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RESUMEN

La hidradenitis supurativa, es una afeccién inflamatoria crénica caracterizada por la aparicion de
lesiones dolorosas, nédulos y abscesos en la piel. La administracién oral de algunos retinoides, como
la acitretina y la isotretinoina, se utilizan para tratar esta enfermedad, sin embargo, pueden generar
efectos secundarios en el organismo. Por tanto, para lograr manejar esta enfermedad sin originar esos
efectos adversos en los pacientes, en este trabajo se ha llevado a cabo un tratamiento alternativo
mediante la encapsulacion de estos retinoides por separado en diferentes tipos de nanofibras
poliméricas, para una posterior administracién transdérmica en las zonas de la piel afectadas. Estas
nanofibras se sintetizaron empleando la técnica de eletrohilatura, a partir de diferentes disoluciones
poliméricas realizadas con los polimeros PMVEMA-ES y PMVEMA-Ac, los cuales son biocompatibles y
biodegradables. Las nanofibras se caracterizaron mediante microscopia 6ptica y electrdnica, y se
estudid la estabilidad los compuestos encapsulados en las diferentes fibras a lo largo del tiempo.
También se realizaron ensayos de liberacién in vitro mediante celdas de Franz, asi como de viabilidad

celular en una linea de queratinocitos (HaCaT).
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ABSTRACT

Hidradenitis suppurativa is a chronic inflammatory condition characterised by painful lesions,
nodules and abscesses on the skin. Oral administration of some retinoids, such as acitretin and
isotretinoin, are used to treat this disease, however, they can cause side effects in the body. Therefore,
in order to manage this disease without causing these adverse effects in patients, in this work an
alternative treatment has been carried out by encapsulating these retinoids separately in different
types of polymeric nanofibres, for subsequent transdermal administration in the affected areas of the
skin. These nanofibres were synthesised using the eletrohyilation technique, from different polymeric
solutions made with the polymers PMVEMA-ES and PMVEMA-Ac, which are biocompatible and
biodegradable. The nanofibres were characterised by optical and electron microscopy, and the stability
of the compounds encapsulated in the different fibres was studied over time. In vitro release assays

were also performed using Franz cells, as well as cell viability in a keratinocyte line (HaCaT).
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1. INTRODUCCION

La hidradenitis supurativa (HS), también conocida como acné inverso, es una afecciéon
inflamatoria crénica, debilitante y recurrente de la piel caracterizada por unas lesiones dolorosas o
supurantes recurrentes, que suelen aparecer en regiones donde se encuentran las glandulas
sudoriparas apocrinas. Los pacientes que padecen esta enfermedad desarrollan nédulos inflamados y
dolorosos, abscesos y tractos sinusales en los pliegues de la piel de las axilas, los gluteos, las zonas

perineales y las zonas intertriginosas [1][2].

La HS es una enfermedad que aparece normalmente en la edad adulta, en la pubertad y antes
de los 40 anos, afectando a ambos sexos por igual. Se ha observado en diferentes estudios que la

prevalencia de esta enfermedad en Europa es del 1 % al 4 % [1][3].
1.1. ANTEDECENTES

La patogénesis de la HS a dia de hoy estd en estudio y continua sin estar lo suficientemente clara,
aunque todo parece indicar que es multifactorial. Este trastorno crénico de la piel podria estar causado
por factores ambientales, endocrinos, genéticos y microbioldgicos. Los estudios de Prens et al. [4]
apuntan a que el principal acontecimiento en el desarrollo de esta enfermedad es la oclusion folicular,
provocada probablemente por la queratosis infundibular y la hiperplasia del epitelio folicular. Este
suceso conduce a la acumulaciéon de restos celulares y a la formacidn de quistes, seguido por la ruptura
del foliculo piloso vy la liberacién del contenido folicular a la dermis, provocando una importante
expresion de mediadores inflamatorios y el reclutamiento de células inflamatorias. Este proceso acaba
dando lugar finalmente a la formaciéon de nuevos abscesos dolorosos, tuneles, inflamacién local y

cicatrizacion [4][5].

Ademas de los estudios citados, existen otros como los de Yue et al. [3] que indican que hay
varios factores exdgenos asociados con la HS. Se ha observado que las hormonas juegan un papel muy
importante en la aparicién de esta enfermedad, ya que los medicamentos que contienen andrégenos
suelen empeorarla. Otro problema que se puede afiadir en este tipo de pacientes es la obesidad, dado
que puede provocar un aumento de estrés mecdanico en la piel agravando asi la enfermedad. El tabaco
es otro factor que afecta negativamente a la HS, en los estudios de Sartorious et al. [6] se observé una
mayor incidencia de HS en personas fumadoras que en no fumadoras. Por otra parte, las observaciones
de Canoui-Poitrine et al. [7] apuntan a que la HS estd influenciada también por factores genéticos.
Aproximadamente un tercio de los pacientes tienen algin miembro familiar con esta patologia, lo que
sugiere una predisposicion genética heredable, probablemente por un modo de herencia autosémico

dominante [7].



La HS puede presentar algunas comorbilidades y estar asociada a muchas enfermedades como
pueden ser el sindrome de oclusion folicular, enfermedades autoinflamatorias, obesidad, sindrome
metabdlico, enfermedades inflamatorias intestinales, sindromes genéticos y espondiloartropatias.
Ademas, los trastornos psiquiatricos son muy frecuentes en estos pacientes, como la depresién o la

aparicion de ideas suicidas [8].

Para definir un tratamiento adecuado para la HS, es importante reconocer y clasificar
adecuadamente las lesiones en los pacientes. Existen diferentes clasificaciones para catalogar esta
enfermedad, pero la clasificacién de Hurley es una de las mds usadas. Esta clasificacion es la mas
antigua y presenta algunos inconvenientes, como no incluir la localizacién y el nimero de sitios
afectados, ademas de no reflejar el estadio inflamatorio, pero permite una evaluacion rapida e intuitiva

de las lesiones. Esta clasificacion consta de tres estadios [8][9]:
e Estadio I: Lesiones primarias individuales y/o quistes sin fistulas o cicatrices.

e Estadio II: Lesiones primarias individuales y/o quistes con presencia de fistulas y

cicatrices.

e Estadio lll: Lesiones primarias y secundarias confluyentes en superficies afectadas con

fistulas y cicatrices.

Aun cuando la HS es dificil de tratar y no existe cura definitiva para esta patologia, existen
algunos métodos efectivos para poder controlarla y mejorar algunos sintomas. Los objetivos de estos
tratamientos se centran en prevenir nuevas lesiones, tratar de forma temprana y eficaz las lesiones
emergentes y eliminar los nddulos y los tuneles existentes. En general, el tratamiento para la HS se

puede enfocar de tres formas distintas: Terapia no médica, terapia farmacoldgica, y cirugia [3].

e Terapia no médica: Se aplican medidas generales en todos los pacientes
independientemente del estadio de la enfermedad en el que se encuentren. Estas
medidas incluyen modificaciones en el estilo de vida, como dejar de fumar, perder peso
y llevar una dieta sana y equilibrada. También es importante evitar el estrés mecanico
en la piel causado por la ropa holgada. Otras medidas adicionales incluyen el uso de

antisépticos tépicos y jabdn antibacteriano [3][10].

e Terapia farmacoldgica: El enfoque medico es escalonado, comienzan con una terapia
topica para pacientes con una HS leve, y dejan la terapia sistémica para aquellos

pacientes con HS moderada o grave [3].

1. Medicamentos tdpicos: El resorcinol es uno de los farmacos que se suelen

administrar por via tdpica principalmente por su efecto queratolitico a altas



concentraciones (15 %). Un estudio de Van Straalen et al. [11] demostré que el
resorcinol reducia el dolor de los nédulos inflamatorios en pacientes con un estadio
| 'y Il de Hurley. La clindamicina tépica (solucion o gel al 1 %) también se suele
emplear inicialmente para la HS leve o localizada. Este antibidtico por via tdpica

puede disminuir la cantidad de lesiones o prevenir una infeccidon secundaria [3].

Medicamentos orales: Para una HS generalizada se suelen utilizar antibidticos

orales, entre los que se encuentran la tetraciclina, la clindamicina y la rifampicina.
Estos se utilizan por sus efectos antiinflamatorios, y se requieren ciclos de 2 a 3
meses para lograr el control de la enfermedad. Las terapias antiandrogénicas
también se suelen aplicar para tratar la HS, debido a que los andrégenos
representan un papel importante en la aparicion de esta enfermedad. Tanto el
acetato de ciproterona como las pildoras anticonceptivas orales que contienen
norgestrel mejoraron la HS en un estadio Il y lll de Hurley en el estudio de Sawers et
al. [12] que se realizd con 24 mujeres. La finasterida también es un farmaco que ha
demostrado ser eficaz. Otros farmacos que se pueden emplear son los agentes
antidiabéticos. La liraglutida se emplea habitualmente para tratar la obesidad y la
diabetes mellitus tipo 2, pero se ha observado que también es beneficiosa para
tratar la HS. La metformina igualmente es un farmaco que se utiliza para tratar la
diabetes al inhibir la gluconeogénesis y aumentar la sensibilidad a la insulina [13].
Sin embargo, en un estudio de Verdolini et al. [14] se demostrd que la metformina
también era eficaz para tratar la HS, debido a que disminuia la produccién de
andrégenos y la sensibilidad de sus receptores. En cuanto a los retinoides, los
efectos inmunomoduladores y antiproliferativos de estos compuestos pueden
controlar lainflamacion en la HS. En un estudio de Boer et al. [15] el uso de acitretina
en 12 pacientes con HS grave durante 9-12 meses soluciond las lesiones y alivid el
dolor en los pacientes. Sin embargo, este retinoide no se recomienda en mujeres en
edad fértil por sus efectos teratogénicos. Por otra parte, la isotretinoina también ha
demostrado ser util en los casos con HS moderada y grave, aunque también se

considera un compuesto teratogénico pero con una vida media mas corta [16].

Medicamentos sistémicos: Debido a que se cree que la HS es debida a una

desregulacion del sistema inmunoldgico innato y adaptativo, en ocasiones se
emplean medicamentos inmunosupresores para tratar esta enfermedad. Las
inyecciones de corticosteroides con aceténido de triamcinolona se suelen utilizar

como terapia para eliminar los nédulos inflamatorios tempranos [17]. El ertapenem,



sin embargo, es un antibiético que se administra por via intravenosa, pero en el
estudio de Lyons et al. [18] se demostrd que es capaz de reducir la gravedad de la
enfermedad y mejorar la calidad de vida de los pacientes. Asimismo, los
tratamientos biolégicos también se suelen administrar en aquellos pacientes que no
responden bien a la terapia medica convencional. Tanto el infliximab como el

adalimumab son eficaces en la HS moderada y grave [11].

e Cirugia: Este método permite remediar las cicatrices y los tuneles asociados con la HS
crénica, siendo también muy eficaz en lesiones aisladas. Se trata quirdrgicamente a
aquellos pacientes con HS en estadio Il cuyas lesiones son intratables, o a pacientes que
no responden o tienen una respuesta parcial a las demds terapias existentes. No
obstante, la cirugia no es considerada un método curativo definitivo, por lo que, aunque
se emplee este método, los pacientes afectados deberdn continuar tanto con las

medidas generales como con terapia farmacoldgica [3][19].

1.2.RETINOIDES

Los retinoides son compuestos quimicos que derivan de la vitamina A o del todo-trans-retinol
(Figura 1), aunque también se pueden sintetizar quimicamente. La vitamina A esta formada por tres
dominios estructurales: Un anillo ciclico, una cadena lateral de polieno y un grupo polar final. Esta
vitamina es una molécula hidrofébica que no puede ser sintetizada por el cuerpo humano, por lo que
se debe adquirir a través de la dieta. Se absorbe en el intestino delgado, y una vez dentro del organismo
se convierte en varios metabolitos, los retinoides, que se diferencian entre ellos principalmente por su

grupo terminal polar [20].
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Figura 1: Vitamina A.

Los retinoides son compuestos que influyen en la divisién celular y en la diferenciacion de las
estructuras estratificadas de la epidermis. De hecho, algunas respuestas fisioldgicas de la piel, como la
cicatrizacion, el envejecimiento dérmico y la defensa inmunitaria, se ven significativamente
influenciadas por estas moléculas. Estos retinoides pueden ser naturales (derivados de la vitamina A),
o sintéticos. Los retinoides sintéticos se pueden clasificar en tres generaciones; Los retinoides de

primera generacion (isotretinoina, alitretinoina etc.), que estdan formados por compuestos no



aromaticos. Los retinoides de segunda generacién (acitretina y etretinato) que incluyen compuestos
monoaromaticos. Y, por ultimo, los retinoides de tercera generacidn (tazaroteno, adapaleno etc.), que

engloban compuestos poliaromaticos [21].

Existen dos clases principales de receptores en el organismo que se unen a los retinoides; las
proteinas de unidn a los retinoides y los receptores nucleares de retinoides. Las proteinas de unién a
los retinoides, son necesarias para la estabilizacion de los retinoides hidrofébicos en medios acuosos.
Estas proteinas pueden dividirse en la proteina plasmatica de unidn al retinol (RBP4), la proteina de
unién al retinol intersticial (RBP3), las proteinas celulares de unidn al retinol (RBP1, RBP2, RBP5 y RBP7)
y las proteinas citoplasmaticas de unidn al acido retinoico (CRABP | y CRABP Il). [22] En cambio, los
receptores nucleares de retinoides, se pueden dividir en dos familias; los receptores de acido retinoico
(RAR) vy los receptores de retinoides X (RXR). Los RAR se unen al acido todo-trans retinoico y al acido
9-cis-retinoico, los dos principales derivados naturales de la vitamina A, mientras que los RXR solo se

unen al acido 9-cis-retinoico [23].

La administracion oral de algunos retinoides, como la acitretina o la isotretinoina, provocan una
serie de efectos secundarios graves en el organismo, entre los que se encuentra la teratogenicidad, la
hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia, hepatoxicidad, y otros menos graves como la alopecia,
cefaleas y sequedad mucocutdnea [24] [25]. Por este motivo, en este trabajo se han seleccionado estos
dos retinoides para encapsularlos por separado en nanofibras poliméricas, con el objetivo de encontrar

una nueva terapia por via tdpica para tratar la HS.

La acitretina (Figura 2) es el metabolito farmacolégicamente activo del etretinato, y se
metaboliza en 13-cis-acitretina, actuando sobre las proteinas citosdlicas y los receptores
intranucleares que forman parte de la familia de las hormonas esteroideas. Los metabolitos de la
acitretina se unen a los receptores RAR mediante su unién a las proteinas CRABP, y provocan una
alteracion en la transcripcion de genes implicados en la proliferacion y diferenciacidn celular. De este
modo, este retinoide impide una proliferacion excesiva de queratinocitos y fibroblastos. La accidon
farmacolédgica de la acitretina también tiene efectos sobre la apoptosis, la angiogénesis, la
queratinizacion, la secrecién de sebo y la inmunomodulacién. De hecho, su accion antiinflamatoria

inhibe la migracién de los neutroéfilos desde la dermis a la epidermis [21][24].
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Figura 2: Acitretina.

Existen muy pocos estudios acerca de la aplicaciéon tdpica de la acitretina para tratar
enfermedades dermatoldgicas, pero algunos estudios de absorcidn percutanea realizados en animales
y en humanos por Hsia et al. [26] han sugerido que la aplicacién por via tépica de este retinoide puede
producir concentraciones dérmicas que superan las alcanzadas con la administracién oral. Esta
administracién topica también aumentaria la biodisponibilidad local en el lugar de accién, y disminuiria
la exposicion sistémica del retinoide, proporcionando asi una forma mds segura para tratar algunas

enfermedades de la piel debido a que se logaria disminuir algunos de los efectos secundarios [26].

En cuanto a la isotretinoina (acido 13-cis-retinoico) (Figura 3), es el medicamento mas eficaz
para tratar el acné grave. Este farmaco ejerce su accién sobre muchos de los factores implicados en la
patogénesis del acné, como la actividad androgénica, la produccion de sebo, las bacterias y la
inflamacién, disminuyendo ademas la diferenciacién y proliferacién de los sebocitos. El mecanismo de
la isotretinoina no se conoce todavia con claridad, pero al parecer se considera un profarmaco que
ejerce muchos de sus efectos isomerizandose en tretinoina (acido todo-trans retinoico), el cual se une
especificamente a CRABP y a RAR para ejercer un efecto antiproliferativo en los sebocitos [27] [28]. No
obstante, algunos estudios de Imam et al. [29] sugieren que la isotretinoina también actla de manera
independiente de los receptores de retinoides, influyendo en vias de sefalizacidn celular a través de
interacciones proteicas o por inhibiciones enzimdticas. En relacidn a la administracidn tdpica de este
retinoide, existen muchos mas estudios de este tipo enfocados generalmente en la reparacién de la

piel fotodafiada [30] [31].
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Figura 3: Isotretinoina.



1.3. ELECTROSPINNING Y NANOFIBRAS

El electrospinning (electrohilatura), es una técnica muy utilizada en el campo de Ia
nanotecnologia, este método emplea fuerzas eléctricas para la formacidn de fibras electrohiladas a
partir de disoluciones poliméricas formadas por polimeros naturales o sintéticos [32]. Es una técnica
muy antigua, descubierta por primera vez en 1897 por Rayleigh, estudiada detalladamente por Zeleny
en 1914 y patentada por Formhals en 1934 [33]. Esta metodologia permite obtener fibras de diversas
longitudes, tamafios y porosidades. Ademas, esta técnica se distingue por su sencillez, versatilidad,
efectividad, bajo coste, facilidad de implantacién y por la posibilidad de usarla para un escalado

industrial [34].

Este método consiste en aplicar un elevado voltaje generado por un campo electrostatico entre
dos polos mediante un generador de corriente. El equipo estd formado por un sistema de inyeccién
gue empuja una disolucidn polimérica cargada en una jeringa mediante el uso de una bomba
peristaltica, y la hace salir por una aguja en direccion al colector metalico donde se depositaran las
nanofibras, formando una pelicula de baja relacion peso-volumen [32]. El control de las caracteristicas
morfoldgicas de las fibras electrohiladas se logra perfeccionando los parametros del electrospinning,

incluyendo las condiciones experimentales y la disolucidn polimérica [35].

La colocacion del equipo puede ser horizontal o vertical. En este Trabajo Fin de master (TFM) se
ha trabajado con la disposicién horizontal, debido a que, si hay disolvente que no se evapora, este
caerd hacia abajo y no diluira las fibras al caer sobre ellas. No obstante, un inconveniente de utilizar
esta colocacién es que podemos tener pérdidas de material en el caso de que no toda la disolucién

forme fibras.

La siguiente figura (Figura 4) [36] representa la disposicidn del equipo en forma horizontal. A la
izquierda se encuentra la jeringa cargada con la disolucion polimérica y los componentes necesarios
previamente disueltos y sin burbujas. Se coloca una bomba de infusién dénde esta situada la jeringa
para empujar el fluido y asi conseguir el flujo deseado. La bomba empuja al émbolo, generando una
presion estable que se transmite a la disolucidon del polimero en la aguja. Con relacién al campo
eléctrico, éste produce una polarizacidn y carga que origina que la disolucion sea atraida en forma de
chorro denominado jet hacia la superficie conductora. La aguja esta situada a una distancia definida
del colector segln los ajustes previos y conectada a su vez a un potencial cero. El disolvente se va
evaporando gradualmente a medida que atraviesa la distancia entre la aguja y el colector, de este
modo se consiguen fibras distribuidas al azar que acaban depositdndose en el colector situado a la

derecha [32] [37].
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Figura 4: Equipo de electrospinning en disposicion horizontal.

Durante el recorrido entre los dos electrodos (colector y punta de la aguja) se produce un
fenédmeno conocido como cono de Taylor. En este suceso, se inducen cargas en el fluido durante esa
trayectoria, lo que provoca que se rompa la tensidn superficial debido al campo eléctrico y se
descomponga en una fuerza tangencial y una normal. La corriente aplicada en esta operacidn es de
alto voltaje con una intensidad reducida (orden de microamperios), y genera una aceleracion
significativa en el jet, de forma que su didmetro va disminuyendo. Este jet se solidifica y acaba

convirtiéndose en una fibra de escala nanométrica [38].

Es muy importante mantener un control operacional del equipo de electrospinning, debido a
que las propiedades de las fibras pueden verse afectadas por diversos pardmetros. Estos parametros

operacionales se pueden clasificar en tres grupos [39] [40]:

1. Parametros de la disolucion: Tipo de polimero empleado, viscosidad, conductividad,
concentracién del polimero, densidad de carga en la superficie, constante dieléctrica del
disolvente y tensién superficial.

2. Parametros del equipo: Velocidad del flujo, potencial eléctrico, distancia entre la aguja y el
colector y tipo de colector.

3. Parametros ambientales: Humedad relativa, temperatura de la disolucién y velocidad del

aire en la cdmara de electrospinning.

No obstante, durante el proceso de electrospinning pueden darse interrelaciones entre estos
pardmetros que pueden dificultar el electrohilado y afectar en mayor medida a la morfologia de las

fibras [40].



La concentracién de la disolucidn es uno de los pardmetros mas importantes que va a influir en
el tamafno y morfologia de las fibras. La concentracién de polimero influira tanto en la viscosidad como
en la tensidn superficial de la disolucidon. Cuanto mas viscosa es la disolucién, mayor diametro tendran
las fibras resultantes. Sin embargo, si la disolucién estd muy diluida estas fibras se pueden llegar a
romper antes de llegar al plato colector debido al efecto de la tensidn superficial, y no se formaran si
la disolucién estda muy concentrada debido a la alta viscosidad, que entorpece el paso de la disolucidn

a través de la aguja [41] [42].

En consideracién con los parametros del equipo, el voltaje es uno de los factores mas
importantes en la técnica de electrospinning. Algunos estudios de Deitzel et al. [43] sugieren que
voltajes altos resultan en fibras con menor diametro. De hecho, en la mayoria de los casos es asi, un
voltaje alto permite un mayor estiramiento de la disolucion debido a la presencia de una mayor fuerza
de Coulomb en el jet, promoviendo una reduccion en el diametro de las fibras. Otro pardametro muy
importante es el flujo de salida de la disolucion desde la aguja, un flujo pequefio puede ser beneficioso
debido a que el disolvente dispone de mas tiempo para evaporarse, evitando asi la formacion de
defectos en las fibras. En cambio, si se incrementa este flujo es muy probable que resulte en un
aumento en el didmetro de las fibras o en la aparicion de defectos en estas. Se necesita un valor

minimo de volumen de disolucidn a la salida de la aguja para mantener estable el cono de Taylor [40].

Dentro de los parametros del equipo también se encuentra la distancia entre la aguja y el
colector. La variacion de esta distancia influye en las fibras, viéndose influida ademas por las
propiedades de la disolucién. Las fibras pueden romperse si se trabaja con distancias muy grandes,
pero se requiere una distancia minima para que el disolvente pueda evaporarse a tiempo antes de que
las fibras se depositen en el plato colector. Se ha observado la aparicién de gotas (bealds) en distancias

excesivamente grandes o muy pequefias [35].

Respecto a los parametros ambientales, un estudio de Sencadas et al. [44] demostrd que una
humedad muy alta favorece la presencia de gotas en las fibras. La humedad en el ambiente puede
determinar la velocidad de evaporacién del disolvente, un disolvente volatil puede evaporarse muy
rapido si la humedad relativa es muy baja. Por otra parte, la temperatura también influye en la
morfologia de las nanofibras, una temperatura alta puede incrementar la evaporacién del disolvente

y reducir la viscosidad de la disolucién [44].

En la siguiente tabla (Tablal) se resumen los efectos en la morfologia de las fibras provocados

por estos parametros explicados.



Tabla 1: Pardmetros operacionales y efectos en el electrospinning.

Parametros Efectos en la morfologia de la fibra

Peso molecular Es necesario un peso molecular alto para poder obtener fibras.

- A concentraciones muy altas se obtienen fibras de mayor grosor.
Concentracién - A concentraciones muy bajas no se obtienen fibras o aparecen de
Solucion forma discontinua.
polimérica

Una alta conductividad favorece la uniformidad de las fibras, un
Conductividad menor tamafio y menos defectos.

Si la tensién superficial es alta crea inestabilidad en el haz con
Tensidn superficial aparicion de defectos.

Existe una distancia éptima para la obtencién de fibras, que implica
Distancia aguja-colector que se formen aglomeraciones.

Velocidades grandes no permiten la evaporacion de disolvente, y
Equipo Velocidad de flujo velocidades pequefias disminuyen el grosor de las fibras.

Un voltaje elevado implica mayor campo eléctrico que provoca
Voltaje estrechamiento de la fibra y favorece la evaporacion del disolvente.

La temperatura afecta directamente a la viscosidad de la disolucidn
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 formacidn de poros en las
Humedad relativa fibras, y con valores bajos, el disolvente puede evaporarse mas
rapido y obstruir la aguja.

En general, para poder elaborar y caracterizar correctamente las fibras mediante la técnica de

electrospinning hay que tener en cuenta tres caracteristicas importantes [35]:

e Distribucion monomodal: Los didmetros de las fibras obtenidas tienen que ser

representativos y controlables.

e Ausencia de defectos: La superficie de las fibras no debe presentar defectos, por

ejemplo, la formacidn de gotas.

e Fibras no amontonadas: Las fibras tienen que estar aisladas, sin aglomeraciones, para

facilitar su estudio y caracterizacién.

Las nanofibras han adquirido un gran interés en el desarrollo de nuevas formas farmacéuticas

por via tépica, normalmente en forma de parches transdérmicos, apdsitos o implantes biodegradables.
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La encapsulacion de farmacos en nanofibras puede aumentar significativamente la proteccion de estos
productos farmacéuticos frente a la degradacién ambiental, conseguir una administracién localizada o
generar una liberacién controlada de estos farmacos. Las caracteristicas comentadas de las nanofibras
les otorgan gran interés, debido a que de este modo se puede mejorar la eficacia de algunas sustancias
terapéuticas, por ejemplo, aumentando sus semividas, reduciendo sus dosis o disminuyendo algunos

de sus efectos secundarios [45] [46].

Un requerimiento fundamental que tienen que presentar estas nanofibras para emplearlas en
el campo de la biomedicina, es que tienen que estar compuestas por materiales biocompatibles que
hayan demostrado no presentar toxicidad sobre tejidos y organismos vivos. Por tanto, se suelen
emplear polimeros sintéticos (poliésteres, polialcoholes etc.) o biopolimeros (quitina, quitosano,

colageno etc.) [40].

En relacion con las aplicaciones terapéuticas que estan hoy en dia en desarrollo, cabe resaltar la
medicina regenerativay la ingenieria de tejidos. En estas disciplinas suelen emplear las nanofibras para
fabricar estructuras tridimensionales porosas con el objetivo de simular una matriz extracelular y
estimular el crecimiento celular. Se han aplicado mayoritariamente en la regeneracion in vivo de

heridas y lesiones, y para la fabricacion de tejidos in vitro [46] [47].

Por ultimo, si realizamos una busqueda en la base de datos del NCBI (National Center for
Biotechnology Information) ingresando el término “nanofibers” (nanofibras en inglés) se puede
observar el gran incremento de publicaciones relacionadas con las nanofibras en los ultimos afos vy,

en consecuencia, la gran importancia que presenta este tipo de estructuras en la actualidad (Figura 5).
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Figura 5: Numero de publicaciones con el término “nanofiber” desde 2002
hasta 2020. Fuente: NCBI (PubMed).
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1.4. POLIMERO

La sintesis controlada de materiales nanométricos ha ofrecido a la comunidad biomédica una
nueva clase de dispositivos regenerativos y terapéuticos. Esta clase de materiales son especialmente
adecuados para aplicaciones biomédicas, debido a que operan en la misma escala de tamafio que las

estructuras bioldgicas y las moléculas [48].

En este contexto, algunos polimeros tienen la ventaja de comprender una gran variedad de
moléculas biodegradables y compatibles que los hacen adecuados para la creacién de diferentes tipos
de nanoestructuras cargables con determinados farmacos, entre las que se encuentran las nanofibras.
El uso de estos polimeros para la sintesis de nanofibras puede emplearse para contener moléculas de
diferente naturaleza, solubilidad, tamafio, y para controlar su liberacién durante periodos de tiempo
prolongados [49]. Como ejemplos de este tipo de materiales, encontramos los derivados del PMVEMA-
AN (poli (metil vinil éter-alt-anhidrido maleico)), un copolimero alterno de metil-éter-vinilo y anhidrido
maleico. Este material lo comercializa Ashland Inc. como Gantrez®, y presenta propiedades idéneas
para utilizarlas en aplicaciones biomédicas (alta biocompatibilidad, baja toxicidad, bajo coste y alta

mocoadhesividad) [50].

La reactividad del PMVEMA-AN (Figura 6) provoca que reaccione con una gran variedad de
grupos nucleofilicos, dando lugar a otros derivados como el PMVEMA-ES (poli (metil vinil éter- alt-
maleico) éster monoetilico) al reaccionar con un alcohol, y el PMVEMA-Ac (poli (metil vinil éter- alt-

acido maleico)) al reaccionar con agua [40].
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Figura 6: Esquema del PMVEMA-AN (A) y sus derivados PMVEMA-
ES (B) y PMVEMA-Ac (C).
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En relacion a la solubilidad de estos derivados, el PMVEMA-ES es soluble en etanol (y
parcialmente soluble en agua), por lo que el grado de homogeneidad en el que se incorporan los
principios activos en las nanofibras y la forma en que quedan distribuidos en ellas, estara influenciada
por la solubilidad de estos compuestos en la disolucién polimérica y por el tipo de disolvente empleado
[51]. En cambio, el PMVEMA-Ac es soluble en agua y etanol, y viene en forma de un polvo blanco que

se disuelve completamente en agua dando lugar a una disolucién transparente [40].

En consideracién, para este TFM, se han empleado estos dos derivados del PMVEMA-AN para la
elaboracidn de distintos tipos nanofibras poliméricas cargadas con dos tipos de retinoides por
separado, acitretina e isotretinoina. Como se ha mencionado anteriormente, este tipo de polimeros
presentan propiedades biocompatibles, biodegradables, bioadhesivas, y presentan muy baja
toxicidad, por lo que se emplean y se comercializan para diferentes aplicaciones en el campo de Ila
biomedicina, y por tanto, estan aprobados por la FDA para ser utilizados como excipientes en

formulaciones para administracién topica [35] [49] [52].

Asi pues, después de analizar la situacion actual de la HS, con este Trabajo Fin de Master, se
pretende elaborar una nueva forma farmacéutica que son estas nanofibras incorporadas en parches
transdérmicos para su tratamiento, y asi poder eliminar o minimizar algunos de los efectos secundarios

gue conllevan las terapias actuales para esta enfermedad.
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2. OBIJETIVOS

Este Trabajo Fin de Mdaster tiene como objetivo general, el desarrollo de nanofibras poliméricas
biocompatibles desarrolladas con los derivados del poli (metil vinil éter-alt-anhidrido maleico)
(PMVEMA-AN); el éster monoetilico de poli (metil vinil éter- alt- acido maleico) éster monoetilico
(PMVEMA-ES), y el poli (metil vinil éter- alt-dcido maleico) (PMVEMA-Ac). Estas nanofibras se
emplearan como sistema de administracion transdérmico incorporando dos tipos de retinoides

(acitretina e isotretinoina) para una posible aplicacion en el tratamiento de la HS.

Con el fin de desarrollar dicho objetivo general, se establecieron distintos objetivos especificos

mostrados a continuacion:

1. Optimizar las condiciones idoneas para el desarrollo de nanofibras electrohiladas a partir de
diferentes disoluciones poliméricas de PMVEMA: PMVEMA control y PMVEMA con 0,05 %
en peso de retinoide: acitretina o isotretinoina. Las disoluciones de PMVEMA empleadas
fueron:

e PMVEMA-ES 25 % p/p
e PMVEMA-Ac 15 % p/p
e PMVEMA-ES/Ac 15 % p/p

2. Caracterizacién fisico-quimica de las nanofibras mediante diferentes técnicas.

3. Estudio de la estabilidad en el tiempo de los retinoides encapsulados en las nanofibras.

4. Aplicaciones biotecnoldgicas de las nanoestructuras en diferentes ensayos in vitro: Cinética

de liberacién y ensayos celulares.

En este proyecto se empleara la nanotecnologia para desarrollar sistemas nanoestructurados
transdérmicos con el objetivo de disminuir los efectos secundarios que generaran los farmacos

utilizados en esta investigacion: Acitretina e isotretinoina.
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3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
3.1. MATERIALES

Todos los productos quimicos que se utilizaron en los diferentes ensayos de laboratorio se

muestran a continuacion:

e Acitretina: “Acido 9-(4-metoxi-2,3,6-trimetilfenil)-3,7-dimetilnona-2,4,6,8-tretaenoico”
(CAS:55079-83-9) proporcionada por Sigma-Aldrich Chemistry. Polvo amarillo de peso
molecular 326,43 g/mol y una pureza de 98 % (HPLC).

e Acido acético glacial puro (CAS:64-19-7) proporcionado por PanReac AppliChen.

e Agua miliQ desionizada y filtrada proveniente de un sistema Milli-Q Synthesis A10

(Millipore, Madrid. Espafia).

e Etanol para espectroscopia (CAS:64-17-5) proporcionado por Merck (Darmstadt.

Alemania).

e Isotretinoina: “Acido 13-cis-retinoico” (CAS:4759-48-2) proporcionada por Sigma-
Aldrich Chemistry. Polvo granulado naranja de peso molecular 300,44 g/mol y una

pureza de 98 % (HPLC).

e PMVEMA-Ac: “poli (metil vinil éter-alt-acido maleico)” (CAS:25153-40-6) proporcionado
por Sigma-Aldrich Chemistry. Peso molecular de 1.980.000 g/mol. Formato en polvo

blanco.

e PMVEMA-ES: “poli (metil vinil éter-alt-dcido maleico monoetil éster)” (CAS:25087-06-3)
proporcionado por Sigma-Aldrich Chemistry. Peso molecular de 130.000 g/mol, en una

concentracidn de 50 % de peso en etanol y densidad 0,983 g/ml a 25 °C.

e PBS (Phosphate-Buffered Saline, por sus siglas en inglés) Dulbecco (w/o0 Magnesium, w/o

Calcium), proporcionado por biowest.

e Tetrahidrofurano (THF) proporcionado por Honeywell Riedel-de Haén. Con una pureza

de 99,9 % (HPLC).
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3.2. INSTRUMENTACION
3.2.1. Equipo de electrospinning

El equipo de electrospinning (Figura 7) estaba formado por una bomba de infusién, una fuente

de alta tensién, una caja protectora y una jeringa con una aguja.

Figura 7: Equipo de electrospinning. A. Bomba de infusidn. B. Fuente de alta
tension. C. Jeringa con aguja. D. Caja protectora.

La bomba de infusién (modelo KdScientific 100), es un aparato que ejerce su accion empujando
el émbolo de la jeringa de forma constante por un pistén gracias a la programacién de una velocidad
definida segun la sustancia, permitiendo la dosificacién de la disolucion polimérica hasta la aguja con

un flujo firme.

La fuente de alta tension (Glassman High Voltage Inc., modelo FC60P2) es un equipo que
produce una diferencia de potencial entre dos polos, generando un campo eléctrico entre el colector
y la aguja. La aguja empleada (Sigma-Aldrich) es de acero inoxidable 316, con un calibre de 20 (0,902
mm (milimetros) de diametro externo y 0,584 mm de didametro interno), una longitud de 101,6 mmy
estd conectada a uno de los electrodos de la fuente de alta tension, de ella sale la disolucién polimérica
gue dara lugar a las nanofibras mediante la formacién del cono de Taylor. Esta aguja esta colocada en
una jeringa (Becton Dickinson Discardit) de 2 ml (mililitros), cuyo material debe de ser inerte para que

no interaccione con la disolucién polimérica empleada.

Todos estos componentes del equipo de electrospinning se encuentran en el interior de una caja
protectora de metacrilato para aislar el montaje durante el proceso de electrohilado. Esta caja es un
elemento de seguridad que evita un contacto directo del equipo con la persona que lo estd
manipulando, ya que el voltaje durante el proceso puede ser muy alto. Ademads, esta caja tiene
implantado un mecanismo que apaga la fuente de alta tensidn en el caso de que esta se abriera por

accidente.
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3.2.2. Espectrofotometro UV-Vis.

Se empled un espectrofotdmetro UV-Vis Shimadzu UV-2700 junto con el software UVProbe
versidn 2.43, para estudiar la estabilidad en el tiempo de los retinoides en los diferentes tipos de
disoluciones poliméricas, y para analizar los resultados de la cinética de liberacién en el tiempo de

estos farmacos en uno de los ensayos de liberacidn in vitro mediante celdas de Franz.

Para ello se emplearon dos cubetas de silice de cuarzo (Hellma®, modelo 110-QS) con tapdn, y
con una trayectoria dptica de 10 mm. En ambos tipos de ensayos se programo un barrido de longitudes
de onda comprendido entre 200-600 nandmetros (nm) para realizar las curvas de calibrado de los dos

retinoides y para medir la absorbancia de las muestras.

Para la curva de calibrado de la acitretina, se disolvié en un matraz aforado 3 mg (miligramos)
del retinoide en 10 ml de THF (debido a que este retinoide es mas soluble en este disolvente). A partir
de esta disolucidn, se realizaron diversas diluciones empleando siempre el THF como diluyente, y se
midieron las absorbancias de esas diluciones en el espectrofotémetro. Para la curva de calibrado de Ia
isotretinoina, se disolvié también en un matraz aforado 3 mg del retinoide en 10 ml de etanol, y se
realizaron diluciones a partir de esta disolucion empleando etanol como diluyente. Posteriormente, se
midieron las absorbancias de estas diluciones en el espectrofotémetro. Cada recta de calibrado se hizo

por duplicado.
3.2.3. Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

La técnica de HPLC (del en inglés, High Performance Liquid Chromatography) se empled para
cuantificar la cantidad de retinoide que habia en las fibras en los ensayos de estabilidad en el tiempo
de las nanofibras y para cuantificar la cantidad de retinoide liberado en uno de los ensayos de

liberacion in vitro mediante celdas de Franz.

El equipo utilizado para llevar a cabo el analisis de los dos tipos de retinoides fue un HPLC Hitachi
(Merck Hitachi LaChrom). Este equipo esta formado por una bomba L-7100, un horno para la columna,
y un detector de diodo array L-7455. Los datos se analizaron con el software D-700 HSM para LC
system. Para desarrollar este ensayo, se empled una columna de fase reversa LiChrospher 100 RP-18
(250 mm x 4 mm, 5 um) (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) y una precolumna (4 x 4 mm i.d.) para
ambos retinoides. Todos los andlisis se realizaron a temperatura ambiente equilibrando la columna

durante 30 minutos antes del analisis de las muestras.

Se elaboraron por duplicado curvas de calibrado para ambos retinoides, para ello los principios
activos fueron disueltos en etanol a diferentes concentraciones en un rango comprendido entre 5-30
ug (microgramos)/ml. Se observé una correlacion lineal entre la concentracidn de los retinoides y el

valor del drea delimitada por el pico detectado para cada tipo de retinoide en el cromatograma y la
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linea basal. La curva de calibrado para los ensayos de liberacion in vitro mediante celdas de Franz se

realizaron en etanol:PBS (1:1) con el mismo rango de concentraciones.

Para el analisis cromatografico de ambos retinoides se selecciond un método isocratico, descrito
en la farmacopea europea [53], con una fase movil de etanol:agua 92:8 (v/v) con un 0,3 % de acido
acético. El flujo fue de 0,6 ml/min y las condiciones cromatograficas fueron: Volumen de inyeccién de
20 pl (microlitros), tiempo de andlisis de 10 minutos y la longitud de onda a la que se leyeron los datos

fue de 350 nm para la isotretinoina y 360 nm para la acitretina.
3.2.4. Celdas de Franz

Las celdas de Franz (Figura 8) (PermeGear, con cadmara exterior, orificio de 9mm (0,64) y un
volumen receptor de 5 ml) se emplearon para estudiar la cinética de liberacién in vitro de los retinoides

encapsulados en las nanofibras poliméricas.

El equipo estaba formado por 6 celdas de Franz (Figura 9), y cada una de ellas estaba compuesta
a su vez por un compartimento donador y un compartimento receptor separados mediante una
membrana (Strat-M, EMD Millipore Corporation). El compartimento receptor contiene el medio de
disolucién donde se libera el principio activo y un brazo donde se recogen las muestras a diferentes
tiempos. El equipo incluye un sistema de agitacion magnética (IKA Laboratory Equipment) a 200 r.p.m
en el compartimento receptor, y un bafio termostatico (Selecta Digiterm-100) que hace circular agua

en la camara exterior de estas celdas para mantener todo el conjunto a 32 + 1 °C (temperatura de la

piel).
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Figura 8: Celda de Franz. Figura 9: A. Celdas de Franz. B. Sistema de
agitacion magnética. C. Bafio termostatico.

En los dos ensayos que se realizaron, los compartimentos receptores se rellenaron con PBS
(solucién tampadn) antes de colocar las muestras y cerrar las celdas con una pinza metalica. Ademas,
en ambos ensayos se emplearon parches transdérmicos en algunas de las celdas (Skinfilm, Barna

Import Medica S.A).
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3.3.PREPARACION DE LAS DISOLUCIONES POLIMERICAS
3.3.1. Disoluciones poliméricas de PMVEMA-ES 25 % p/p

Todas las disoluciones poliméricas de PMVEMA-ES se realizaron al 25 % p/p debido a que existen
estudios preliminares realizados en nuestro laboratorio por Mira et al. [49] que indican que con esa

concentracion de polimero las fibras presentan mejores caracteristicas

Para elaborar la disolucion polimérica control de PMVEMA-ES 25 % p/p, se pesaron 6 gramos (g)
de PMVEMA-ES 50 % p/p en etanol (producto comercial) y se afiadieron 6 g de etanol. La disolucion se
mezclé con la ayuda de un imdan y un agitador magnético a 200 revoluciones/minuto (rpm) en un

recipiente herméticamente cerrado, a temperatura ambiente y durante 1 hora.

La disolucion polimérica de PMVEMA-ES 25 % p/p con 0,05 % de isotretinoina se prepard
disolviendo en primer lugar 1,5 mg del retinoide en 3 g de etanol con una posterior sonicacién durante
15 minutos para lograr la completa disolucién del retinoide. A continuacién, se pesaron 6 g de
PMVEMA-ES (50 %) a los que se les afiadid la isotretinoina disuelta en el etanol, junto con otros 3 g del
mismo disolvente para alcanzar un 25 % de concentracién del polimero. La disolucidn se realizé en un

recipiente herméticamente cerrado y se agitd a temperatura ambiente durante 1 hora.

Para obtener la disolucion polimérica de PMVEMA-ES 25 % p/p con 0,05 % de acitretina, se
disolvié previamente 1,5 mg del retinoide en 0,134 g de THF y 3 g de etanol, sonicdndolo
posteriormente durante 15 minutos. Seguidamente, se pesaron 6 g de PMVEMA-ES (50 %) y se afiadié
la acitretina disuelta en THF y etanol junto con otros 2,866 g de etanol para alcanzar un 25 % de
concentracion del polimero. Esta disolucidn también se agité durante 1 hora a temperatura ambiente

y se realizd en un recipiente herméticamente cerrado.

Tanto la acitretina como la isotretinoina se manejaron bajo una luz amarilla tenue para evitar su
fotodegradacion. Estos retinoides suponen un 0,05 % de concentracidn con respecto a la cantidad total
de polimero debido a que se tomd como referencia el medicamento el gel Isotrex, cuya concentracidn

de isotretinoina es de 0,5 mg/g.
3.3.2. Disoluciones poliméricas de PMVEMA-Ac 15 % p/p

Las disoluciones poliméricas de PMVEMA-Ac se realizaron al 15 % p/p en etanol debido a que,
tras varias pruebas realizadas en el laboratorio, se observé que a esa concentracion de polimero y

empleando etanol como disolvente las fibras resultantes poseian las caracteristicas deseables.

La disolucién polimérica control de PMVEMA-Ac 15 % p/p se elaboré afiadiendo 5,66 g de etanol

en un vial, al que luego se afiadié 1 g de PMVEMA-Ac con la ayuda de una cucharilla mientras la
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disolucién estaba en agitacion magnética a 200 r.p.m. El vial con la disolucién se cerré herméticamente

y se dejo en agitacion durante 3 horas a temperatura ambiente.

Para elaborar la disolucion polimérica de PMVEMA-Ac 15 % p/p con 0,05 % de isotretinoina se
disolvié en un vial 1 mg del retinoide en 3 g de etanol, sonicdndolo posteriormente durante 15 minutos.
A continuacién, en ese mismo vial se afadieron otros 8,33 g del mismo disolvente y con la ayuda de
una cucharilla, se afiadieron 2 g de PMVEMA-Ac mientras la disolucién estaba en agitacion magnética
para conseguir una concentracion de polimero del 15 %. El vial se cerré herméticamente y la disolucidn

se agité durante 3 horas a temperatura ambiente.

La disolucion polimérica de PMVEMA-Ac 15 % p/p con 0,05 % de acitretina se prepard
disolviendo en unvial 1 mg del retinoide en 0,089 g de THF y 3 g de etanol, con una posterior sonicacion
durante 15 minutos. Seguidamente en ese mismo vial se agregaron otros 8,24 g de etanol y con una
cucharilla, se afiadieron 2 g de PMVEMA-Ac mientras la disolucion estaba en agitacién magnética para
conseguir una concentracion de polimero del 15 %. El vial se cerré herméticamente y la mezcla se agité

durante 3 horas a temperatura ambiente hasta su completa disolucién.
3.3.3. Disoluciones poliméricas de PMVEMA-ES/Ac 15 % p/p

Las disoluciones poliméricas con la mezcla de polimeros PMVEMA-ES y PMVEMA-Ac se
realizaron utilizando la misma proporcidn de polimero para cada uno de ellos (7,5 %) y empleando
etanol como disolvente. Las disoluciones se elaboraron con un 15 % de polimero total debido a que,
tras varias pruebas realizadas en el laboratorio, se observé que a esa concentracién de los polimeros

y utilizando etanol como disolvente las fibras resultantes presentaban mejores caracteristicas.

Para elaborar la disolucién polimérica control de PMVEMA-ES/Ac 15 % p/p, se pesaron 2 g de
PMVEMA-ES (50 %) en un vial al que luego se afiadieron 10,33 g de etanol. La disolucidn se agité con
la ayuda de un iman y un agitador magnético a 200 r.p.m durante 5 minutos. Seguidamente, mientras
la disolucion estaba en agitacién magnética, se le afiadié 1 g de PMVEMA-Ac con la ayuda de una
cucharilla para alcanzar una concentracion de polimero total del 15 %. La disolucidn resultante se agité

durante 2 horas a temperatura ambiente en el recipiente herméticamente cerrado.

La disolucidn polimérica de PMVEMA-ES/Ac 15 % con 0,05 % de isotretinoina, se prepard
disolviendo previamente en un vial 1 mg del retinoide en 3 g de etanol, sonicdndolo posteriormente
durante 15 minutos. A continuacién, se pesaron 2 g de PMVEMA-ES (50 %) en otro vial al que se le
afadio el retinoide disuelto en etanol, junto con otros 7,33 g del mismo disolvente, dejando la
disolucién en agitacion durante 5 minutos. Posteriormente, se pesé 1 g de PMVEMA-Ac y mientras la

disolucién estaba en agitacion, se afiadié con una cucharilla a los demas componentes para lograr una
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concentracion de polimero total del 15 %. La disolucidn final se agité durante 2 horas a temperatura

ambiente en el recipiente herméticamente cerrado.

Para obtener la disolucidn polimérica de PMVEMA-ES/Ac con 0,05 % de acitretina, se disolvié
previamente en un vial 1 mg del retinoide en 0,089 g de THF y 3 g de etanol, para después sonicarlo
durante 15 minutos. Después se pesaron 2 g de PMVEMA-ES (50 %) en otro vial al que se le aiadid el
retinoide disuelto en THF y etanol y otros 7,23 g de etanol, dejando la disolucién en agitacién durante
5 minutos. Seguidamente se pesé 1 g de PMVEMA-Ac y mientras la disolucién estaba en agitacién, se
le afiadié esta cantidad de polimero con la ayuda de una cucharilla para conseguir una concentracion
de polimero total del 15 %. La disolucidn final se agité a temperatura ambiente durante dos horas con

el recipiente herméticamente cerrado.

3.4. VISCOSIDAD DE LAS DISOLUCIONES POLIMERICAS

Se empled un viscosimetro Cannon Fenske de serie 300 y niumero 4808 (V300) para medir la
viscosidad de las disoluciones control de PMVEMA-ES 25 % p/p y PMVEMA-ES/Ac 15 % p/p, y un
viscosimetro Cannon Fenske de serie 400 y numero 4834 (VA400) para medir la viscosidad de la

disolucion control PMVEMA-Ac 15 % p/p (Figura 10).

Figura 10: Viscosimetro Cannon Fenske V300
(izquierda) y Viscosimetro V400 (derecha).

Se prepararon 25 g de cada tipo de disolucidn polimérica control y se procedié a medir sus
viscosidades. Para ello, se colocd el viscosimetro en un bafio a 40 °C y se rellend, con la respectiva
disolucién polimérica control, el reservorio (A) del viscosimetro hasta la mitad a través del capilar
colocado arriba de este. Seguidamente, se absorbié la disolucién con la ayuda de una pera de succion
por el otro capilar hasta que alcanzé la bola situada encima de la linea “B”. A continuacidn, se calculé
el tiempo que tardaba la disolucidn en pasar desde la linea “B” hasta la linea “C”. Esta medicidn se hizo

por triplicado y se repitié cada siete dias durante 3 semanas para cada tipo de disolucion polimérica
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control.

Una vez obtenidas las medidas para cada disolucion polimérica control, se calcularon las
viscosidades en centipoises (cPs) completando la siguiente féormula, donde “K” es la constante del

viscosimetro, “t” el tiempo cronometrado en segundos y “D” la densidad de la disolucion polimérica.

La densidad de cada disolucidn se calculé pesando los gramos de esta en un matraz aforado de

5ml.

Viscosidad absoluta (Centipoises) = K-t- D

3.5. PREPARACION DE LAS NANOFIBRAS POLIMERICAS

Las nanofibras poliméricas se elaboraron con sus respectivas condiciones experimentales, segln
el polimero y el tipo de retinoide incorporado, empleando la técnica de electrohilatura. Todas se
prepararon con unas condiciones de humedad ambiental entre 45-55 % y una temperatura entre 20-

25 °C.

Las muestras de nanofibras se realizaron sobre un portaobjetos para ser analizadas mediante
microscopia éptica, o sobre un portaobjetos recubierto de papel de aluminio para ser analizadas
mediante microscopia electrénica. Para los ensayos de liberacion mediante celdas de Franz, algunas

muestras de nanofibras se prepararon sobre parches transdérmicos.

3.6. CARACTERIZACION DE LAS NANOFIBRAS POLIMERICAS

3.6.1. Microscopio 6ptico

Se utilizé un microscopio LEICA DMI 3000B, equipado con una camara digital Leica DMI 3000B y
una fuente de luz compacta EL6000 para observar las nanofibras resultantes del proceso de

electrohilado.

Esta metodologia es la ideal para optimizar el proceso de electrospinning en las etapas iniciales
de caracterizacién de las fibras. Con este microscopio se pueden observar las fibras de una forma
rapida y sencilla, asi como estudiar algunas propiedades importantes de estas, como son el grosor, la
linealidad, la morfologia, la uniformidad y la firmeza con el objetivo de poder analizar la calidad, la

homogeneidad y la presencia de defectos en las fibras rapidamente.

No obstante, el grosor no se puede medir con plena precisién, debido a que el borde borroso de
las fibras observado en las imagenes, junto con la resolucién de la cdmara y el maximo aumento del

microscopio, no permiten delimitar el borde de estas de forma exacta.
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3.6.2. Microscopio electronico de barrido de emisiéon de campo (FESEM)

Se empled un microscopio electronico de barrido Schottky de catodo caliente, modelo de
emision Sigma 300VP para caracterizar las fibras de una forma mas precisa. Se trata de un microscopio

de barrido con pistola de emisién de campo (FESEM).

Gracias a la gran resolucién de este microscopio es posible analizar con una mayor precision
todas las propiedades con respecto a la morfologia de las fibras. Sin embargo, en ocasiones la
determinacidn cuantitativa de algunos grosores de las fibras resulta complicada, por lo que estas cifras

deben ir acompafiadas de un margen de error.

3.7. ENSAYOS DE ESTABILIDAD EN EL TIEMPO
3.7.1. Disoluciones poliméricas

La estabilidad en el tiempo de los retinoides en los diferentes tipos de disoluciones poliméricas
se estudié midiendo la absorbancia de estas disoluciones a través de un espectrofotdmetro UV-Vis,

explicado en el apartado 3.2.1 de este trabajo (espectrofotometro UV-Vis).

Las disoluciones poliméricas se elaboraron siguiendo los pasos descritos en el apartado 3.3
(preparacion de las disoluciones poliméricas). Una vez realizadas, se guardaron a temperatura
ambiente tapadas de la luz, excepto 3 g de disolucidn que se extrajeron de cada una de ellas para
guardarlas en el frigorifico a una temperatura de 5 °C. A continuacién, se recogieron muestras de cada
tipo de disolucion en las diferentes temperaturas a distintos tiempos (0, 24, 48 y 72 horas) y se
procedid a medir las absorbancias de esas muestras. Las muestras de disolucidon pesadas contenian
una cantidad tedrica de retinoide que se encontraba dentro de las curvas de calibrado que se

realizaron con anterioridad.
3.7.2. Nanofibras poliméricas

Para estudiar la estabilidad en el tiempo de los retinoides encapsulados en las distintas
nanofibras poliméricas, se prepararon las fibras que presentaban los retinoides encapsulados con sus
respectivas condiciones experimentales mediante la técnica de electrospinning, y se recogieron
muestras por duplicado a distintos tiempos (0 horas, 1, 3 y 9 dias). Las nanofibras se mantuvieron a

temperatura ambiente y tapadas de la luz, excepto en los momentos de recogida de las muestras.

Las muestras de nanofibras tomadas presentaban una cantidad tedrica de retinoide
comprendida dentro del rango de la curva de calibrado realizada con anterioridad. Estas muestras se

diluyeron en 1 ml de etanol y se analizaron mediante HPLC.

23



Para estudiar la eficiencia de encapsulacion (EE %) en las nanofibras se cuantificé, mediante la
técnica de HPLC, una muestra de la disolucién inicial correspondiente diluida en 1 ml de etanol para
entrar dentro del rango de la curva de calibrado. Estos valores obtenidos se tenian que tomar como
referencia para cuantificar la cantidad de retinoide encapsulado en las nanofibras. Mencionar que las
muestras de las disoluciones iniciales y de las nanofibras se mantuvieron en el congelador (-22 °C)

hasta el momento de ser analizadas mediante HPLC.

3.8. ENSAYOS DE LIBERACION IN VITRO MEDIANTE CELDAS DE FRANZ

Se realizaron dos ensayos de liberacidn in vitro mediante celdas de Franz para estudiar la cinética
de liberacién de los retinoides encapsulados en las nanofibras poliméricas. En ambos ensayos se

emplearon nanofibras de PMVEMA-ES 25 % p/p con los principios activos.

En el primer ensayo preliminar, se colocd en el compartimento donador directamente sobre la
membrana las siguientes muestras en sus respectivas celdas: Nanofibras con acitretina, nanofibras con
isotretinoina, un parche transdérmico con nanofibras de acitretina, un parche transdérmico con
nanofibras de isotretinoina, un control positivo de acitretina y un control positivo de isotretinoina. Tras
iniciar el ensayo, se tomaron volimenes de muestras (300 pl) a diferentes tiempos (1, 2, 3, 5, 8, 24, 48
y 72 horas) reponiendo siempre con solucién tampdn el mismo volumen extraido en cada celda. Estas
muestras se analizaron mediante la técnica analitica HPLC, descrita anteriormente, para obtener la
concentraciéon de retinoide que se iba liberando en el compartimento receptor. Mencionar que los

controles positivos de los retinoides consistieron en disolver una cantidad conocida de estos en etanol.

El segundo experimento se realizé del mismo modo, las Unicas diferencias con respecto al primer
experimento es que las muestras sélo se recogieron a las 48 horas y se analizaron mediante
espectrofotometria UV-Vis. Para analizar las muestras mediante esta técnica se anadié a los 5 ml
recogidos del compartimento receptor de cada celda, otros 5 ml de etanol en el caso de las muestras
con isotretinoina, y 5 ml de THF para las muestras que contenian acitretina. Seguidamente, se midid

las absorbancias de estas muestras.

Antes de realizar estos experimentos, se realizd una prueba piloto para decidir qué disolvente
era mas adecuado colocar en el compartimento receptor. Se estudid diversas bibliografias y se
realizaron pruebas con PBS, etanol:PBS (1:1) y etanol:PBS (3:7) [54] [55]. Tras analizar las muestras

mediante HPLC, se decidié emplear como disolvente el PBS.
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3.9. ENSAYOS BIOLOGICOS IN VITRO
3.9.1. Cultivos celulares

En los ensayos bioldgicos in vitro se empled una linea celular de queratinocitos humanos
inmortalizados (HaCaT) proporcionados por el Dr. Antonio Ferrer. Estas células se cultivarona 37 °Cen
una atmdsfera al 5 % de CO; en un medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) suplementado
con 10 % (v/v) de suero fetal bovino, 2 mM de glutamina y 50 pg/ml de gentamicina (todo procedente

de la casa comercial Sigma-Aldrich).
3.9.2. Ensayo de viabilidad celular mediante MTT

Este tipo de ensayo se basa en la reduccion metabdlica del 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT) mediante la accion de una enzima mitocondrial denominada succinato-
deshidrogenasa, la cual se encuentra en las mitocondrias de las células vivas. El MTT es un compuesto
soluble en agua y de color amarillo, pero cuando se reduce a formazan se vuelve insoluble en agua y
de color violeta. En el momento en el que el MTT reducido se disuelve en un disolvente organico como
el DMSO (dimetilsulfoxido), es posible cuantificar por colorimetria su cantidad y de este modo evaluar

la viabilidad celular.

Para realizar este ensayo, células sembradas el dia anterior en placas de 96 pocillos fueron
tratadas durante 48 horas (100 pl/pocillo) a una confluencia del 40-50 % con un rango de
concentraciones seriadas (0,08-10 uM) por duplicado de cada tipo de nanofibra de PMVEMA-ES/Ac
con los principios activos, y diferentes controles (etanol, nanofibras de PMVEMA-ES/Ac sin encapsular
y acitretina e isotretinoina disueltas en etanol). A continuacidn, los tratamientos se reemplazaron por
medio de cultivo celular (100 pl) con 0,5 mg/ml de MTT y a las 2 horas, se retiré este medio y se
afiadieron 100 pl de DMSO para disolver el formazan generado. La absorbancia a 570 nmy a 620 nm
se midié con un lector de microplacas Omega SPECTROstar® (BMG LABTECH, Alemania). La diferencia
de absorbancia entre 570 y 620 nm se correlaciond directamente con la cantidad de células vivas en

cada tratamiento, expresandola en porcentajes con respecto al grupo control (células sin tratar).
3.9.3. Ensayo de proliferacion celular mediante tincidn con cristal violeta

El ensayo mediante tincion con cristal violeta se realizé para determinar mediante otro método
los cambios en el nimero de células tras tratarlas con las diferentes muestras de nanofibras y de
retinoides diluidos en etanol. Este colorante tifie la membrana de todas las células, indicandonos la

cantidad total de células por pocillo.

Para realizar este ensayo se siguid el mismo procedimiento de cultivo celular y tratamiento de

las células del apartado anterior. Tras tratar las células con las diferentes muestras durante 48 horas
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se lavaron las células con PBS y se incubaron durante 30 minutos con 100 pl/pocillo de 1 mg/ml de
cristal violeta en una disolucidon de formalina al 4 % en PBS. Seguidamente, se retird la tincidn, las
células se lavaron con agua desionizada para eliminar el exceso de colorante y se afiadié 100 pl/pocillo
de acido clorhidrico (HCI) 0,1 M para disolver el colorante fijado. Por ultimo, la absorbancia a 620 nm
fue determinada con un lector de microplacas Omega SPECTROstar® (BMG LABTECH, Alemania) y los
datos obtenidos expresados en porcentaje de absorbancia a 620 nm respecto al grupo control (células

sin tratar).

4. RESULTADOS
4.1. VISCOSIDAD DE LAS DISOLUCIONES POLIMERICAS

La viscosidad de los tres tipos de disolucién polimérica control (PMVEMA-ES 25 % p/p, PMVEMA-
ES/Ac 15 % p/py PMVEMA-Ac 15 % p/p) se midié tal y como se indica en el apartado 3.4 de este trabajo
(viscosidad de las disoluciones poliméricas). La viscosidad de las disoluciones se midid por triplicado
una vez por semana durante 4 semanas (1, 8, 15 y 22 dias) y se obtuvieron los resultados en valores
de centipoises. En la siguiente figura (Figura 11) se muestra la variacién de la viscosidad de las distintas

disoluciones poliméricas control conforme pasa el tiempo.
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Figura 11: Variacion de la viscosidad con respecto al tiempo de las
disoluciones poliméricas control de PMVEMA-ES 25 % p/p,
PMVEMA-Ac 15 % p/p y PMVEMA-ES/Ac 15 % p/p. Los valores estan
representados en centipoises (cPs) y cada valor representa la media
de tres medidas + desviacién estandar (n=3).

4.2. PREPARACION DE LAS NANOFIBRAS POLIMERICAS
Las nanofibras se prepararon tal y como se describe en el apartado 3.5 de este trabajo
(preparacion de las nanofibras poliméricas). Haciendo uso de la microscopia dptica se optimizd los

pardmetros experimentales para cada tipo de nanofibra polimérica, los cuales se encuentran

resumidos en la siguiente tabla (Tabla 2).

26



Tabla 2: Condiciones experimentales 6ptimas empleadas para cada tipo de nanofibra polimérica.

Disolucién polimérica Nanofibra Voltaje (kV) Distancia (cm) Flujo (mi/h)

Control 16 14 0,25
Acitretina 16 14 0,25

PMVEMA-ES 25 % p/p
Isotretinoina 18 16 0,25
Control 16 20 0,25
Acitretina 16 20 0,25

PMVEMA-Ac 15 % p/p
Isotretinoina 16 20 0,25
Control 18 14 0,25
Acitretina 18 14 0,25

PMVEMA-ES/Ac 15 % p/p

Isotretinoina 18 14 0,25

4.3. CARACTERIZACION DE LAS NANOFIBRAS POLIMERICAS
4.3.1. Microscopio dptico

Todos los tipos de nanofibras poliméricas se elaboraron mediante la técnica de electrohilatura
con sus respectivas condiciones experimentales y fueron caracterizadas cualitativamente con la ayuda
de un microscopio dptico. Los parametros escogidos para cada una de las nanofibras (recogidos en la
Tabla 2) se seleccionaron debido a que, tras varias pruebas de modificacién, se observd que con esas

condiciones experimentales las fibras resultantes no presentaban gotas o imperfecciones (Figura 12).

Figura 12: Presencia de gotas en
nanofibras control de PMVEMA-ES 25 %

p/p.
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En la siguiente figura (Figura 13) se muestran las imagenes a microscopia dptica tomadas a
distintos aumentos, de los tres tipos de nanofibras poliméricas de PMVEMA-ES 25 % p/p optimizadas

en diferentes condiciones experimentales, las cuales se encuentran recogidas en la Tabla 2.

Acitretina Control Isotretinoina

20w

Figura 13: Imdagenes de microscopia dptica en diferentes aumentos (20x, 40x y 63x) de
las distintas nanofibras de PMVEMA-ES: Nanofibras de PMVEMA-ES 25 % p/p control,
nanofibras de PMVEMA-ES 25 % p/p con 0,05% de acitretina y nanofibras de PMVEMA-
ES 25 % p/p con 0,05% de isotretinoina.

A continuacidn, se muestra en las siguientes figuras (Figura 14 y Figura 15), las imagenes
tomadas a microscopia dptica de los tres tipos de nanofibras poliméricas de PMVEMA-Ac 15 % p/p vy
PMVEMA-ES/Ac 15 % p/p, respectivamente. Los tres tipos de nanofibras poliméricas de PMVEMA-Ac
15 % p/p se optimizaron con las mismas condiciones experimentales, y lo mismo ocurrié con las
condiciones experimentales de las nanofibras poliméricas de PMVEMA-ES/Ac 15 % p/p. Los

parametros utilizados se encuentran recogidos en la Tabla 2.
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Acitretina Control Isotretinoina

Figura 14: Imagenes de microscopia dptica en distintos aumentos (20x, 40x y 63x) de las
diferentes nanofibras de PMVEMA-Ac: Nanofibras de PMVEMA-Ac 15 % p/p control,
nanofibras de PMVEMA-Ac 15 % p/p con 0,05 % de acitretina y nanofibras de PMVEMA-
Ac 15 % p/p con 0,05 % de isotretinoina.

Acitretina Control Isotretinoina

Figura 15: Imagenes de microscopia éptica a diferentes aumentos (20x, 40x y 63x) de
las distintas nanofibras poliméricas de PMVEMA-ES/Ac: Nanofibras de PMVEMA-
ES/Ac 15 % p/p control, nanofibras de PMVEMA-ES/Ac con 0,05 % de acitretina y
nanofibras de PMVEMA-ES/Ac 15 % con 0,05 % de isotretinoina.
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4.3.2. Microscopio electrénico de barrido de emisién de campo (FESEM)

Gracias al uso de este microscopio electrdnico se realizé una caracterizacién cuantitativa de las
nanofibras tras optimizarlas en el proceso de electrohilado. Las imagenes obtenidas con este equipo
permiten observar con detalle la morfologia de los distintos tipos de nanofibras poliméricas, tanto con

el principio activo incorporado como sin él.

Se muestra a continuacién las imagenes a microscopia electrénica obtenidas de las distintas
nanofibras realizadas con PMVEMA-ES 25 % p/p (Figura 16), PMVEMA-Ac 15 % p/p (Figura 17) y
PMVEMA-ES/Ac 15 % p/p (Figura 18).

Figura 16: Imagenes de microscopia electrénica en diferentes escalas (50 um y 5 um) de las distintas nanofibras
realizadas con PMVEMA-ES. A. Nanofibras de PMVEMA-ES 25 % p/p control. B. Nanofibras de PMVEMA-ES 25 %
p/p con 0,05 % de acitretina. C. Nanofibras de PMVEMA-ES 25 % p/p con 0,05 % de isotretinoina.
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Figura 17: Imagenes de microscopia electrénica en diferentes escalas (50 um y 5 um) de las distintas nanofibras
realizadas con PMVEMA-Ac. A. Nanofibras de PMVEMA-Ac 15 % p/p control. B. Nanofibras de PMVEMA-Ac 15
% p/p con 0,05 % de acitretina. C. Nanofibras de PMVEMA-Ac 15 % p/p con 0,05 % de isotretinoina.

Figura 18: Imagenes de microscopia electrénica en diferentes escalas (50 um y 5 um) de las distintas nanofibras
realizadas con PMVEMA-ES/Ac. A. Nanofibras de PMVEMA-ES/Ac 15 % p/p control. B. Nanofibras de PMVEMA-
ES/Ac 15 % p/p con 0,05 % de acitretina. C. Nanofibras de PMVEMA-ES/Ac 15 % p/p con 0,05 % de isotretinoina.
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Con estas imagenes tomadas con el microscopio electréonico (FESEM), los bordes de las fibras se
distinguen con mayor nitidez, lo que permite realizar las medidas del grosor de las fibras de una forma
mas exacta. Por tanto, se realizaron 100 mediciones del didmetro de cada tipo de nanofibra realizadas
con las distintas disoluciones poliméricas, haciendo uso del programa informatico denominado
“Imagel”. Con estas medidas se realizaron histogramas para observar la distribucién del tamafio de las

distintas nanofibras poliméricas.

A continuacion, se muestran los histogramas creados para los distintos tipos de nanofibras
realizadas con las disoluciones de PMVEMA-ES 25 % p/p (Figura 19), PMVEMA-Ac 15 % p/p (Figura 20)
y PMVEMA-ES/Ac 15 % p/p (Figura 21), y la media de los grosores de cada tipo de nanofibra polimérica
(Tabla 3).
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Figura 19: Histograma de la distribucién de los grosores de las distintas nanofibras de PMVEMA-ES 25 % p/p
segun la presencia o ausencia del principio activo encapsulado (n=100).
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Figura 20: Histograma de la distribucion de los grosores de las distintas nanofibras de PMVEMA-Ac 15 % p/p

segun la presencia o ausencia del principio activo encapsulado (n=100).
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Figura 21: Histograma de la distribucién de los grosores de las distintas nanofibras de PMVEMA-ES/Ac 15

% p/p segun la presencia o ausencia del principio activo encapsulado (n=100).
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Tabla 3: Media de los grosores de cada tipo de nanofibra polimérica.

Disolucién polimérica Nanofibra Didametros (nm)*
Control 1138 £ 202
PMVEMA-ES 25 % p/p Acitretina 1311 + 259
Isotretinoina 771 + 258
Control 868 + 233
PMVEMA-Ac 15 % p/p Acitetina 1004 + 281
Isotetinoina 976 £ 289
Control 933 £232
PMVEMA-ES/Ac 15 % p/p Acitetina 1139 £ 248
Isotretinoina 857 £293

*Media aritmética + desviacion estandar de las 100 medidas de los didmetros de cada tipo de nanofibra.

4.4. ENSAYOS DE ESTABILIDAD EN EL TIEMPO

4.4.1. Rectas de calibrado

A continuacién, se muestran las rectas de calibrado realizadas para ambos retinoides en el

espectrofotémetro UV-Vis (Figura 22) y en el HPLC (Figura 23). Cada punto de las rectas corresponde

a la media de dos medidas necesarias para cuantificar los principios activos.
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Figura 22: Rectas de calibrado de los retinoides realizadas en el espectrofotémetro UV-Vis. A. Recta de calibrado

de la acitretina. B. Recta de calibrado de la isotretinoina. (n=2)
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Figura 23: Rectas de calibrado de los retinoides realizadas en el HPLC. A. Recta de calibrado de la acitretina. B.
Recta de calibrado de la isotretinoina. (n=2)

4.4.2. Disoluciones poliméricas

Con un espectrofotdmetro UV-Vis se midieron las absorbancias de las muestras recogidas de las
distintas disoluciones poliméricas a distintas temperaturas y en diferentes tiempos, y con la ecuacién
de la recta de las curvas de calibrado realizadas con anterioridad, se obtuvo la cantidad tedrica de cada
retinoide que presentaban las disoluciones poliméricas. Los resultados de las distintas disoluciones con
acitretina se muestran en la Figura 24, y los resultados de las distintas disoluciones con isotretinoina

se muestran en la Figura 25. En ambas figuras se puede observar que los retinoides se mantuvieron

estables en el tiempo en las diferentes disoluciones poliméricas.
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(B) y PMVEMA-ES/Ac 15 % p/p (C) que presentaban
un 0,05 % de isotretinoina con respecto a la cantidad
total de polimero.

A partir de las absorbancias de las anteriores disoluciones, se pudo visualizar los espectros de

absorcion para ambos retinoides, acitretina e isotretinoina. A continuacidon, se muestran sus espectros

de absorcion en un rango de longitudes de onda comprendido entre 300-400 nm (Figura 26).
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Figura 26: Espectros de absorcidn de la acitretina y la isotretinoina.
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4.4.3. Nanofibras poliméricas

En este ensayo se recogieron muestras por duplicado en distintos tiempos para todos los tipos
de nanofibras que presentaban acitretina o isotretinoina encapsulada. Las muestras presentaron una
cantidad de fibra entre 20 y 40 mg, cuya cantidad de retinoide corresponderia a 10 y 20 ug,
respectivamente. Posteriormente estas muestras se analizaron mediante HPLC y con la ecuacién de la
recta de las curvas de calibrado que se realizaron con anterioridad, se obtuvo la cantidad tedrica de

cada tipo de retinoide que presentaban esas nanofibras.

En la Figura 27, se muestra un velo de nanofibras de donde se recogieron algunas de las
muestras, y en la Figura 28 se muestran los resultados de los ensayos de estabilidad en el tiempo de
las nanofibras de PMVEMA-ES 25 % p/p y de PMVEMA-ES/Ac 15 % p/p, donde se puede observar la
pérdida de principio activo en las nanofibras con respecto al tiempo. Los resultados del ensayo de
estabilidad de las nanofibras de PMVEMA-Ac 15 % no se pudieron obtener debido a una obstruccién
en la columna del HPLC que no pudo solucionarse a tiempo. En cuanto a las nanofibras de PMVEMA-
ES 25 % p/p con 0,05 % de isotretinoina, hubo problemas técnicos con las muestras y no se consiguié
analizar los resultados correctamente, por lo tanto, en la Figura 28 A, solo se muestran los resultados

de las fibras con acitretina.

N AN
Figura 27: Velo de nanofibras de PMVEMA-Ac
15 % p/p con 0,05 % de acitretina.
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Figura 28: Ensayos de estabilidad en el tiempo de las diferentes nanofibras encapsuladas. A. Nanofibras de
PMVEMA-ES 25 % p/p. B. Nanofibras de PMVEMA-ES/Ac 15 % p/p. Cada valor representa la media de dos valores
+ desviacion estandar (n=2).
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En las fibras de PMVEMA-ES la EE % de la acitretina fue un 90 %. Sin embargo, en las fibras de
PMVEMA-Ac la EE % de la acitretina fue de 64 % y la EE % de la isotretinoina fue de 66 %.

Los datos de la EE % se calcularon tomando como referencia la cantidad de retinoide que debia
presentar la nanofibra segun la cantidad afiadida de estos compuestos en las disoluciones, debido a
gue por una mala conservacion de las muestras de las disoluciones no se pudo cuantificar la EE %

tomando como referencia los valores obtenidos en esas muestras.

4.5. ENSAYO DE LIBERACION IN VITRO MEDIANTE CELDAS DE FRANZ

En los dos ensayos de liberacidn in vitro que se realizaron con las celdas de Franz, se colocaron
muestras de nanofibras comprendidas entre los 13-50 mg, las cuales presentaban una cantidad tedrica
de retinoide comprendida entre 6,5-25 ug, respectivamente. En la Figura 29 se muestran los pesos de
las distintas muestras de fibras que se depositaron en cada celda en ambos ensayos, asi como la

cantidad tedrica de retinoide que debian contener esas fibras.
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Figura 29: Pesos de las muestras de fibras (mg) que se depositaron en cada celda de Franz con sus respectivas
cantidades de principio activo encapsulado (ug), en los ensayos 1 (A) y 2 (B). Los controles no presentaron parches
ni fibras, consistieron en depositar esa cantidad de retinoide diluida en etanol encima de la membrana.

Las muestras recogidas en el primer ensayo preliminar se analizaron mediante HPLC. Sin
embargo, tras analizar los resultados se observd que no se produjo ninguna liberacién de los retinoides

en el compartimento receptor a lo largo del tiempo.

En cuanto a los resultados del segundo ensayo, las muestras se analizaron mediante un
espectrofotémetro UV-Vis y se determind, mediante la absorbancia de estas muestras y las rectas de
calibrado realizadas para cada retinoide, la cantidad de principio activo que habia atravesado la

membrana hacia el compartimento donador. En la Tabla 4 se muestra la cantidad de principio activo
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(ug) que se depositd junto con las fibras encima de la membrana en el compartimento donador, y el

porcentaje de esa cantidad de principio activo (%) que difundié hacia el compartimento receptor.

Tabla 4: Resultados del porcentaje (%) de principio activo que atravesé la membrana en el segundo ensayo de
liberaciéon mediante celdas de Franz.

Celda Retinoide (pg) Retinoide (%)
Control acitretina 30 2,85
Parche nanofibras acitretina 19,65 11,10
Nanofibras acitretina 20,95 2,97
Control Isotretinoina 30 7,90
Parche nanofibras isotretinoina 6,7 11,79
Nanofibras isotretinoina 14,4 10,97

4.6. ENSAYOS BIOLOGICOS IN VITRO

Se muestra en las siguientes figuras los resultados del ensayo de viabilidad celular realizado con
MTT (Figura 30) y los resultados del ensayo de proliferacidn celular realizado con tincién con cristal
violeta (Figura 31) en la linea celular HaCaT. En los ensayos de viabilidad celular, se observé una mayor
mortalidad en aquellas células que se incubaron con las muestras de nanofibras, y una mayor
mortalidad conforme se aumentaba la concentracion de retinoide en todas las muestras. En cuanto a
los ensayos de proliferacién celular, no se observaron variaciones significativas en el nimero de células

tras incubarlas con las diferentes muestras.
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Figura 31: Determinacién de la proliferacién celular
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5. DISCUSION

En este proyecto se eligié el PMVEMA-ES y el PMVEMA-Ac como matrices poliméricas para la
elaboracion de nanofibras con la finalidad de estudiar las diferencias de tamano, morfologia,
encapsulacién, estabilidad y liberacidon de los principios activos (acitretina e isotretinoina). Existen
estudios anteriores realizados en nuestro laboratorio por Mira et al. [49] y Martinez-Ortega et al. [52]
que indican que las nanofibras desarrolladas con PMVEMA-Ac suelen presentar un didametro menor
que las fibras desarrolladas con PMVEMA-ES. Ademas, en uno de esos estudios [49] se sefala que el
polimero PMVEMA-Ac da lugar a una liberacidén mas rapida de los principios activos en comparacion
con el polimero PMVEMA-ES, por tanto, se decidié juntar ambos polimeros con la intencion de

combinar sus propiedades de liberacién.

Se empled etanol como disolvente principal para elaborar todos los tipos de disoluciones
poliméricas debido a que los retinoides usados en este proyecto son insolubles en agua [53] [56] [57].
Ademas, el producto comercial de PMVEMA-ES que se utilizd para elaborar algunas de las disoluciones
ya presentaba un 50 % p/p en etanol, siendo también medianamente insoluble en agua. Normalmente,
en nuestro laboratorio las disoluciones de PMVEMA-Ac se preparan en agua como disolvente [50]. Sin
embargo, en este proyecto se ha demostrado que este polimero también presenta una buena
compatibilidad con el etanol. Por tanto, teniendo en cuenta la solubilidad de los retinoides y de los
polimeros, se decidid que el etanol era el disolvente adecuado para elaborar los tres tipos de

disoluciones poliméricas (PMVEMA-ES, PMVEMA-ES/Ac y PMVEMA-Ac).

Por su parte, la solubilizacién de la acitretina resulté bastante complicada debido a que es
practicamente insoluble en la mayoria de los disolventes. Este retinoide es soluble en etanol (siempre
y cuando se empleen grandes cantidades de este disolvente) y muy soluble en THF [53], por tanto, se
tuvo que emplear pequenas cantidades de THF para asegurar una correcta solubilizacién de este
retinoide en las disoluciones poliméricas. En algunos estudios se ha informado acerca de la toxicidad
del THF [58] y de la irritacidn que puede causar en la piel las preparaciones que contienen 50 % v/v de
alcohol [59], sin embargo, esto no supone un problema debido a que los disolventes se evaporan en

el proceso de electrospinning a la hora de sintetizar las nanofibras.

En cuanto a la medida de la viscosidad de las distintas disoluciones poliméricas control, en la
Figura 11 se puede observar que la viscosidad de las disoluciones control de PMVEMA-ES y PMVEMA-
ES/Ac aumenta conforme pasa el tiempo, sobre todo, en los primeros siete dias desde la preparacion
de las disoluciones. Este hecho puede deberse a una parcial evaporacién del disolvente (etanol). Sin
embargo, la viscosidad de la disolucién control de PMVEMA-Ac va disminuyendo a lo largo del tiempo,

excepto en la ultima medicién. Esta observacidn podria deberse probablemente a que se produce una
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reaccion de esterificacion entre el etanol y los grupos funcionales del PMVEMA-Ac que va favoreciendo
la solubilizacién de este polimero en el disolvente. Ademas, en la grafica se destaca que conforme se
aumenta la proporcion del polimero PMVEMA-Ac en las disoluciones, mas viscosidad presentan,
siendo la disolucidon menos viscosa la de PMVEMA-ES (a pesar de presentar un 25 % p/p de polimero)

seguida de la de PMVEMA-ES/Ac y la de PMVEMA-Ac.

Con respecto al tamafio y la morfologia de las nanofibras sintetizadas, se puede apreciar en la
Tabla 3 las diferencias entre los distintos tipos de nanofibras. Las nanofibras de PMVEMA-ES resultaron
ser las fibras con mayor didmetro (aprox. 1 micra), seguidas de las de PMVEMA-ES/Ac y PMVEMA-Ac,
respectivamente. Todas las nanofibras que contenian encapsulada acitretina presentaron un mayor
tamafio que sus respectivas nanofibras control, mientras que las nanofibras con isotretinoina
encapsulada presentaron un tamafio menor que sus nanofibras control, excepto en el caso de las

nanofibras con PMVEMA-Ac.

Estas variaciones de tamafio entre los distintos tipos de nanofibras poliméricas probablemente
sean debidos a la presencia del polimero PMVEMA-Ac, que favorece el desarrollo de fibras con
didmetros mas pequefios, y a la incorporacion de los principios activos. En cuanto al aumento de
tamafio con respecto a los controles de los tres tipos de nanofibras que llevaban encapsulada
acitretina, puede deberse a las fuerzas intermoleculares del anillo aromatico del propio compuesto
(Figura 2) junto a su baja solubilidad. Estos sucesos favorecen la generacion de estructuras ordenadas
(pi-stacking) que provocan un aumento del grosor de la fibra generando en ocasiones fibras de doble
filamento que son imposibles de separar. Por otra parte, la disminucién del tamafio con respecto al
control de las fibras de PMVEMA-ES con isotretinoina, probablemente se deba a los distintos
pardmetros operacionales que se emplearon a la hora de sintetizarlas (Tabla 2), ya que resulté
imposible repetir exactamente los mismos pardmetros que las nanofibras control y las de acitretina.
Sin embargo, las nanofibras de PMVEMA-ES/Ac con isotretinoina resultaron poseer un menor tamafio
gue sus fibras control a pesar de utilizar los mismos parametros experimentales. No obstante, esta
diferencia de tamafio (76 nm) entre las fibras que llevaban encapsulada isotretinoina y las fibras

control es muy pequefia, por lo que entraria dentro del rango de error a la hora de medir las nanofibras.

En el estudio de estabilidad temporal por espectroscopia UV-Vis de los retinoides en las
disoluciones (Figura 24 y Figura 25), no se observd ningun tipo de degradacidn significativa, ya que la
cantidad de ambos retinoides en todas las disoluciones a lo largo del tiempo se mantuvo estable,
aunque existen antecedentes que indican que estos retinoides son sensibles a la luz, al aire y al calor,
especialmente en disolucién [53]. Esto puede deberse a que estas disoluciones poliméricas son
capaces de conservar adecuadamente estos retinoides, al menos el tiempo observado. Si bien, las

muestras guardadas en el congelador para realizar la EE % de las nanofibras obtuvieron pérdidas
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significativas de principio activo, lo que sugiere que los retinoides no se preservan facilmente y
conviene trabajar con disoluciones recientes. Por este motivo, la EE % de encapsulacion se tuvo que

calcular con respecto a la cantidad tedrica incorporada en las disoluciones poliméricas.

Por su parte, los ensayos de estabilidad en el tiempo de las nanofibras medido por HPLC (Figura
28) mostraron una disminucidn de la cantidad de principio activo en las nanofibras conforme pasa el
tiempo, excepto a las 24 horas, que el porcentaje de principio activo sube con respecto al dia anterior.
Esto puede ser debido a que a la hora de pesar las muestras a tiempo 0 horas, se pesara también una
parte de etanol que todavia no se habia evaporado, pesando realmente menos cantidad de fibra de la
que se pensaba y obteniendo por tanto unos valores de principio activo mds pequeiios que los que
habia en realidad. Si comparamos los resultados obtenidos en los dos tipos de nanofibras poliméricas,
se puede apreciar que la EE % de la acitretina es mucho mayor en las nanofibras de PMVEMA-ES (90
%) que en las de PMVEMA-ES/Ac (64 %), lo que sugiere que quizas el polimero PMVEMA-Ac no
consigue encapsular correctamente este retinoide. Para confirmar esta hipdtesis faltaria realizar el
ensayo de estabilidad con las nanofibras de PMVEMA-Ac, que tal y como se ha mencionado
anteriormente no pudo llevarse a cabo por un problema de obstruccion en la columna de HPLC. En
cuanto a la isotretinoina su EE % en las nanofibras de PMVEMA-ES/Ac fue de un 66 %, sin embargo, no
se pudo obtener los resultados de estabilidad de este retinoide en las nanofibras de PMVEMA-ES

debido a dificultades técnicas, por lo que no se pueden comparar las EE %.

En cuanto a los estudios de liberacidn in vitro mediante celdas de Franz, en los resultados del
primer ensayo analizados mediante HPLC se observé que estos retinoides encapsulados en estas
nanoestructuras no eran capaces de atravesar la membrana, por lo que se decidio realizar un segundo
ensayo empleando un espectrofotémetro UV-Vis para analizar las muestras y confirmar los resultados.
En este caso si se detectd una pequenia liberacidn de estos retinoides en el compartimento receptor
de las celdas (Tabla 4). Las muestras que contenian nanofibras con el retinoide encapsulado
presentaron una mayor liberacidn con respecto a los controles, siendo las fibras de isotretinoina las
gue mayor liberacién exhibieron. Aun asi, los porcentajes de liberacion fueron muy pequefios, lo que
confirma el estudio realizado por Liu et al. [55] con nanoestructucturas de isotretinoina que indica que
este retinoide no es capaz atravesar completamente la piel. Tal y como se ha mencionado a lo largo
de este trabajo, los retinoides poseen una serie de efectos secundarios en el organismo cuando se
administran por via oral, por lo que la accidon localizada de sus efectos en la epidermis a través de estas
nanoestructuras podria ser beneficioso para tratar de una nueva forma la HS sin que estos compuestos
alcancen la circulacién sistémica. Cabe mencionar que este tipo de ensayo no se realizé con los demas

tipos de nanofibras (PMVEMA-ES/Ac y PMVEMA-Ac) debido a que ya se habia demostrado con las

43



nanofibras de PMVEMA-ES que estos retinoides no eran capaces de atravesar completamente la

membrana.

Con respecto a los estudios celulares in vitro, en los resultados del ensayo de viabilidad celular
mediante MTT (Figura 30) se puede observar una mayor mortalidad conforme se aumentan las
concentraciones de las muestras, y una mayor mortalidad en aquellas células que se trataron con
nanofibras con respecto a los controles. Esa mayor mortalidad en las células que se trataron con
nanofibras probablemente se debe al cambio de pH que se genera cuando se afiaden las fibras,
acidificando el medio y creando por tanto un ambiente no favorable para las células. Este problema se
podria remediar afadiendo una solucion tampdén como HEPES ((dcido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinetanosulfénico) para amortiguar el pH del medio. No obstante, esta disminucion de la
viabilidad celular conforme se aumentan las concentraciones de los retinoides concuerda con los

estudios realizados por Liwei et al. [60] y Shelake et al. [61].

Por otra parte, en los resultados del ensayo de proliferacién celular mediante tincion con cristal
violeta (Figura 31) no se apreciaron cambios significativos en la proliferacion, excepto en las células
gue presentaban muestras de acitretina (Figura 31 B), donde se observé una pequeiia disminucién de
proliferacidon celular con respecto a los controles (nanofibras sin encapsular y etanol) de aquellas
células que se trataron con mayores concentraciones de acitretina disuelta en etanol, y un aumento
de la proliferacion celular en aquellas células incubadas con concentraciones pequefias de ambas
muestras con acitretina. En este punto, existen diversos estudios donde indican que a densidades de
siembras bajas estos retinoides son capaces de aumentar la proliferacion celular, mientras que si se
incuban con densidades de siembras altas inhiben la proliferacion celular [62] [63] [64]. Por tanto, es
probable que no se haya producido ningun efecto en la proliferacion celular debido a que la densidad
de siembra de las células fue entre 40-50 %. Sin embargo, en los estudios realizados por Ran et al. [60],
Zhang et al. [65] y Ding et al. [66] si se observd una disminucién de la proliferacién celular en distintas

lineas celulares, entre las que se incluyen la linea celular HaCaT, cuando se afiadian estos retinoides.

Por ultimo, mencionar que se eligieron las nanofibras de PMVEMA-ES/Ac en lugar de las de
PMVEMA-ES o PMVEMA-Ac para realizar los estudios bioldgicos in vitro, debido a que eran las Unicas
gue presentaban los dos tipos de polimeros empleados en este proyecto, y solo disponiamos de las
placas de células necesarias para realizar estos ensayos una Unica vez antes de la entrega de este

documento.
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6. CONCLUSION Y PROYECCION FUTURA

En este Trabajo Fin de Master se ha experimentado con sistemas nanoestructurados para

encapsular dos tipos de retinoides por separado, acitretina e isotretinoina. El propdsito de desarrollar

estas formas farmacéuticas es encontrar una nueva forma de manejar la HS mediante un tratamiento

tépico local con estos retinoides. Se emplearon los polimeros PMVEMA-ES y PMVEMA-Ac para este fin

por ser biodegradables, biocompatibles y presentar propiedades transportadoras.

Las principales conclusiones de este trabajo son:

Se han utilizado distintas disoluciones poliméricas de derivados de PMVEMA como
polimero matriz para el desarrollo de nanofibras mediante la técnica de electrospinning

para encapsular acitretina e isotretinoina.

La morfologia, tamafio y calidad de las fibras dependieron del polimero empleado, del
tipo de retinoide encapsulado y de los parametros experimentales, obteniendo las fibras
de mayor tamafio con el polimero PMVEMA-ES, y las de menor tamafio con el polimero
PMVEMA-Ac. Las nanofibras poliméricas con acitretina son mayores que con

isotretinoina, coincidiendo con una mayor eficiencia de encapsulacion.

El contenido de acitretina e isotretinoina encapsulada en las nanofibras disminuye

conforme pasa el tiempo, mientras que en disolucién no se observa esta variacién.

Los resultados de los ensayos de liberacion in vitro mediante celdas de Franz realizados
con las fibras de PMVEMA-ES, sugieren que estos retinoides no son capaces de atravesar

la piel.

En los ensayos bioldgicos con la linea celular HaCaT, la viabilidad celular disminuyé al
aumentar las concentraciones de las distintas muestras, siendo mas pequefia en
aquellas células incubadas con nanofibras. Por lo tanto, concentraciones elevadas de
estos retinoides resultan citotdxicas para estas células. La proliferacion celular in vitro
en este trabajo se realizé con densidad de siembra intermedia no produciendo un efecto
significativo en los resultados estudiados, siendo necesario cambios en las densidades

para analizar su efecto.

En futuros estudios, se deberia cuantificar la cantidad de retinoide en todas las disoluciones

poliméricas para realizar la EE % a partir de estos datos obtenidos, repetir el ensayo de estabilidad de

los retinoides en el tiempo con las nanofibras de PMVEMA-ES con isotretinoina y con ambos tipos de

nanofibras de PMVEMA-Ac, y medir el pH en disolucién acuosa de las nanofibras de PMVEMA-ES/Ac.
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Con este ultimo dato se intentaria amortiguar ese pH afladiendo una soluciéon tampén de HEPES y

repetir los ensayos bioldgicos sin que este parametro afecte a la viabilidad de las células.
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