y el aminoacido L-Triptéfano. En ambos casos,
los diametros obtenidos fueron de 200-600 nm obteniéndose una eficacia de
encapsulacién cercana al 100% en el caso del 5-ALA y muy baja en el caso del
aminoacido por HPLC y espectroscopia de absorcion respectivamente.

Palabras clave: Aminoacidos — Triptdfano - 5-ALA — Nanoparticulas-Nanofibras

ABSTRACT

In the current advances in research on nanostructures of drugs or other compounds
of interest, polymers are materials of great interest due to their variety and versatility.
In the following work we have synthesized nanoparticles prepared using poly(methyl
vinyl ether-alt-maleic acid monoethyl ester) (PMVEMA-ES) as the main polymeric
matrix. The obtained nanoparticles have been characterized by dynamic light
scattering (DLS) and scanning electron microscopy (FSEM). The drug 5-aminolevulin
(5-ALA) and the amino acid L-tryptophan were encapsulated as selected active
compounds. In both cases, the diameters obtained were 200-600 nm obtaining an
encapsulation efficiency close to 100% in the case of 5-ALA and very low in the case
of the amino acid by HPLC and absorption spectroscopy respectively.In the following
work we have synthesized nanoparticles prepared using poly(methyl vinyl vinyl ether-
alt-maleic acid monoethyl ester) (PMVEMA-ES) as the main polymeric matrix. The
obtained nanoparticles have been characterized by dynamic light scattering (DLS)
and scanning electron microscopy (FSEM). The drug 5-aminolevulin (5-ALA) and the
amino acid L-tryptophan were encapsulated as selected active compounds. In both
cases, the diameters obtained were 200-600 nm, obtaining an encapsulation
efficiency close to 100% in the case of 5-ALA and very low in the case of the amino
acid by HPLC and absorption spectroscopy, respectively.

Keywords: Amino Acids - Tryptophan - 5-ALA - Nanoparticles-Nanofibers
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1.INTRODUCCION

La Nanobiotecnologia es una disciplina frontera entre la Biotecnologia y la
Nanotecnologia. Esta conexion entre ambas ciencias ofrece la utilizacion de nuevos
nanomateriales con nuevas caracteristicas e incluso mejores que los que ya existen
hoy en dia [1]. Combinando estos materiales con moléculas biolégicas o sintéticas se
pueden llegar a fabricar nanoestructuras con propiedades Unicas [2].

La nanotecnologia en los ultimos 30 afios se esta llevando a cabo en gran parte de
laboratorios, destacando la rama de las ciencias de la salud gracias a diferentes
tecnologias como son la de polimeros y la biotecnologia. Con ello estan en auge las
propuestas de nuevas terapias contra enfermedades relevantes como pueden ser el
cancer.

En la actualidad la nanotecnologia ha sufrido un gran movimiento ya que ofrece
soluciones para el desarrollo de nuevas aplicaciones terapéuticas en biomedicina
como son las alternativas a los tratamientos convencionales.

En cuanto a los materiales que se pueden utilizar para desarrollar estas
nanoestructuras se encuentran los polimeros que presentan ventaja sobre otros
materiales de comprender un gran numero de moléculas biodegradables y
biocompatibles. Algunos de estos polimeros son modificados mediante protocolos
cortos y viables para la fabricacion de diferentes tipos de nanoestructuras susceptibles
de ser cargadas y asi poder cubrir las necesidades clinicas requeridas. Estos sistemas
se pueden ajustar al tamafo para adaptarse a los requisitos de la ruta o al dispositivo
por el cual va a ser suministrado. Atendiendo a esta Ultima caracteristica, las formas
mas populares, pero variables, son principalmente nanoparticulas, aunque las
nanofibras poliméricas estan adquiriendo cada vez mas importancia debido a sus
caracteristicas Unicas, adecuadas para aplicaciones médicas tales como protesis de

tejidos y apésitos [3-6].



1.1. Nanoparticulas

Las nanoparticulas (NPs), unas de las nanoestructuras a estudiar en este trabajo, son
definidas como particulas coloidales con tamafos que varian entre los 10-1000 nm.
Estas nanoestructuras han demostrado tener un gran potencial para transportar
farmacos usados en el diagnostico y tratamiento de enfermedades [7-8] (Figura 1).

Las nanoparticulas con un tamafio inferior a 10 nm se excretan por la orina sin llegar
a la diana terapéutica y, si su tamafio es superior a 1000 nm se las considera

microparticula [9].

Figura 1. Imagenes en microscopia de
nanoparticulas. Imagenes a diferentes escalas de
nanoparticulas poliméricas.

Las principales ventajas que nos ofrecen las NPs como nanotransportadores son:

- Presentar una relacion de superficie en proporciéon a su volumen muy grande, por
tanto, las hacen tener una mayor capacidad de encapsulacién de compuestos activos,

asi como de interaccion con su entorno [10].

- Atravesar barreras biol6gicas como mucosas gastrointestinales o respiratorias, la
barrera hematoencefélica, la piel, e incluso alcanzar compartimentos intracelulares

debido a su reducido tamafio [10].



- Proteger y mejorar la estabilidad fisica y quimica de los principios activos
encapsulados desde su fabricacion, almacenamiento, distribucion y administracion

hasta alcanzar su lugar de accion [10].

- Controlar la liberacion del farmaco en su lugar de accidén o absorcion, y con ello,

minimizar los efectos secundarios [11].

- Aumentar la biodisponibilidad de los farmacos haciendo llegar mayor cantidad de los

mismos a la diana terapéutica [12].

Las nanoparticulas se pueden clasificar segin su naturaleza quimica en: inorganica
(plata, oro, silice, fosfato calcico, magnéticas, quantum dots (6xidos metalicos),
organicas (poliméricas, liposomas, dendrimeros y micelas) e hibridas (combinan
ambos tipos). A su vez, las nanoparticulas poliméricas o también denominadas
convencionales se agrupan en nanoesferas y nanocapsulas. Las nanoesferas son
sistemas matriciales, es decir, el farmaco o sustancia activa se encuentra disperso o
absorbido en una matriz polimérica. Por su parte, las nanocpsulas son sistema
reservorio, es decir, el farmaco se encuentra en el interior de una cavidad central

recubierta por una membrana polimérica (Figura 2).
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Figura 2. Clasificacién de NPs. Tipos de NPs utilizadas como transportadores de farmacos.



1.2. Nanofibras

Las nanofibras son materiales unidimensionales y se caracterizan por presentar un
diametro (®) generalmente entre 50 y 500 nm y una longitud (L) con una relacién L/®
> 10. Su tamafnio les confiere una elevada relacion superficie/volumen, poseen una
alta porosidad y un pequefio tamafio de poro (Figura 3). Ademas, los sistemas
nanoestructurados manifiestan unas propiedades de superficie diferentes a los
materiales convencionales. Para su uso en biomedicina un requisito inicial es que las
nanofibras estén compuestas de materiales biocompatibles que hayan demostrado no
presentar toxicidad sobre los tejidos y organismos vivos. Con este fin se emplean
mayoritariamente polimeros sintéticos (poliésteres, polialcoholes, poliéteres y
polianhidridos) o biopolimeros (quitina, quitosano, colageno, fibroina de seda o
celulosa).

Actualmente existen varias aplicaciones terapéuticas en desarrollo entre las cuales
destacan la ingenieria de tejidos y la medicina regenerativa. En ellas se utilizan las
nanofibras para fabricar estructuras tridimensionales porosas y ordenadas simulando
de esta manera la matriz extracelular y estimulando el crecimiento celular. Estas
aplicaciones han sido utilizadas con éxito tanto para la fabricacidon de tejidos in vitro
como para la regeneracion in vivo de heridas y lesiones musculo-esqueléticas [13-14].
La nanofibras también son de interés en el desarrollo de nuevas formas farmacéuticas
para la via tpica, habitualmente en forma de apdsitos, parches transdérmicos o

implantes biodegradables [15].

Especialmente, se han realizado estudios sobre la vehiculizarian y liberacion de
factores de crecimiento, genes, células madre para medicina regenerativa [16-17],
antibioticos para profilaxis de infecciones asociadas a prétesis [16-17] y antitumorales
cuando se prefiere un efecto local para aumentar la eficacia y minimizar toxicidad

sistémica.



Figura 3. Imagenes en microscopia de nanofibras. Imagen a escala 5 um.

1.3. Electrospinning

El electrospinning (electrohilatura) es una técnica patentada en 1934 por Formhals y
que sigue en constante desarrollo. Es una metodologia que comenzé a ser utilizada
en el aflo 1990 por su gran variabilidad en el electrohilado de fibras poliméricas y la
produccion de nanofibras de bajo coste. Este método se diferencia por su gran
sencillez, versatilidad, bajo coste, efectividad, facilidad de implantacion y por la

posibilidad de utilizarlas para un escalado industrial [18].

Optimizando los parametros de electrospinning, se logra un control de las
caracteristicas morfolégicas de las fibras electrohiladas. En estos parametros se
incluye la disolucion polimérica empleada y las condiciones experimentales como se

verd a lo largo de este trabajo [19].

Los principios de esta técnica se basan en aplicar un elevado campo electrostatico
entre dos polos mediante un generador de corriente. El equipo esta formado por
distintas partes: sistema de inyeccién que impulsa la disolucién gracias al uso de una
bomba peristéltica. La disolucién es previamente depositada en el interior de una
jeringa. La bomba hace salir la disoluciéon por una aguja en direccion al colector
metéalico donde se depositan las fibras, formando una pelicula de baja relacion peso-

volumen[20].

El equipo puede instalarse de forma vertical u horizontal, siendo seleccionada la

disposicion horizontal para la realizacién de este proyecto. La ventaja de esta posicion



es que, si hay disolvente que no se evapora, éste caera hacia abajo y por tanto, no
diluirda las fibras si cae sobre ellas. Sin embargo, esta disposicion presenta el
inconveniente de que podemos tener pérdidas en el caso de que no toda la disolucion
forme fibras [18].

Segun muestra la figura 4, a la izquierda se encuentra la jeringa cargada con la
disolucién polimérica, en la cual se encuentra el principio activo. Donde esta la jeringa
cargada se sitla una bomba de infusion para empujar el fluido con el objetivo de
conseguir el flujo deseado. La bomba empuja el émbolo de la jeringa, generando una
presion firme que se traspasa a la disolucion del polimero en la aguja. EI campo
eléctrico, genera una polarizacién y carga que provoca que la disolucion sea atraida
hacia la superficie conductora en forma de chorro denominado jet. La aguja se
establece a una distancia determinada del colector y esta conectada a su vez a un
potencial cero.

El disolvente donde se encuentra el compuesto activo se va evaporando poco a poco
a medida que recorre el camino entre la agujay el colector, de esta forma se consiguen

fibras distribuidas al azar que acaban depositandose en el colector [20].
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Figura 4: Equipo de electrospinning en configuracion horizontal

Entre la distancia de los electrodos situados en la punta de la aguja y el colector, se
inducen cargas en el fluido, se rompe la tension superficial por el campo eléctrico y se
descompone en la fuerza tangencial (t) y una normal, y se provoca el llamado
fendbmeno cono de Taylor. Este proceso origina una aceleracion significativa en el jet

y en consecuencia su diametro disminuye en magnitud. Este jet termina formandose



so6lido, convirtiéndose en una fibra nanométrica. La corriente utilizada en este

dispositivo es de un voltaje alto, pero con una intensidad muy reducida.

En cuanto a los resultados obtenidos muchas veces no son los que se quieren debido
a que depende del control de muchas variables, tanto del disolvente y el polimero

como las del equipo de electrospinning y las medioambientales.

En muchos casos no se consiguen nanofibras poliméricas homogéneas, sino que se
obtienen nanofibras con ciertos defectos como pueden ser la formacion de gotas o

fibras mezcladas con gotas (Figura 5).

Figura 5: Defectos en nanofibras con triptéfano (10x).

Es muy importante el control del equipo de electrospinning y hay que tener en cuenta
varios parametros que afectan a la vez a la morfologia de las fibras. Estos parametros

operacionales los podemos clasificar en tres grupos [20].

1. Variables del equipo:
e Velocidad del flujo
« Potencial eléctrico
« Distancia entre la aguja y el colector

« Tipo de colector

2. Propiedades de la disolucion:
o Tipo de polimero empleado
« Viscosidad

+ Conductividad
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o Concentracion del polimero
« Densidad de carga en la superficie
« Constante dieléctrica del disolvente

« Tension superficial

3. Parametros ambientales:
« Humedad relativa
e Temperatura de la disolucion

+ Velocidad del aire en la camara

Con la tabla siguiente se pueden observar los efectos en la morfologia de la fibra de
forma individual, aunque durante el proceso de la técnica pueden existir
interrelaciones entre estos parametros que puede complicar el proceso de
electrohilado [18].

TABLA 1: PARAMETROS QUE AFECTAN A LA MORFOLOGIA DE LAS NANOFIBRAS.

Parametros Efectos en la morfologia de la fibra

Existe una distancia 6ptima para la obtencion de
Distancia | fibras, que implica que a distancias mas elevadas

Aguja-colector | o mas pequefias se formen aglomeraciones.

- A elevada velocidad de flujo no permite la
evaporacion completa del disolvente.
Equipo Velocidad de | - A velocidades de flujo pequefias permite un

flujo menor grosor de fibras.

Velocidades de flujo entre 0.5-2 ml/h.

Un voltaje elevado implica mayor campo eléctrico
Voltaje gue provoca estrechamiento de la fibra y favorece

la evaporacion del disolvente.

Es necesario un peso molecular alto para poder

obtener fibras.
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Peso

molecular
La concentracion esta relacionada con la
viscosidad.
Solucion Concentracion | - A concentraciones muy altas se obtiene
polimérica fibras de mayor grosor.

- A concentraciones muy bajas no se

obtienen fibras o aparecen de forma discontinua.

Una alta conductividad favorece la uniformidad de

Conductividad | las fibras, un menor tamafio y menos defectos.

Tension Si la tensién superficial es alta crea inestabilidad

superficial en el haz con aparicion de defectos.

La temperatura afecta directamente a la

viscosidad de la disolucién polimérica.

Temperatura
- A una mayor temperatura disminuye la
viscosidad y por lo tanto el diametro de las fibras.
Ambiente - Valores de humedad altos conducen a la
formacién de poros en las fibras.
Humedad
relativa - A valores bajos, el disolvente puede

evaporarse mas rapido y obstruir la aguja.

El tamafo y la morfologia de las fibras se puede ver influenciado por la concentracién
de la disolucién. La concentracién de polimero en la disolucion influye tanto en la
tensién superficial de la disolucion como en la viscosidad. La distribucién de las
cadenas poliméricas esta directamente relacionada con la viscosidad de la disolucion,
ya que si la disolucién presenta una viscosidad alta estas cadenas se encuentran mas
enredadas y viceversa. Ademas, cuanto mas alta sea la viscosidad de la disolucion
mas diametro presentaran las fibras. En cambio, se formaran fibras con presencia de
gotas cuando la disolucién este muy diluida debido al efecto de la tension superficial
y no se formaran gotas cuando la disolucion este muy concentrada debido a la alta

viscosidad que produce resistencia al paso de la disolucién a través del capilar.
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El voltaje es uno de los factores mas importantes dentro de los parametros del equipo
del electro spinning. En estudios realizados, algunos autores afirman que utilizando
voltajes altos se obtienen fibras con didmetros més grandes y otros que afirman que
el diametro disminuye siento mas alta la probabilidad de obtener fibras defectuosas.

En la mayoria de los estudios, utilizar un voltaje alto genera fibras con diametros mas
pequefios. Ademas, la influencia del voltaje depende también de las propiedades
viscoelasticas del material que se utilice, por ello, el tipo de polimero que se emplee

en cada caso influira en el voltaje y por ello también en el diametro de las fibras.

Otro de los pardmetros del electro spinning es el flujo de salida, el cual esta
relacionado con el diametro de la aguja, la cantidad de disolucion disponible para el
proceso de electro spinning esta condicionado por este parametro. El empleo de un
flujo pequeiio tiene como beneficios evitar la aparicién de defectos en las nanofibras,
ya que el disolvente tiene mas tiempo para evaporarse. En cambio, el empleo de un
flujo demasiado alto provocaria un aumento en el tamafio de las fibras, en el nUmero
de estas y en la probabilidad de formar nanofibras defectuosas. El flujo de salida debe
tener un volumen adecuado para permitir obtener la formacion de un cono de Taylor
estable

La distancia aguja-colector es otro parametro que debemos tener en cuenta al utilizar
el electro spinning. La distancia entre la aguja y el colector influira en las fibras, donde
también influye las propiedades de la disolucion. Emplear distancias aguja-colector
muy grandes puede provocar que las nanofibras se rompan, especialmente si estas
fibras son de pequefio tamafio. Es necesario una minima distancia entre la aguja y el
colector para que el disolvente de las fibras se evapore antes de llegar al objeto
colector. En estudios anteriores se comprueba que al utilizar mayores distancias
aguja-colector se realiza un tiempo de vuelo mayor, lo que se traduce en un mayor
estiramiento de las fibras antes de llegar al plato colector y depositarse. Se ha
observado la aparicion de gotas o fibras hiumedas en distancias muy grandes o

excesivamente pequefias.

En los parametros ambientales se observo que trabajar con una humedad muy alta
provocaba la aparicion de pequefios poros circulares en la superficie de las fibras. El
empleo de esta humedad provoca que el agua condensada en la superficie de las

13



fibras pueda influir en la morfologia de las fibras, mas aun cuando se trabaja con

disolventes volatiles.

Para caracterizar de la mejor forma posible las fibras debemos tener en cuenta tres

propiedades importantes.

e Sin malformaciones: La superficie de las fibras no debe presentar
malformaciones.

e No aglomeraciones: Intentar sintetizar fibras aisladas, no pegadas, para que su
estudio sea mas sencillo.

e Distribucion monomodal: Las fibras deben presentar diametros controlados y

representativos.

1.4. Polimero

En la ciencia siempre se estan buscando nuevas estrategias alternativas a las que ya
existen para mejorar o aumentar la efectividad de diferentes farmacos. En el &mbito
de la nanotecnologia los nuevos avances proporcionan herramientas como la
nanoencapsulacion, es decir, la encapsulaciéon de farmacos dentro de nanomateriales.
Este avance, proporciona proteccion a los productos farmacéuticos y mejora su
eficiencia, dando lugar a una mayor vida media bioldgica, facilitando también la
administracion dirigida y permitiendo una cinética de liberaciébn controlada. La
busqueda y desarrollo de polimeros biocompatibles ayudaria a una tener una mayor
versatilidad de nanoestructuras, las cuales podrian adaptarse a aplicaciones
especificas como las nanoparticulas o las nanofibras [21-23]

Para este Trabajo de Fin de Grado se ha utilizado un polimero biocompatible para la
sintesis de nanofibras poliméricas y nanoparticulas. Actualmente nuestro laboratorio
es el unico que investiga con este polimero [21-23].

El polimero utilizado se denomina poli (metil vinil éter-alt-acido maleico monoetil éster)
(PMVEMA-ES). Este polimero es un derivado del PMVEMA-AnN (poli (metil vinil éter-

alt-anhidrido maleico)).

14



La reactividad del PMVEMA-AnN (poli (metil vinil éter-alt-anhidrido maleico)) provoca
gue este polimero reaccione con una gran variedad de grupos nucledfilos, pudiendo
formarse derivados como el PMVEMA-Ac (poli (metil vinil éter-alt-acido maleico) al

reaccionar con agua, o el PMVEMA-ES al reaccionar con un alcohol (Figura 6) [21].

El PMVEMA presenta propiedades biocompatibles, biodegradables y bioadhesivas.
Por otro lado, es un material poco téxico por ello se utiliza y se comercializa para otras
aplicaciones biomédicas lo que ha dado lugar a que la FDA lo apruebe para ser

utilizado como excipiente en formulaciones para administracion topica [21-23].
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FIGURA 6: ESQUEMA DEL PMVEMA-AN Y SUS DERIVADOS.

A. PMVEMA-AN. B. PMVEMA-ES. C. PMVEMA-Ac

El PMVEMA-ES soluble en etanol y muy poco soluble en agua, por ello la
homogeneidad con la que los farmacos se introduzcan en las nanofibras y como se
gueden distribuidos en su estructura se vera influenciado por la solubilidad del farmaco
utilizado en los disolventes presentes en la disolucion polimérica. Otro parametro que
influye en la morfologia y en el diametro de las nanofibras es la viscosidad, la cual se
puede modificar ya que dependera de la concentracion a la que se haya preparado la
disolucion. Como se ha comentado anteriormente, si la viscosidad es muy alta se
obtienen nanofibras con un diametro méas grande. Por ello, los pardmetros
operacionales deben de ajustarse hasta que se obtengan las fibras deseadas en una
escala nanométrica. Para cada polimero se deben optimizar las condiciones

operacionales [19]
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1.5. Agente Neoplasico

El compuesto terapéutico modelo usado para el desarrollo de este trabajo es el acido
5-aminolevulinico (5-ALA) conocido también como 5-amino-4-oxo-pentanoico, el cudl
procede de la sintesis de succinil coenzima A y glicerina mediada por la enzima ALA
sintetasa. El 5-ALA es el compuesto que inicia la biosintesis del grupo hemo, cofactor

de la hemoglobjna, en la via de las porfirinas (Figura 7).

Como agente terapéutico, el acido 5-aminolevulinico es un profarmaco que in vivo se
bioactiva a la protoporfirina IX (PplX), una estructura tetrapirrélica que se forma debido
a la condensacion de moléculas de 5-ALA. La PplX es un compuesto fluorescente y
fotoactivo que se acumula en estructuras intracelulares, principalmente en las
mitocondrias [24] (Figura 8).

Mediante mecanismos oxidativos, la PplIX induce la formacién de especies reactivas
de oxigeno y radicales libres, los cuales producen dafio celular y finalmente la muerte
de las células afectadas por apoptosis [24]. Al formarse un compuesto fluorescente y
fotoactivo su tratamiento se lleva a cabo mediante terapia fotodinamica (TFD).

La eleccion del 5-ALA se basa en que este compuesto se acumula y bioactiva con

mas fuerza a su diana terapéutica, las células hiperproliferativa.

5-ALA 0

|
® @
\‘/ \./ \'/

|
0

Figura 7: ESTRUCTURA QUIMICA DEL COMPUESTO 5-AMINOLEVULINICO

H.N OH
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FIGURA 8: ESQUEMA DE LA FORMACION DE LA
PROTOPORFIRINA IX EN LA ViA DE LAS PORFIRINAS.

1.6. Triptéfano

Se ha seleccionado este aminoacido en este estudio ya que es uno de los aminoacidos
mas esenciales entre los veinte aminoacidos incluidos en el cddigo genético del ser
humano y se obtiene a través de los alimentos. Es considerado uno de los
aminodacidos esenciales debido a su estructura quimica como un LNAA (Large Neutral
Amino Acid).

El cuerpo utiliza este amino&cido para la regulacion de diversos procesos humanos
basicos como el favorecimiento de la sintesis de melatonina, la N-acetilserotonina y la
serotonina (5-HT, 5-hidroxitriptamina), que actlan como neurotransmisores,
neuromoduladores y neurohormonas llevando a cabo la transmision del impulso
nervioso, la regulacion del ciclo de suefio y la vigilia, el apetito, el estado afectivo y el
dolor. Existen estudios que evidencian que concentraciones altas de triptéfano
reducen el estrés y la respuesta inflamatoria por lo que es muy importante mantener

los niveles de triptofano adecuados (Figura 9) [26-27].
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FIGURA 9: ESQUEMA DE LA VIA DE ACTUACION DEL TRIPTOFANO.

2. OBJETIVOS

Los objetivos de este trabajo fueron el de optimizar el proceso de purificacion en
la sintesis de nanoparticulas poliméricas, descrito en anteriores trabajos en este
laboratorio, basandonos en las nanoparticulas de 5-ALA y la determinacion de la
encapsulaciéon de L-triptéfano. Para conseguir este objetivo global se siguen los

siguientes puntos:

-Sintesis de nanoparticulas de PMEVA-Es con 5-ALA mediante el método de

desplazamiento de disolvente, desarrollado anteriormente en este laboratorio.

-Sintesis de nanoparticulas de PMEVA-Es con L-triptéfano mediante el mismo

método que el punto anterior.
-Sintesis de nanofibras de PMVEMA-Es con L-triptéfano.
-Caracterizacion de las nanoestructuras.

-Eficacia de encapsulacion de nanoparticulas.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Reactivos y Disolventes

Los diferentes reactivos y disolventes utilizados fueron adquiridos en su mayoria
de Sigma-Aldrich (Saint Louise, EE.UU.). En el caso de proceder de otra casa
comercial, esta sera indicada. Los principales disolventes empleados fueron:
etanol (pureza=99,8 %), acetonitrilo Cromasolv grado HPLC, &cido férmico de
Fluka (Madrid, Espafia) y agua Milli-Q. El farmaco acido 5-aminolevulinico (5-ALA;
Mw=167,59 g/mol) se adquiri6 en forma de hidrocloruro y el aminoacido L-
triptéfano (Mw=204.238 g/mol).

El copolimero empleado poli (metil vinil éter-alt-4cido maleico monoetil éster)
PMVEMA-Es, con Mw= 130000 g/mol, es un copolimero alternado derivado del

poli (metil vinil éter-alt-anhidrido maleico) procedente de Sigma-Aldrich.

3.2. Sintesis de Nanoparticulas

Para la formacibn de las nanoparticulas de PMVEMA-ES, se realiz6 una
modificacion del método de desplazamiento de disolvente, descrito por primera
vez por H. Salman y col. [28]. Este método se basa en una emulsificacion
espontanea entre una fase organica, donde se encuentra el polimero, y una fase
acuosa.

El PMEVA-ES utilizado se encontraba al 50% en etanol. Se realizé una disolucion
al 2% en etanol con agitacion magnética durante 10 min a 300 rpm (revoluciones
por minuto), obteniéndose una disolucién al 1% p/p etanol-PMEVA-ES real.
Seguidamente, para la sintesis de nanoparticulas sin contenido encapsulado, se
afadieron 10 mL de H20 MiliQ gota a gota a la solucion realizada anteriormente,
manteniendo la agitacion. Para la sintesis de nanoparticulas con contenido
encapsulado, se preparé previamente una disolucion 6mM de 5-ALA y otra

disolucion 6mM de L-triptéfano.

Segun la cantidad a encapsular se afadieron diferentes volimenes de

disoluciones 6 mM de 5-ALA y L-triptéfano, segun los siguientes esquemas:
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Nanoparticulas PMEVA-ES 1% 5-ALA/PMEVA-ES (p/p) Nanoparticulas PMEVA-ES 2% 5-ALA /PMEVA-ES (p/p)

50% Etanol

50% PMEVA-ES

50% Etanol
/ . PMEVA-ES 50% en etanol

50% PMEVA-ES

. PMEVA-ES 50% en etanol

o
o

1 mg de L-triptéfano de una disolucion 6 mM

0,5 mg de L-triptéfano de una disoluciéon 6 mM

+
+ .
!/_Lj!'j‘-’:’ 9 ml H20 MiliQ = Volumen final = 10 mL
9,5 ml H,0 MiliQ = Volumen final = 10 mL =

Nanoparticulas PMEVA-ES 5% 5-ALA/PMEVA-ES (p/p)

/ 50% Etanol

‘ PMEVA-ES 50% en etanol
50% PMEVA-ES

s

2,5 mg de L-triptéfano una disolucién 6 mM

L o
B ia)
'—’/_?U ! 9 ml H20 MiliQ = Volumen final = 10 mL

Nanoparticulas PMEVA-ES 1% L-Triptéfano/PMEVA-ES (p/p) Nanoparticulas PMEVA-ES 2% L-Triptéfano /PMEVA-ES (p/p)

50% Etanol / 50% Etanol
/ . PMEVA-ES 50% en etanol L

. PMEVA-ES 50% en etanol
50% PMEVA-ES

50% PMEVA-ES

+ +

1 mg de L-triptéfano de una disoluciéon 6 mM

0,5 mg de L-triptéfano de una disolucion 6 mM

-+ +

Yia) P i
9,5 ml H20 MiliQ = Volumen final = 10 mL SR

ik,

9 ml H,0 MiliQ = Volumen final = 10 mL

20



Nanoparticulas PMEVA-ES 5% L-Triptéfano /PMEVA-ES (p/p) Nanoparticulas PMEVA-ES 10% L-Triptéfano /PMEVA-ES (p/p)

50% Etanol

/ 50% Etanol /v
. PMEVA-ES 50% en etanol . PMEVA-ES 50% en etanol
\

50% PMEVA-ES 50% PMEVA-ES

N =+

5 mg de L-triptéfano una disolucién 6 mM

2,5 mg de L-triptéfano una disolucion 6 mM

&= .
)

m

=

9 ml H,0 MiliQ = Volumen final = 10 mL 9 ml Hz0 MiliQ > Volumen final = 10 mL

3.2.1. Reactivos y Disolventes

Esta técnica se ha utilizado para la purificacion de las nanoparticulas sintetizadas
con el fin de separar el material encapsulado de aquel que no haya sido. Para esta
técnica se ha utilizado una membrana de didlisis cuyo cutoff es de 3500 Da (3500
g/mol) de Spectrumlabs.com, siendo un tamafio de poro suficiente para seperar el
polimero utilizado cuyo peso molecular es MW PMEVA-Es= 130000 g/mol) de
nuestro material a encapsular de menor peso molecular. Los pesos moleculares
de los compuestos que encapsulamos fueron: MW 5-ALA=167,59 g/mol y MW L-
triptéfano=204,238 g/mol (Figura 10).

Mediante este método las nanoparticulas poliméricas con el material
encapsulado se espera que se queden en el interior de la membrana y el resto de
material no encapsulado o polimero fuera de las nanoestructuras s se espera que

salgan de la membrana.

Figura 10: Preparacion dialisis.
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3.3. Sintesis de Nanofibras

3.3.1. Preparacion de las disoluciones

Como se ha podido comprobar en estudios anterior en nuestro laboratorio, el

desarrollo de nanofibras se prepara realizando una disolucién madre al 25% (p/p) en

etanol, partiendo de una disolucién comercial de PMEVA-Es al 50% en etanol con el

fin de obtener nanofibras con la morfologia deseada.

Tras realizar la disolucion madre se preparan disoluciones a diferentes

concentraciones de triptéfano en agua. Observamos que las concentraciones de L-

triptéfano superiores al 0,5%, respecto al polimero, no se disolvia.

Nanofibras PMEVA-ES 2% L-Tript6fano /PMEVA-ES (p/p)

Nanofibras PMEVA-ES 10% L-Triptéfano /PMEVA-ES (p/p)

50% Etanol / 50% Etanol
/ . PMEVA-ES 50% en etanol .

. PMEVA-ES 50% en etanol
50% PMEVA-ES

50% PMEVA-ES

o =

0.05 g de L-triptéfano una disoluciéon 6 mM

Nanofibras PMEVA-ES 1% L-Triptéfano /PMEVA-ES (p/p) Nanofibras PMEVA-ES 0.5% L-Triptéfano /PMEVA-ES (p/p)
/ 50% Etanol / 50% Etanol
. PMEVA-ES 50% en etanol ‘ PMEVA-ES 50% en etanol
T~ 50% PMEVA-ES T~ 50% PMEVA-ES
L o L
e o Ty " 2
A 0.025 g de L-triptofano una disolucion 6 mM Ppu 0.0125 g de L-triptéfano una disolucién 6 mM




3.4. Espectroscopia de correlacion de fotones

El DLS llamado asi por sus siglas en inglés: Dynamic light Scattering, es capaz de
medir el movimiento browniano de las particulas en una dispersion y utiliza esta
informacion para determinar su tamafno hidrodinamico, por ello lo utilizamos para
conocer el tamafio de las nanoparticulas sintetizadas y obtener informacion sobre
su variabilidad. El tamafio hidrodinamico medido por el DLS se define como el
tamafo de una esfera que se difunde a la misma velocidad que la particula que
se mide, la cual contiene la particula central mas cualquier ion, polimero u otra

cosa que este unida a su superficie.

El equipo con el que se realizaron las medidas fue un Malvern Panalytical que
utiliza una dispersion de luz dindmica clasica de 90° con un angulo de medicion de
90°. Para obtener las medidas de nuestras nanoparticulas, se utilizaron cubetas
de poliestireno cuadradas y desechables de 1 cm y 4,5 mL de volumen utilizando
un volumen de 1,5 mL de muestra. El equipo se configurd para obtener 3 medidas
por muestra y mostrar el valor medio de estas. Los resultados se expresan con la

media de las tres medidas + desviacion estandar (sd) .

3.5. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

Para calcular la concentracion de 5-ALA en el interior de las nanoparticulas y la
eficacia de encapsulacion se utilizé la técnica de cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC). El equipo utilizado fue un Shimadzu LCMS-8050 (Shimadzu
Kioto, Japdén) que se compone por un HPLC que incluye dos bombas unitarias,
una unidad desgasificadora, un inyector automatico, un horno termostatizado y un
detector diodo array acoplado a un espectrometro de masas triple cuadrupolo
(QQgQ) con una interfase de ionizacion por electrospray (ESI). El procesado de
datos se llevdo a cabo mediante el software LabSsolutions de Shimadzu. La
columna empleada fue de fase reversa LiChrospher 100 RP-18 (250 mm x 4 mm,

5 um)(Merck KGaA, Darmstadt, Germany).

El método empleado fue una modificacion del descrito anteriormente en nuestro

laboratorio en la tesis doctoral “Disefio de sistemas poliméricos nanoestructurados
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transportadores para aplicaciones biomédicas “[20]. El método utilizado en este
estudio es isocratico con una fase movil del 98% de agua con acido formico al
0,1% v/v y un 2% de acetonitrilo con acido férmico al 0,1% v/v, a un flujo de 0.5
mL/min y un volumen de inyeccion de 1 pL con un tiempo de duracion del andlisis

de 10 minutos. Las muestras fueron inyectadas por triplicado.

Se optimizaron los parametros del espectrofotometro de masas de manera automatico
con la herramienta Optimitazion for method del software Labssolutions, dando lugar a
eventos MRM (del inglés multiple reaction monitore). MRM selecciona el ion parenteral
del 5-ALA ionizado en el primer cuadrupolo del instrumento, lo fragmenta en la celda
de colision y después escoge los fragmentos en el tercer cuadrupolo, seleccionando
una transicion del ion parenteral a otro. La transicion utilizada para la recta patron y
muestras fue 132.15 > 86.10 m/z.

Para el ensayo cromatogréafico se realizé una curva de calibrado con diferentes
concentraciones de 5-ALA en agua (0.0125, 0.025, 0.05, 0.1, 0.15, 0.2 mg/mL)
realizadas por triplicado. Cada punto de la curva de calibrado corresponde, por
tanto, a la media de la sefal de 5-ALA detectada, cuantificada como el area

comprendida entre el pico de cada sefal de 5-ALA y la sefial basal (Figura 11 Ay B).

Tabla 2. Curva de calibrado.

TIPO DE CURVA ECUACION R2

LINEAL Y =2.40181E008X + 0,992
1.93694E006
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Figura 11. A) Perfil cromatografico de la curva de calibrado de 5-ALA y las muestras analizadas.
B) Curva de calibrado del 5-ALA (Y: area, X: concentraciones (mg/mL)), usada para calcular la

eficiencia deencapsulaciéon en las nanoparticulas.

Las muestras cuantificadas pertenecen al sobrenadante obtenido en el dltimo
paso de del proceso de sintesis de nanoparticulas correspondiente a la

purificacion.

Por tanto, se cuantifica la cantidad de 5-ALA que no se ha encapsulado y que se
encuentra en el sobrenadante, y por diferencia con la cantidad inicial afiadida se

determina la cantidad de 5-ALA en las nanoparticulas.

Una vez obtenida la cantidad de 5-ALA que se ha encapsulado, se calcula la eficiencia
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de encapsulacion (EE%), que consiste en la relacion entre la cantidad de 5-ALA
inicial (QO0) utilizado para la sintesis de las nanoparticulas, y la cantidad final (QF)

obtenida por HPLC, siguiendo la siguiente férmula:

EE% :% - 100

Qs

3.6. Microscopia Electréonica de Transmisién

La microscopia electronica de transmision o TEM (del ingés Transmission Electron
Microscopy) utiliza los electrones transmitidos, es decir, que atraviesan la muestra
para crear una imagen. Esta técnica ofrece informacién valiosa sobre la estructura
interna de la muestra, estructura cristalina, morfologia, informacion sobre la
tension... En este trabajo se utiliza esta técnica con el objetivo de confirmar la
formacién de nanoparticulas y su tamafo, que previamente ha sido obtenido por

DLS, y poder describir su morfologia.

Para ello, se prepara una disolucion 1:500 de las nanoparticulas. Se alicuotan 5 pL
de dicha disolucion sobre una rejilla de cobre de 3 mm de Electron Microscopy
Sciences (Hatfield, UK) y se deja secar durante 24h. El equipo utilizado fue el

microscopio electronico de transmision Jeol 1011 (Jeol, Japan).

3.7. Microscopia Electréonica de Barrido (SEM)

La microscopia electronica de barrido de emisién de campo o SEM (FESEM, Field
Emission Scanning Electron Microscop, SIGMA 300 VP de ZEISS) produce una
imagen ampliada utilizando un haz de electrones en lugar de luz para formar una

imagen.

Se detectan los electrones reflejados o golpeados proporcionando informacion

sobre la superficie de la muestra y su composicion. La imagen posteriormente es
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media mediante el programa ImageJ para conocer los taflamos de las

nanoparticulas y nanofibras sintetizadas.

Para realizar SEM en las muestras de nanoparticulas, se prepara una disolucion
1:500 de las nanoparticulas. Se alicuotan 2 uL de dicha disolucion sobre una oblea

de silicio y se deja secar 24h.

3.8. Espectrometria de Absorcion

La espectrometria de absorcion engloba a una variedad de técnicas que emplean
la interaccién de la radiacion electromagnética con la materia. En esta técnica se
compara la intensidad de un haz de luz medida antes y después de la interaccién
con una muestra. Las palabras transmision y remision se refieren a la direccion de
viaje de los haces de luz medidos antes y después de la absorcidon. Las
descripciones experimentales asumen gque hay una Unica direccion de incidencia
de la luz sobre la muestra, y que un plano perpendicular a esta direccion pasa por
la muestra. En la transmision, la luz es dispersada desde la muestra hacia un
detector en el lado opuesto de la muestra. En la remision, la luz es dispersada

desde la muestra hacia un detector en el mismo lado de la muestra.

En este estudio se ha utilizado la espectrometria UV-visible, que hace referencia a
técnicas donde se mide cuanta luz de una longitud de onda particular (color) es
absorbida por una muestra ya que el color a menudo puede correlacionarse con la
presencia y/o la estructura de una sustancia quimica particular. En este estudio, el
aminoacido utilizado L-triptéfano presenta una banda caracteristica en el espectro
de absorcion en UV-visible a 280 nm, permitiendo conocer su concentracion (EE%)

por diferencia entre lo analizado (sobrenadante) y lo afiadido en la sintesis .

EE% =@ - 100

Qs
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Para el ensayo se realiz6 una curva de calibrado con diferentes concentraciones de
L-Triptéfano en agua (0,000000023, 0,000000046, 0,000000092, 0,000000184,
0,000000220 mM). De cada punto de la curva de calibrado y de cada una de las
muestras se realizé un barrido entre las longitudes de onda 500-200 nm, obteniendo
asi un espectro completo de absorbancia para comprobar si nuestro polimero

interfiere en la curva de absorcion. (Figura 12 Ay B).
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Figura 12. A) Curva de calibrado de L-Tript6fano en agua B) Espectro de absorcion del
sobrenadante de nanoparticulas de triptéfano (NP) a diferentes concentraciones.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacion de las nanoparticulas y las nanofibras
polimeéricas

4.1.1 Tamano y morfologia de las nanoparticulas

Estudios previos del laboratorio, pusieron a punto un protocolo de sintesis de
nanoparticulas esféricas con una cantidad inicial de PMVEMA-ES de 100 mg, de
forma que la concentracion final del polimero en la suspensién de nanoparticulas seria
10 mg/mL. Como el polimero comercial utilizado se encuentra al 50% en etanol,

nuestra concentracion final de polimero seria de 50 mg/10 ml.

Para iniciar este trabajo se sintetizaron nanoparticulas de polimero vacias y
nanoparticulas de polimero con 5-ALA y L-triptéfano para asi poder comprobar la

encapsulacién de un compuesto y observar como esta afectaria a su tamafio.

En la seccién de metodologia, anteriormente descrita, aparecen las cantidades de 5-
ALA y L-triptéfano afiadidas en las diferentes disoluciones de nanoparticulas. En
ambos casos, se midio el tamafio mediante espectroscopia de correlacion de fotones

(DLS) y su potencial Z (PZ) correspondiente.

Tabla 3: Tamafios nanoparticulas poliméricas con 5-ALA

TIPO DE NP DIAMETRO (nm) PZ (mV)
vacias 208.8 +£54.43 -30.7 £ 6.48
1% 215.9 + 87,27 -33.7 £ 6.38
2% 613.3 £130.1 -20.6 + 6.43
5% 813.3 £324.2 -19.5+6.91
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Tabla 4: Tamafios nanoparticulas poliméricas con L-Triptéfano.

TIPO DE NP DIAMETRO (nm) Pz (mV)
Vacias 205.5 +54.39 -36.5 £ 6.40
1% 200.3 £ 50.46 -33.7 +£4.49
2% 173.7 £ 47.42 -33.7 £5.22
5% 205.5 £ 54.95 -30.2+£5.91
10% 195.2 £ 53.95 -30.5+6.18

En las nanoparticulas de 5-ALA se aprecia un aumento del tamafio de la

nanoparticula conforme aumentamos la cantidad de compuesto activo encapsulado.

La polidispersion (PDI) es una medida de la homogeneidad de las poblaciones.
Segun las especificaciones del equipo utilizado, los valores de PDI < 0.2 nos dicen
gue es una poblacibn homogénea. Segun esto en las poblaciones preparadas hay

mucha homogeneidad.

El potencial Z es una magnitud electroestatica de doble capa interfacial de una
particula con su entorno. El signo entre cargas de las particulas corresponde a la
atraccién o repulsion entre estas cargas y uno de los parametros claves a tener en

cuenta para ver como se ve afectaba la estabilidad de las nanoparticulas.

Los potenciales Z tienen todos datos parecidos. Todos ellos son datos negativos
para las distintas formulaciones, sus valores oscilan entre -20 mV y -35 mV.

La morfologia de las nanopatrticulas se comprobd6 diluyendo las nanoparticulas 1:500
en el caso de las NP de triptéfano y 1:200 en las NP de 5-ALA, y realizando SEM

para poder obtener un plano mas representativo de su tamafo y morfologia.

(Figura 13y 14)
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Figura 13: Nanoparticulas de PMEVA-Es 1% en L-tript6fano. Escala a 400 nm.

Figura 14: Nanoparticulas de PMEVA-Es 1% en 5-ALA. Escala a 300 nm.

Tabla 5: Tamafios Nanoparticulas PMEVA-Es 1% en L-Triptofano.

TIPO DE NP Media (nm)
1% 383.813

Tabla 6: Tamafos Nanoparticulas PMEVA-Es 1% en 5-ALA.

TIPO DE NP Media (nm)
1% 168.519
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4.1.2 Tamaino y morfologia de las nanofibras

Las nanofibras se elaboraron mediante electrospinning con sus respectivas
condiciones experimentales y se caracterizaron inicialmente mediante microscopia

Optica.

Se prepararon nanofibras de PMVEMA-Es como control a partir de una disolucion de
PMVEMA-ES 25% p/p y se analizaron mediante microscopia Optica, observando que

se obtenian nanofibras sin defectos.

Las nanofibras de PMVEMA-ES de L-triptéfano se realizaron a partir de una disolucion
de PMVEMA-ES 25% p/p con 0,5% de L-triptéfano respecto al polimero.

En la Figura 15, se muestran dos imagenes a distintos aumentos de las nanofibras

sintetizadas.

Figura 15: Nanofibras de PMEVA-Es 0.5% en L-tript6fano. Aumento a 40x, 63 x.

Posteriormente estas nanofibras fueron estudiadas con mas detalle en SEM.
Mediante esta técnica podemos analizar la homogeneidad de las fibras y obtener un
plano mas representativo ya que estas imagenes se pueden observar con un nivel

de resolucion mayor al microscopio optico (Figura 16).
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Figura 16: Nanofibras de PMEVA-Es 0.5% en L-tript6fano. Escalaa5 um.

Se realizaron nanofibras con una concentracion 0.5% de L-Triptéfanoa diferentes
condiciones para encontrar las condiciones Optimas de sintesis de nanofibras

homogéneas.

Tabla 7: Condiciones para la sintesis de nanofibras de PMEVA-Es 0.5% L-Triptéfano.

o Voltaje Distancia Flujo  Media
Condicion
(Kv) (cm) (mih) — (um)
A 17 10 0.05 1,71707
B 17 12 0.05 1,36992
17 14 0.05 1,52844
18 12 0.05 1,45021
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4.2. Eficiencia de encapsulacion de las nanoparticulas

4.2.1. Nanoparticulas de PMEVA-Es con 5-ALA

Con el HPLC se determind la eficacia de encapsulacion, con la que cuantificamos el
profarmaco 5-ALA encapsulado en la nanoparticula polimérica.

El calculo de la eficacia de encapsulacidn se realizé analizando la concentracion de
5-ALA en los sobrenadantes de cada una de las muestras y fue calculada utilizando
la recta de calibrado descrita en materiales y métodos de este trabajo.

Los resultados de eficiencia de encapsulacién obtenidos se representan en la
siguiente tabla.

Tabla 8: Eficacia de encapsulacion [5-ALA]

[5-ALA] EF (%)
NP

(mg/ml)
1% 0,0420 20%

2% 0.0953 10%



4.2.2. Nanoparticulas de PMEVA-Es con L-triptéfano

Con el espectrofotometro de ultravioleta / visible se calculd la eficacia de
encapsulacion del triptéfano en nanoparticulas poliméricas.

El calculo de la eficacia de encapsulacion se realizé midiendo los sobrenadantes de
las muestras de NP dializadas para calcular la cantidad de triptéfano no encapsulado.
La concentracion de tripto6fano en cada una de las muestras fue calculada utilizando

la recta de calibrado descrita en materiales y métodos de este trabajo.

Tabla 9: Eficacia de encapsulacion [L-Triptofano]
Longitud de [L-Triptéfano] EF (%)

NP
onda (nm) (mM)
1% 279 0.0499 79.6
2% 279 0.0649 73.5
5% 279 0.1069 56.3
10% 279 0.1729 294
5. DISCUSION

En este trabajo de fin de grado, se llevé a cabo una comparativa del método de
purificacion de nanoparticulas poliméricas. Las nanopatrticulas sintetizadas de 5- ALA
se realizaron mediante centrifugacion en combinacién con la puesta a punto de un
método de fabricacién de nanoparticulas poliméricas por dializacion para encapsular

L-triptéfano. Ademas se realizaron nanofibras de triptéfano.

En la actualidad hay publicados diversos trabajos en los que encapsulan 5-ALA, en
liposomas o nanoparticulas de polisacaridos para el tratamiento del melanoma y el
acne, pero no se han encontrado referencias que utilicen el polimero que se utiliza en

este trabajo, el PMVEMA-ES, como agente encapsulador del 5-ALA.

Para la produccion de nanoparticulas se empled una modificacion del método de
desplazamiento de disolvente, aplicado anteriormente en nuestro laboratorio. El
objetivo de aplicar esta sintesis era valorar la diferencia entre el paso final, la

purificacion, analizando si era 6ptimo utilizar el método de centrifugacién o la dialisis
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empleada en las nanoparticulas de triptofano. Hasta ahora en el laboratorio se habia
empleado la centrifugacion y se pretendia ver si la didlisis mejoraba el tamafio de las

nanoparticulas.

Segun podemos observar en los resultados cuando desarrollamos las diferentes
nanoparticulas de 5-ALA mediante centrifugacion se obtienen tamafos que fluctdan
entre 200 nm y 800 nm con polidispersiones mayores a 0.3 para unas cargas de 1,2
y 5% de 5-ALA con respecto al polimero.

Sin embargo, cuando realizamos las nanoparticulas de L-triptéfano mediante dialisis,
los tamafios de las nanoparticulas oscilan entre 200-300 para las mismas

concentraciones, pero en este caso, las polidispersiones son inferiores a 0.3.

Por tanto, al realizar esta comparativa entre ambos métodos de purificacion, se
observa que al realizase el método de centrifugacion e intentar resuspender el pellet
en agua es practicamente imposible ya que el PMEVA-Es no es soluble en agua. Por
ello, no se consigue resuspender una cantidad suficiente para obtener una medida ya
que hay poca cantidad de nanoparticulas frente a gran cantidad de agua,
obteniéndose asi una polidispersion mayor de 0.3.

Tras analizar los tamafos, nos fijamos en los potenciales zeta, una medida de la
magnitud de la doble capa interfacial de las nanoparticulas con su entorno. El sigo
negativo o positivo indica la atraccion (positivo) o repulsion (negativo) entre las cargas.
Es un parametro clave a tener en cuenta para saber cdmo afecta la estabilidad de las
nanoparticulas, por tanto, el potencial zeta nos indica el grado de estabilidad eléctrica,
unos valores cercanos a cero nos indican que las particulas tenderan a precipitar
mientras que si los valores son lejanos en valor absoluto indican estabilidad y que no

tenderan a agregarse.

Todas las nanoparticulas desarrolladas, presentan valores de potencial zeta altos y
con ello podemos ver que presentan estabilidad en medios dispersos. Estos valores
son muy similares a estudios realizados anteriormente en nuestro laboratorio y a

compuestos de mono ésteres [28].

Tras analizar las medidas fisicoquimicas se paso a ver si la eficacia de encapsulacion,
es decir, la cantidad de 5-ALA y de aminoacido que se habia encapsulado. Este

proceso se llevd a cabo mediante técnicas analiticas diferentes. Siendo la
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cromatografia con detector MS/MS para el 5-ALA como se indica en apartados
anteriores y espectroscopia de UV-Visible para la cuantificacion de L-triptéfano, ya
que este compuesto presenta absorcion maxima a una longitud de onda de 280 nm
siendo factible su andlisis mediante esta técnica. En trabajos anteriores la cantidad de
5-ALA encapsulado, se calcul6 mediante detector de ELSD y actualmente, en este
trabajo mediante MS/MS. EIl 5- ALA tuvo una eficacia de encapsulacién entorno al
30% en consonancia con un proyecto anteriormente llevado a cabo en el laboratorio.
Por su parte, el L-triptéfano presentd una eficacia de encapsulacion entre el 30 y el 80

% siendo el 30% para un 10% de carga de aminoacido y el 80% para el 1% de carga.

Por ultimo, las nanoparticulas fueron caracterizadas por FSEM. Esta técnica nos
permite hacer un barrido de la muestra para observar la homogeneidad y ver un plano
representativo, ademas de ver en detalle la morfologia y poder medir el diametro real

de las particulas.

Se realizaron fotos de nanoparticulas de 5- ALA al 1% p/p centrifugadas para ver
exactamente que se cumplia la hipotesis de que existia algo agregado y por ello
obteniamos esos valores de polidispersiones y mayores tamafios. Por lo que se puede
observar en la figura 14 parece que hay nanoparticulas pegadas a polimero suelto o
roto al intentar despegar el pellet. Por el contrario, en las nanoparticulas de triptéfano

al 1% p/p se observan las nanoparticulas sueltas y separadas (Figura 13).

En la parte de desarrollo de nanofibras cargadas con L-triptéfano se desarrollé el
método puesto a punto anteriormente en la tesis doctoral de Amalia Mira pero en este

caso con el aminoacido citado [20].

Los desarrollos de nanofibras de triptéfano fueron con cargas de 0.5%, 1%, 5%y 10%.
Las disoluciones al 5 y 10% no pudieron llevarse a cabo porque el aminoacido
precipitaba. Las disoluciones al 1% no se conseguia obtener del todo homogénea pero
las disoluciones del 0.5 % estaban perfectamente disueltas y es en la que se centraron

los calculos de tamafios y posteriormente caracterizacion por FSEM.

Los tamarfios de las nanofibras fluctuaron entre 1 micra y 2 micras, siendo por tanto

unas fibras micrométricas heterogéneas.

En el FSEM se observa que son de superficie lisa y sin malformaciones como pueden

ser nudos o bits.
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6. CONCLUSION Y PROYECCION FUTURA

La utilizacién de 5-ALA y L-triptofano como tratamiento oral para diversos canceres y
para tratamientos del suefio o para destino en piscifactorias respectivamente puede
ocasionar efectos no deseados en los pacientes, en el caso de la via oral o
transdérmica en humanos. En este Trabajo de Fin de Grado, se han disefiado y
desarrollado sistemas nanoestructurados de encapsulacion de dos compuestos para
ser incorporados en formas galénicas orales (5-ALA) o via transdérmica (L-triptéfano).
La intencién de estas formas farmacéuticas sobre cualquier enfermedad es la de
activar de forma controlada la administracion de farmaco pudiendo asi aportar una
mejora en la calidad de vida del paciente al reducir los posibles efectos secundarios
producidos por via oral. Con este objetivo, se utilizé el derivado éster del poli (metil
vinil éter-alt-anhidrido maleico), (PMVEMA-ES), como polimero matriz, por sus

caracteristicas biocompatibles, biodegradables y transportadoras.
Las principales conclusiones de este trabajo son:

1. Las nanoparticulas de 5-ALA presentan mayor PDI tras una purificaciéon por
centrifugacion.

2. Las nanoparticulas de L-triptéfano mediante didlisis encapsulan un porcentaje
superior al 30%.

El método de dialisis genera poblaciones de nanoparticulas mas homogéneas.

4. Se ha utilizado una disolucion polimérica de PMVEMA-ES 25% p/p como
polimero matriz para la produccion de nanofibras mediante la técnica de
electrohilatura para encapsular L-triptéfano.

5. El tamafio y morfologia de las nanofibras dependieron de los parametros
experimentales y también de la estructura del aminoacido encapsulado.

6. La eficacia de encapsulacion (EE%) en la nanofibra deberia haberse
cuantificado con una muestra de la disolucion inicial, diluida en base a la
cantidad tedrica afiadida para entrar dentro del rango de la curva de calibrado.
Con ese dato se partiria para cuantificar la liberacion. Por tanto, quedaria
pendiente para futuros trabajos.

7. Optimizando la encapsulacion de las nanoparticulas se podrian desarrollar

ensayos in vitro.
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8. Conociendo la encapsulacion de las nanofibras, se procederia a los ensayos

de liberacidbn mediante celdas de Franz ya los estudios in vitro.

Con este trabajo se ha pretendido optimizar la forma de fabricacion de nanoparticulas
en el laboratorio para mejorar el proceso con el polimero utilizado y ademas,
desarrollar una nueva forma de administracion de un aminoacido de aplicacion

cutanea o en piscifactorias.
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