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Evaluacion de nanofibras poliméricas
como forma farmacéutica termosensible

RESUMEN

La liberacion controlada de farmacos es un campo muy estudiado actualmente y donde
los nanomateriales tienen gran importancia. Existen diversos mecanismos de liberacion
y este Trabajo de Fin de Grado (TFG) se ha centrado concretamente en uno de ellos: la
liberacion de farmacos activada mediante estimulo externo, especificamente mediante
la aplicacion de campos magnéticos de radiofrecuencia. Para ello se ha fabricado una
serie de membranas nanoestructuradas compuestas por nanofibras poliméricas
electrohiladas de poliacrilonitrilo (PAN) y nanoparticulas magnéticas (NPMs) de
MnFe,O4 optimizadas para la produccién de calor bajo campos magnéticos de
radiofrecuencia, elevando la temperatura y asi controlar la liberacion del farmaco. Se
han caracterizado dichas membranas por diversas técnicas incluyendo Microscopia
electrénica de barrido (SEM) y espectroscopia infrarroja (FTIR). Para estudiar los
perfiles de liberacion se eligié un farmaco de prueba (B12) almacenado en la membrana
como paso previo a estudios de farmacos citotoxicos usados en el tratamiento contra el

cancer.

El estudio de la cinética de liberacion de B12 se realizd a partir de la medida continua
de la concentracion en un sistema de flujo. Para ello, este trabajo experimental requirio
la adaptacion de un dispositivo aplicador de campos magnéticos mediante la integracion

con un espectrofotometro UV-vis modular.

El estudio comparativo de los perfiles de liberacion de las membranas a diferentes
temperaturas se realizé con calentamiento exdégeno (mediante la termalizaciéon con un
sistema de camisa de agua circulante) y en membranas con NPMs mediante
calentamiento inductivo. Las curvas de concentracion frente a tiempo obtenidas se
ajustaron con la funcién de Gompertz, como parte de un modelo matematico de tipo
exponencial que proporciona tres parametros relacionados con el perfil de liberacion en
cada caso. Los resultados obtenidos mostraron la mayor eficiencia del calentamiento
magnético para el control de la liberacion, lo que proporciona a estos materiales un
potencial interés para futuras aplicaciones en terapias clinicas de liberacion controladas

remotamente por campos magnéticos.



SUMMARY

Controlled drug release is a field of current intensive research, where nanomaterials play
a significant role. There are various drug release mechanisms, and this Degree Project
has been specifically focused on one of them: drug release activated by external
stimulus, specifically by application of radiofrequency magnetic fields. For this purpose,
a series of nanostructured membranes composed of electrospun polyacrylonitrile (PAN)
polymeric nanofibers and MnFe;O4 magnetic nanoparticles (MNPs) were synthesized,
optimized for heat production under radiofrequency magnetic fields, providing the control
of the drug release. The membranes were characterized using various techniques
including Scanning Electron Microscopy (SEM) and infrared spectroscopy (FTIR). To
study the release profiles, a test drug (B12) stored in the membrane was chosen, as a

preliminary step to future studies on cytotoxic drugs used in cancer treatment.

The kinetics of B12 release were determined by continuously measuring the
concentration in a flow system. For this, my experimental work required the adaptation
of a magnetic field applicator device, through the integration with a modular UV-vis

spectrophotometer.

A comparative study of the release profiles of the membranes at different temperatures
was performed with exogenous heating (through thermalization with a circulating water
jacket system) and in membranes with MNPs through inductive heating. The
concentration versus time curves obtained were fitted with the Gompertz function, as
part of an exponential mathematical model that provides three parameters related to the
release profile in each situation. The results showed that magnetic heating is more
efficient for controlling the release, giving these materials potential interest for future

applications in clinical therapies remotely controlled by magnetic fields.
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1. INTRODUCCION

La forma en la que se libera un farmaco pude afectar de forma importante a su eficacia y
seguridad. Ademas, se requiere una velocidad y una duracion de tratamiento
determinadas para lograr el efecto deseado. Se ha progresado en el campo de los
sistemas de administracién de farmacos para controlar su liberacion, teniendo en cuenta
factores como las propiedades quimicas del farmaco, el lugar a tratar o las necesidades
del paciente. Lo que se busca con el estudio de la liberacién de farmacos es una forma
menos invasiva y toxica, y mas eficaz de tratar una enfermedad. Para un tipo de farmaco
dado, existen dos limites clinicamente relevantes: por encima de una dada concentracion
el farmaco presenta una toxicidad nociva para el organismo, y por debajo de una cierta
concentracion el farmaco pierde su accion terapéutica (concentracion subdptima). Un
perfil ideal de concentracion debe permanecer estable entre ambos limites por el tiempo
de accion terapéutica necesario, lo que puede lograrse mediante el control de la liberacion

por estimulos externos.

La idea de liberacion controlada de medicamentos, en contraposicion a la liberacion
espontanea, se refiere al control espacial y temporal de liberacion de una molécula
terapéutica en el cuerpo. Las dosificaciones de liberacion sostenida buscan mantener la
disponibilidad del medicamento dentro de ventanas terapéuticas especificas de

concentracion y tiempo como ilustra la Figura 1 [1].
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Figura 1. Curvas comparativas de los distintos tipos de liberacion de farmacos existentes

El uso de micro y nanomateriales como portadores de medicamentos para mejorar la
liberacion del medicamento es un concepto bastante antiguo, reportado ya en los afios
80 cuando se desarrollaron soluciones micelares para formulaciones de liberacion

controlada [2]. Cada sistema de liberacion controlada debe ser disefiado no solo con
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atencion especifica en la quimica del medicamento a administrar, sino también
considerando las especificidades del 6rgano objetivo (por ejemplo, cruzar barreras
fisiologicas, proteger de una rapida eliminacion, etc.). La llegada de la nanotecnologia al
campo de la medicina hizo posible nuevos materiales para el direccionamiento de

medicamentos y/o su liberacion controlada.

Existen diversas formas de control de la liberacién de un farmaco. Entre los mas

comunmente utilizados se encuentran los siguientes [3][4]:

e Liberacién prolongada: este tipo de mecanismo esta disefiado para liberar el farmaco

gradualmente durante un periodo continuo, permitiendo una dosificacion menos
frecuente. Para controlar la liberacién se utilizan diferentes tecnologias como
sistemas matriz, sistemas de depdsito o bombas osmaticas.

e Liberacién controlada: tiene como objetivo liberar el farmaco a un ritmo controlado,

manteniendo las concentraciones del farmaco dentro de un rango terapéutico
deseado. Estos sistemas suelen utilizar formulaciones o tecnologias especializadas
para regular la liberacion de farmacos, como sistemas controlados por difusion,
resinas de intercambio iénico o microencapsulacion.

e Liberacién dirigida: implica dirigir el farmaco a un sitio especifico del cuerpo para su

liberacion localizada, reduciendo los efectos secundarios y mejorando los resultados
terapéuticos. Son, por ejemplo, las formulaciones liposomales utilizadas en el
tratamiento del cancer.

e Liberacién desencadenada o entrega de farmaco activada mediante estimulo:

responden a estimulos especificos, como cambios en el pH, la temperatura o la
actividad enzimatica. Estos sistemas pueden disefiarse para liberar el farmaco en el

sitio objetivo, con una respuesta condicionada o segun el estado de una enfermedad.

Los avances en el entorno farmacéutico se deben en parte al desarrollo de sistemas
innovadores de administracién de farmacos, como por ejemplo enfoques basados en
nanotecnologia, dispositivos implantables y polimeros biodegradables. Este progreso
permite un control preciso sobre la cinética de liberacion del farmaco y una mayor eficacia

terapéutica.

1.1.  Nanofibras como sistemas de entrega de farmacos

Actualmente, las nanofibras poliméricas son un material atractivo en el area de sistemas
de administracion de farmacos. Esto es debido a que el diametro de las fibras es muy

pequeio (6rdenes de micrometros o nandmetros) y, por lo tanto, la relacion



superficie-volumen es alta para posibilitar una liberacion eficaz, y ademas pueden
contener gran concentracion de farmaco, mejorando algunos procesos como la
transferencia de materia o el rendimiento mecanico [5]. Debido a la versatilidad quimica
de estos nanosistemas farmacéuticos, es posible modificar la superficie de las moléculas
haciendo que reconozcan selectivamente a la célula que se debe tratar. También existe
la posibilidad de incluir en estas fibras nanoparticulas multifuncionales capaces de

diagnosticar y tratar procesos tumorales simultaneamente.

Las nanofibras se utilizan formando una membrana, la cual se fabrica mediante
electrohilado (también conocido por el término en inglés: electrospinning), un método en
el que se utiliza campo eléctrico. En una jeringuilla se introduce la solucion a hilar; en este
caso, la solucién contiene la mezcla de polimeros y el farmaco. El funcionamiento de esta
técnica consiste en aplicar un campo eléctrico a la mezcla mediante un electrodo negativo
que esta conectado a la punta de la jeringa que es de un metal conductor, mientras que
el positivo se encuentra en un colector cilindrico giratorio que atrae las fibras [6][7]. En la

Figura 2 se aprecia un esquema de este proceso de fabricacion.

;

Figura 2. llustracion esquematica de las principales partes de un sistema de electrohilado
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Las formas de dosificacion convencionales (pastillas, capsulas o inyecciones) estan
limitadas cuando se trata de perfiles de liberacién controlados en el espacio o el tiempo.
Para superar estas limitaciones, las nanofibras proporcionan un perfil prolongado de
liberacion de farmaco y frecuencia de dosificacion reducida. Las nanofibras también
pueden proteger al farmaco de la descomposicion precoz dentro del cuerpo antes de

llegar al lugar esperado [8].

En el caso del presente trabajo de fin de grado, la aplicacion de estas nanofibras
constituye los pasos iniciales de una linea de investigacion mas amplia, orientada hacia
la administracion de farmacos controlada remotamente por campos magnéticos alternos,
con potenciales aplicaciones en tratamientos clinicos que incluyen alternativas

terapéuticas a quemaduras, dolor crénico, y cancer.



1.2.  Nanofibras inteligentes para liberacién de farmacos

Los sistemas de administraciéon de farmacos sensibles a estimulos han ido adquiriendo
una mayor importancia en el ambito cientifico durante las ultimas décadas. La
combinacion de farmacos basados en nanoparticulas representa una tecnologia
significativa para lograr la liberacién controlada (tanto temporalmente, espacialmente y
de dosis) del principio activo. La administracién dirigida mejora la biodistribucion, reduce

los efectos secundarios y aumenta la eficacia del tratamiento.

Para el uso de estos sistemas es necesario el uso de materiales biocompatibles
susceptibles a un estimulo especifico. Estos estimulos, que activan la liberacion de los
farmacos, estan divididos en dos grupos: estimulos externos y estimulos internos. Los
estimulos externos estan relacionados con interacciones del material con radiacion
Optica, electromagnética o de ultrasonido, mientras que los estimulos internos se basan
en cambios de la regién a tratar: diferencia de pH, activacion de enzimas, gradiente redox

o temperatura [9].

En este tipo de liberacion los materiales utilizados normalmente son los denominados
“sistemas hibridos”. Los sistemas hibridos son combinaciones de distintos materiales
para obtener propiedades mejoradas, pueden consistir en uniones de dos o mas
materiales nanoestructurados (nanofibras y nanoparticulas) o combinaciones de
nanoparticulas y moléculas pequefias, siendo estas ultimas: radioisétopos, péptidos o el

propio farmaco.

La entrega de farmacos ante el cambio térmico es una de las estrategias mas

investigadas, y es la que se estudia en este proyecto de fin de grado. Los portadores con
respuesta térmica retienten la concentracion de farmaco a una temperatura concreta, por
ejemplo, la corporal, y liberan esta carga cuando se produce un cambio en dicha
propiedad [10]. Como se ha comentado, el cambio de temperatura puede ser producido
tanto interna como externamente, siendo importante para este trabajo el estimulo externo,
puesto que es el que se ha aplicado. En este caso, las moléculas de farmaco se han
combinado con una mezcla de polimeros que responden al calentamiento, siendo el
calentamiento enfocado lo que desencadenaria la liberacion transitoria del farmaco en un
tratamiento in vivo y por ello, se tendria una alta concentracién del farmaco en la zona

afectada.

Para el desarrollo de este trabajo también ha sido importante la induccion magnética.
Con este estimulo externo se consigue aumentar la temperatura de nanoparticulas

magnéticas, y por ende de las nanofibras, como se desarrolla a continuacion.



1.3. Calentamiento por induccion magnética

Cuando un sistema de nanoparticulas magnéticas se somete a un campo magnético
oscilante, existe una interaccion entre el momento magnético de las particulas y el campo
AC por el cual se absorbe energia del campo que luego transforman en calor disipado en
las particulas. Hay dos mecanismos principales que explican esta generacién de calor:

mediante relajacién magnética de Néel o relajacién de Brown. (Figura 3)

Mecanismo de
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Figura 3. Esquema de los mecanismos de relajacion de Néel y de Brown.

En la relajacion de Néel se presenta una rotacion del vector de momento magnético sin
que haya una rotacion mecanica de la misma, mientras que en la relajacion de Brown se
debe a la rotacién mecanica de la particula, manteniendo su momento magnético en la
misma direccion con respecto a ella. Para particulas pequeinas el mecanismo dominante
se debe a la relajacién de Néel mientras que para particulas grandes la relajacién de
Brown se explica por rotacion de la particula dentro del liquido transportador [11].

En cualquier caso, la capacidad de calentamiento de un coloide magnético se mide
mediante el parametro llamado potencia especifica de pérdidas (SLP, por sus siglas en
inglés “Specific Loss Power”), que depende de las propiedades magnéticas de las
particulas usadas, y también de la amplitud y frecuencias del campo magnético aplicado.
Puesto que el andlisis de las propiedades magnéticas que determinan el SLP es un
estudio que excede los objetivos de este trabajo, se han utilizado las propiedades del
material magnético como fuente de calor para el estudio de la liberacién de farmacos, que
es el foco de este TFG. Evidentemente, podrian esperarse diferencias entre los efectos
de la liberacion por calentamiento externo (es decir, termalizacion con agua) y la
liberacion resultante del calentamiento ‘intrinseco’ de las nanoparticulas embebidas en
las nanofibras. Este tipo de estudio diferencial de los mecanismos microscopicos de
liberacion requeriria del analisis del SLP para las nanoparticulas y las nanofibras
magnéticas y la modelizacion de los mecanismos de relajacion, lo que supera los

objetivos del presente trabajo, descritos en el siguiente apartado.



2. OBJETIVOS Y PLANTEAMIENTOS
2.1. Objetivos

Con este trabajo de fin de grado, desarrollado en el grupo Hipertermia Magnética del
Instituto de Nanociencia y Materiales de Aragdn, se ha querido estudiar el efecto de la
temperatura sobre la liberacién de un farmaco. El farmaco se incorporé a un nuevo
tipo de material basado en nanofibras poliméricas electrohiladas, desarrollado para liberar
moléculas terapéuticas de manera topica controladamente dependiendo de la
temperatura. Los datos experimentales obtenidos se ajustaron mediante un modelo

matematico que sigue las curvas de concentracion (farmaco disuelto) frente a tiempo.

Para realizar estos experimentos fue necesaria la adaptacion y puesta a punto de un
dispositivo de liberacion inducida por campos magnéticos alternos, capaz de
medicion de concentraciones en tiempo real mediante espectrofotometria UV-vis. El
desarrollo de este sistema y los protocolos de medidas ha sido una parte relevante del
presente TFG. Se realizaron diferentes experimentos a membranas poliméricas formadas
por nanofibras que contienen dicho farmaco. Estos ensayos consistieron en aplicar
diferentes temperaturas a las membranas, existiendo diferentes comportamientos segun
el tratamiento térmico que hayan sufrido las membranas y a la temperatura a la que se

sometieron.

Los perfiles de liberacién obtenidos se analizaron para determinar la cinética de liberaciéon
y conocer la influencia de la temperatura, lo que permitié predecir parametros de utilidad

para su futura implementacién como formulacién farmacéutica controlada por calor.

2.2. Fabricacion de nanofibras poliméricas como forma farmacéutica

termosensible

El disefio de este material tiene como objetivo lograr la administraciéon controlada de
farmacos a partir de la temperatura como estimulo externo. Concretamente, se pretende
una via de administracion tépica, de esta forma se puede cubrir la zona a tratar con la
membrana creada, siendo la piel la unica barrera a superar y dependiendo de dénde esté
localizado el dafo se deberan atravesar unas capas u otras de la dermis. La aplicacion
de calor a la piel puede mejorar la permeacion del farmaco a través de la barrera de la
piel y aumentar la velocidad de difusion de los farmacos en los tejidos subyacentes. Esto
permite una mejor penetracion de los farmacos a través de la barrera cutanea. La
vasodilatacién inducida por la aplicacion de calor local también aumenta el flujo sanguineo

a la piel, facilitando la absorcion del farmaco.



Como se ha comentado a lo largo de la memoria, se ha querido estudiar y analizar el
comportamiento de estos materiales en relacion con al perfil de liberacion de un farmaco,
tanto espontanea como activada magnéticamente. Sin embargo, debido a la toxicidad
que presentan la mayoria de las moléculas usadas en tratamientos oncolégicos,
para realizar estos andlisis iniciales en condiciones de mayor seguridad se ha
elegido una molécula equivalente como prueba de concepto. De este modo, en lugar
de utilizar Cisplatino, un farmaco que trata el cancer, se realizé el estudio con vitamina
B12, molécula organica que también posee grupos funcionales amino, como se puede
observar en la Figura 4. En este caso, lo que se busca en la elaboracion de la membrana
es el atrapamiento de los grupos amino de la vitamina B12 (o del farmaco
anticancerigeno) a través de la afinidad con los grupos funcionales carboxilos presentes

en el polimero.
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Vitamina B12 Cisplatino

Figura 4. Estructura quimica de ambos compuestos organicos

Teniendo esto en cuenta, el material utilizado se trata de una mezcla de varios

compuestos (sistema hibrido) posteriormente hilados, entre los que se encuentran:

¢ Dimetilformamida (también conocido por las siglas DMF): liquido organico que actta

como solvente en la reaccion.

e Poliacrilonitrilo (abreviado como PAN): polimero insoluble en agua, es estable debido
a la formacion de una estructura de escalera a través de la polimerizacion de nitrilo.
Resistente al hinchamiento en disolventes organicos y soluble en solventes polares
como el DMF [12]. Debido a su comportamiento hidrofobico, la membrana no se
podria disolver y/o pegar en el cuerpo humano, facilitando su retirada. Su estructura
guimica puede ser modificada a través de tratamientos térmicos y es un conocido
precursor de fibra de carbono.

e Poli(metil vinil éter-alt-acido maleico) (PMVEMA-Ac): polimero soluble en agua.

Capaz de formar peliculas y utilizado en adhesién para vendajes. Los grupos
carboxilo en su estructura se activan a pH alcalino.

e Vitamina B12: farmaco utilizado en los ensayos del trabajo fin de grado.



La mezcla se agitéo a 80 'C durante 2 horas, en una placa calefactora con agitacion.
Posteriormente, se mantuvo la agitacién por 12 horas para tener una mezcla homogénea

y lista para el proceso de electrohilado.

La membrana fabricada se sometié a diversos tratamientos térmicos, desde 90 hasta
180 ‘C durante 12 horas, con la intencion de modificar sus propiedades, incluyendo
estabilidad, capacidad de disolucion y solubilidad en buffer de sulfato salino (PBS) segun
el grado medio de entrecruzamiento de los polimeros, simulando la interaccion que
tendria el material al encontrarse en contacto con fluidos biolégicos. La temperatura
maxima de los tratamientos fue 180 ‘C, a partir de la cual el PAN se empieza a reciclar

formando una estructura reticulada y, por lo tanto, ya no es soluble en PBS.

Al pasar un flujo (PBS) a través de la membrana se disolvid primero la B12 vy
posteriormente el PMVEMA-Ac, compuestos que se observarian en la sedal
espectroscopica, pero para que solo se detectara la vitamina B12 (farmaco) se utilizé una
membrana de nylon, de esta forma también se evitaron posibles obstrucciones del camino

optico debidas al polimero (macromolécula) (explicacién del equipo utilizado en 3.1).

Ademas de las membranas poliméricas ‘simples’ con el farmaco incluido, se utilizé una
segunda serie de muestras compuestas de las mismas fibras poliméricas, pero con la
inclusién de nanoparticulas magnéticas (de ferrita de manganeso, MnFeQ4) de tamano
medio 35-40 nm, optimizadas para el calentamiento mediante induccién magnética [13].
Estas nanoparticulas magnéticas pueden generar calor bajo un campo magnético
oscilante (100 kHz a 800 kHz), lo que permite la elevacion de la temperatura [14]. Con el
uso de estas membranas se quiso demostrar que el calentamiento localizado y
activado por campo magnético permite un control remoto de la cinética de

liberacion.

2.3. Evaluacion de nanofibras poliméricas como forma farmacéutica

termosensible

La caracterizacion de los materiales utilizados en este trabajo consistid en el estudio de
sus propiedades morfolégicas y funcionales, a través de la determinacion de las
propiedades fisicas y quimicas de las muestras producidas. Esto resulta imprescindible
para prever las prestaciones de las muestras resultantes. Las técnicas utilizadas para

llevar a cabo esta caracterizacion fueron las siguientes:

e SEM (Scanning Electron Microscope): utilizada para determinar la morfologia y el

tamafio (diametro) de la fibra.



e FT-IR (espectroscopia infrarroja): se usa para conocer los grupos funcionales que

aparecen en la muestra, tratandose de una técnica cualitativa.

¢ Medida angulo de contacto: &ngulo que forma la superficie de un liquido al entrar

en contacto con una superficie, en este caso la de las fibras. El valor del angulo
de contacto depende principalmente de la relaciéon que existe entre las fuerzas
adhesivas entre el liquido y el sélido y las fuerzas cohesivas del liquido. Permite
posicionar a un material como hidrofilico, hidréfobo o super-hidréfobo (>150°).

e UV-VIS (espectroscopia ultravioleta visible): se utilizé en un sistema continuo para

monitorear la concentracion.

Asi mismo, la evaluacion de la respuesta del material elaborado en liberacion de vitamina
B12 se evalud en dos fases. Durante la primera, se llevaron a cabo experimentos para
conocer si el material cuenta con respuesta modificada por efecto de la temperatura en
el medio liquido. Para ello, se obtuvieron los diferentes perfiles de liberacion espontanea
(sin estimulo) usando PBS a temperatura ambiente (20 'C) y a 30 'C, usando las
membranas con los diferentes tratamientos térmicos. Con ello se pretendia conocer el

efecto del calentamiento en la respuesta de liberacion.

Una vez conocidas las respuestas de las membranas, la segunda fase consistié en
experiencias orientadas a determinar la influencia del estimulo magnético en la respuesta.
Para ello se apilaron membranas, dejando las fibras cargadas con farmaco en el medio
de la pila y las magnéticas en los extremos para garantizar calentamiento uniforme dentro
del portamuestras. Después de la liberacién espontanea, se activd el campo magnético
para permitir el calentamiento inductivo y observar cambios en la velocidad de liberaciéon

debido al campo magnético externo.

3. DESARROLLO EXPERIMENTAL
3.1. DRM (Drug Release Monitor)

Los experimentos de liberacion del farmaco de prueba en las nanofibras se realizaron en
un dispositivo denominado Drug Release Monitor. Este dispositivo permite la mediciéon en
continuo mediante un circuito cerrado de liquido que atraviesa el portamuestras y pasa
por el detector UV-vis. Las partes principales de las que se compone (identificadas en la
Figura 5) son la ‘rama 6ptica’, formada por una ldmpara halégena y un espectrofotémetro
con el cual se mide la absorbancia; la bomba peristaltica que impulsa el flujo desde el
reservorio al sistema, el portamuestras donde se colocan las diferentes membranas (la
de nylon y las que se estudian) y una trampa para burbujas colocada antes del camino

Optico para que estas no causen interferencias. Ademas, fue necesario un agitador
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magnético para homogeneizar el contenido del reservorio y un equipo para aumentar la

temperatura del agua que calent6 el portamuestras.

Existen dos configuraciones en el sistema, en la primera de ellas el flujo no pasa por el
portamuestras y se utiliza para estabilizar la circulaciéon y elaborar las calibraciones
pertinentes, posteriormente explicadas. En la segunda conformacion se incorpora el paso

por el portamuestras para elaborar los diferentes experimentos estudiados.

Figura 5. Drug Release Monitor indicando los componentes principales y adaptaciones realizadas: 1)

Espectrofotometro UV-vis, 2) bomba peristaltica, 3) agitador magnético y reservorio, 4) portamuestras con
sensor de temperatura y camisa térmica, 5) trampa de burbujas.

3.2. Configuracién del flujo

El liquido (en este caso PBS -solucion buffer de fosfato-) se impulsa mediante una bomba
peristaltica, normalmente el equipo funciona con un sistema de flujo cerrado, pero para
determinar el caudal no se cerrd. La determinacion precisa del caudal circulante durante
los experimentos de liberacion es un paso importante debido a que el agua (o PBS)
circulante actia como refrigerante de la muestra al cruzar por el espacio del
portamuestras, por lo que afecta directamente el proceso de calentamiento y, por tanto,
la temperatura a la que se encontrara la muestra para unas condiciones dadas de
calentamiento inductivo (amplitud Ho y frecuencia f del campo magnético aplicado). Por
tanto, se hizo un barrido de diferentes condiciones de caudal para ver la magnitud del
enfriamiento producido. El caudal se determiné abriendo el circuito y recogiendo el liquido
en un tubo Falcon de 15 mL para un intervalo de tiempo (20 segundos) y calculando el
volumen se determind mediante pesada. Se tomé el valor de la masa de PBS en un
determinado tiempo, repitiendo el proceso tres veces para minimizar errores
experimentales. El caudal seleccionado para no refrigerar excesivamente las muestras
fue de 0,20 m®/s, que corresponde a una posicidn concreta del potencidometro de la bomba
(valor: 2, 50). Se ha trabajado con este valor a lo largo de todos los ensayos del Trabajo
Fin de Grado.
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3.3. Calibracion del detector

Calibrar el espectrofotémetro antes de trabajar con él es importante para mantener
estandarizacion y precision en las mediciones, asi como establecer el valor cero, que sera
la absorbancia del disolvente (en este caso, PBS). Realizando el calibrado se conoce la
relacién entre la absorbancia y la concentracién, que es el parametro realmente

significativo para cuantificar el perfil de concentracion o bien la masa de farmaco liberada.

Al tomar los valores de absorbancia se tuvo en cuenta para qué longitud de onda se tiene
el mayor valor, en el caso de la B12, la absorbancia maxima se obtiene a una longitud de
onda de aproximadamente 360 nm [15] como se muestra en la Figura 6, sin embargo, en
el equipo utilizado para estos valores aparece mucho ruido y no es posible obtener datos.

Por ello se escogio otro valor maximo que es 509,85 nm.
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Figura 6. Absorcioén en funcion de la longitud de onda de la vitamina B12

En el ANEXO I: Recta de calibrado del UV-Vis, se desarrolla como se obtuvieron las

disoluciones patron y con ello, la recta de calibrado.

3.4. Control de temperatura

Como se ha expuesto a lo largo de la memoria, el objetivo principal de este trabajo ha
sido estudiar la influencia de la temperatura en la velocidad de liberacion de un farmaco.

Por lo que fue muy importante controlar y conocer este factor.

En la primera parte del trabajo se llevaron a cabo los experimentos a temperatura
ambiente y posteriormente a 30 ‘C, en cada temperatura se ensayaron las membranas
de todos los tratamientos térmicos (90 °C, 120 ‘C, 160 'C y 180 'C) y de cada tratamiento

tres membranas para asi poder comparar entre sus resultados y minimizar errores.

Para trabajar con la muestra (membrana) a 30 "C se utilizé el circuito de agua nombrado
en el apartado 3.1, este consiste en un depdsito de agua, en el que hay una resistencia

que funciona a partir de un control “on-off’ para calentar el agua a una temperatura

12



definida (setpoint). Debido a la distancia entre el depdsito termalizado y las pérdidas
resultantes de calor en las tuberias que conectan el depdsito con el portamuestras, se
realizé un estudio previo de la temperatura de setpoint (medida en el depdsito) que
resultara en la temperatura deseada (30 ‘C por ej) en el portamuestras. Tipicamente, la

temperatura de setpoint debia ser unos 20 ‘C mayor que en el portamuestras.

Después de evaluar el comportamiento a la temperatura de forma independiente, se
monto el sistema para realizar el estudio de la liberacién de las membranas a diferentes
temperaturas. El protocolo para la liberacién del farmaco consistio en dejar las
membranas un intervalo de tiempo variable (tipicamente 10-15 min) con flujo circulante a

temperatura ambiente.

En el caso de los experimentos con calentamiento producidos por campos EM, se utilizd
un aplicador de campos magnéticos AC con control de temperatura mediante el control
del campo aplicado, como se explicara en el siguiente apartado (Equipo 2: Controlador
Serie D5). Lo que se buscaba con este desarrollo es saber si la membrana se sigue

disolviendo al aumentar la temperatura.

3.5. Equipo 2: Controlador Serie D5

El controlador de la Serie D5 (Figura 7) consiste en un equipo que aplica un campo
magnético alterno (de radiofrecuencia) permitiendo calentar la muestra que se encuentre
dentro de su bobina. El calentamiento procede de las nanoparticulas magnéticas
incorporadas a las nanofibras, como se ha descrito en la Introduccion. Esta forma de
calentamiento sustituy6 al circuito de agua, haciendo el control de la temperatura mas
estable y permitiendo la variacién de esta caracteristica creando un ciclo desde el propio
software de la Serie D5. A parte de este equipo, siguié siendo necesaria la utilizacién del

DRM para medir la absorbancia y circular el PBS.

Figura 7. Controlador para aplicacion de campos EM, Serie D5 y bobina utilizada.
En esta parte del trabajo se establecié que cada experimento constaba de un intervalo de
10 minutos en el que el flujo circulaba por el circuito a temperatura ambiente, y tras este
tiempo, se aplicaba un campo magnético también durante 10 minutos que calentaba la

muestra hasta 30 °C debido a las nanofibras magnéticas colocadas encima y debajo de

13



la membrana con la vitamina creando un calentamiento homogéneo. Estudiando asi el

comportamiento de la membrana ante el cambio y si se seguia disolviendo ante él.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.  Caracterizacion de las membranas de nanofibras poliméricas

4.1.1. Microscopia Electronica de barrido (SEM)

Esta prueba de caracterizacién sirve para conocer la estructura morfoldgica del material
con el que se trabaja. Para poder llevar a cabo el ensayo fue necesario recubrir el material
con carbono, haciéndolo conductor y a la vez proporcionando proteccion a la estructura.

Las imagenes obtenidas se muestran en la Figura 8.

Figura 8. Imagenes obtenidas en la microscopia de barrido.

Tanto en la imagen A) como en la imagen B), se puede observar la distribucion de las
nanofibras. Se trata de una estructura desordenada y poco homogénea. Haciendo
distincion entre estas capturas, en la primera aparecen aglomeraciones de material que
no constituyen una fibra, considerandose imperfecciones. Por otro lado, en la imagen B)

se muestra el corte de la membrana, el cual se ve limpio.

La figura C) trata de un extremo de fibra, a partir del cual se determina el diametro
promedio de las nanofibras, siendo de 1,3 um. Para calcularlo se utilizé el software
Imaged. Por ultimo, en la imagen D) también se pueden observar aglomeraciones, las
cuales pueden ser de vitamina B12, puesto que en este caso se ha examinado una

membrana con gran concentracién de este compuesto.
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4.1.2. Espectroscopia Infrarroja (FTIR)

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR, por sus siglas en inglés)
es una herramienta poderosa en el analisis de fibras poliméricas cargadas con farmacos.
La técnica posibilita no solo la identificacion del polimero mediante sus modos normales
de vibracién, sino también observar los correspondientes a la molécula terapéutica y
elucidar si existen cambios conformacionales en ambas moléculas durante el
procesamiento. Cambios en su intensidad o corrimientos en frecuencia corresponden a
modificaciones en los grados de libertad de los grupos funcionales, asociados a cambios
conformacionales. La estructura del polimero y los grupos funcionales presentes (por
ejemplo, grupos amino, carbonilo, metilo y metileno) pueden ser conocidos a partir de las

bandas de vibracion presentes en el espectro Mostrado en la Figura 9.

Para el analisis de las medidas FTIR, se fijé un rango de 4000 a 500 cm™'y posteriormente,
se representaron los datos de transmitancia obtenidos en funcién del nimero de onda de
la radiacion incidente, como se muestra en Figura 9. En este intervalo, es posible
identificar los principales grupos funcionales que componen la muestra (Tabla 1), donde
se destacan las interacciones con grupos O-H, principalmente provenientes de humedad
en las muestras. Los caracteristicos modos normales de vibracion de la cadena polimérica
compuesta principalmente por metileno y nitrilo (CH2 y CN) provenientes de las cadenas
poliméricas y las aminas presentes en la estructura de la vitamina B12 fueron identificados
en todas las muestras, sugiriendo que de existir cambios conformacionales en las

moléculas que componen la muestra, su estructura principal fue preservada.
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Figura 9. Gréafica espectrofotometria infrarroja para todas las membranas ensayadas
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Se observa que las vibraciones correspondientes a los grupos -OH solo aparece en las
membranas con un tratamiento de temperatura inferior a la temperatura de ebullicion del
agua. Los modos normales de vibracion de los grupos funcionales en la Tabla 1
representan las interacciones principales de la cadena polimérica. En el pico mas abrupto
centrado en 2250 cm™ correspondiente al grupo nitrilo (C=N) no hay cambios
significativos, sin embargo, el resto de la banda pierde intensidad al aumentar la
temperatura de tratamiento. Conforme la temperatura aumenta en el tratamiento térmico,

los grupos nitrilo comienzan a disociarse, lo que inicia el proceso de reticulacion.

Tabla 1. Grupos funcionales segun el numero de onda al que corresponden a la Figura 9.

v (cm™) Grupo funcional
3400 O-H
2900 CH:
2400-2200 C=N
1700y 1550 NH:2
1550 NH

Para determinar los grupos que aparecen entre 1800 y 600 cm™, se traté una grafica
centrada en este intervalo (Figura 10). En este intervalo aparece bastante discrepancia

entre la curva de la membrana sin tratamiento y la tratada a 90 ‘C con respecto el resto.
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Figura 10 Grafica de espectroscopia infrarroja en el intervalo 1800 - 600 cm’!
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Gran parte de las bandas que aparecen se deben a los grupos funcionales que aporta la
vitamina B12, pudiendo identificar las aminas tanto primarias como secundarias [16]
(Tabla 1). Sin embargo, es importante destacar las interacciones C=C que se observan a
1750 y 1725 cm™ (Tabla 2), lo cual es una prueba de que las cadenas poliméricas sufren
cambios conformacionales a partir del tratamiento a 120 °C. Dichos cambios
conformacionales impactan directamente en las propiedades fisicoquimicas del material.
Con esta caracterizacion es posible predecir cambios mas evidentes en el

comportamiento del material a partir de 120 ‘C de tratamiento térmico.

Tabla 2. Grupos funcionales segtin el numero de onda al que corresponden a la Figura 10

v (cm?) Grupo funcional
1750 C=0
1725 C=C
1425 C-H

1240y 1100 C-O
780 - 580 C-H

4.1.3. Angulo de contacto

Mediante esta prueba se conoce la afinidad del material a un disolvente, en este caso al
agua, puesto que es el principal disolvente del cuerpo. Dependiendo del angulo de
contacto se conoce esta relacion. Si se observa una gota sin deformacion, se esta ante
un material hidrofébico, sin embargo, conforme este angulo disminuye, la membrana es
mas hidrofilica. Esta prueba se realizé colocando una gota de agua de 10 L en la
membrana a ensayar, se llevé a cabo en el material tratado a las diferentes temperaturas.
En la siguiente imagen (Figura 11) se muestran los resultados obtenidos, teniendo en

cuenta el angulo complementario al de contacto.

Membrana a 120 °C Membrana a 160 °C Membrana a 180 °C
a = 154° a = 156° a=167°

Figura 11. Diferentes membranas en ensayo de angulo de contacto
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Con estos resultados, se obtiene que la membrana sometida a mayor temperatura es la
mas hidrofobica, tanto esta y la membrana a 160 'C se pueden considerar
superhidrofébicas debido al valor del angulo. No se tiene constancia fotografica de la
membrana tratada a 90 "C puesto que el agua quedo expandida instantaneamente. En la

membrana sometida a 120 ‘C, la gota se esparcio a los pocos segundos.

4.2. Perfiles de liberacion

Tras analizar el sistema de nanoparticulas utilizado y las curvas concentracion frente a
tiempo y ademas comparar todo ello con diferentes referencias y estudios, se ha
concluido que la liberacion de B12 de la membrana polimérica sigue el modelo de
Gompertz. Este modelo es til para comparar los perfiles de liberacién de farmacos que
tienen buena solubilidad obtenidos a partir de experimentos in vitro. Se trata de una curva
exponencial con un fuerte aumento al principio y que converge hacia la disolucion maxima
[17], dada por:

—k(t—tc)
y = Aee ¢ ecuacion 1

Donde los parametros se identifican como:

e Yy = concentracion alcanzada en un determinado tiempo [mg / mL].
e A = concentracion maxima que alcanza el sistema [mg / mL].

e k =tasa de disolucién [en unidades de s o min].

e = tiempo [segundos o minutos].

e t.=tiempo en el que se ha liberado el 63% de la muestra [segundos 0 minutos].

4.2.1. Calentamiento sin campo magnético

Dentro de este apartado se encuentran los experimentos realizados mediante
calentamiento externo (mediante la recirculacion de flujo de agua en un bafo termalizado)
a temperatura ambiente y a Texperimenta=30 ‘C, ambos utilizando el DRM conectado a
dicho circuito de agua recirculada con temperaturas controladas. Para la toma de datos

de absorbancias se utilizé el mismo espectrofotémetro UV-vis acoplado al DRM.

Los perfiles de liberaciéon para las muestras tratadas a 90 ‘C, realizados a temperatura
ambiente (Figura 12) mostraron un incremento en la concentracion liberada durante los
primeros 30 s después de puestos en el circuito del liquido circulante, alcanzando un valor
constante de 25 ug/mL después de la subida inicial. Esto indicé que la temperatura de
tratamiento térmico para un mayor entrelazamiento de las fibras y consiguiente retencion

de la molécula de B12 podia ser mejorado.
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Para las muestras tratadas a 120 ‘C los perfiles de liberacion mostraron una mayor
retencién del farmaco, con una liberacion mas lenta durante los primeros 10 min desde el
inicio del experimento, sin afectar a la amplitud (maxima concentracién liberada) que fue
de A= 28.6 pg/mL (véase la Figura 12). Un tratamiento a 160 ‘C mostré que la liberacion
del farmaco no se ralentizaba hacia tiempos mayores, y que la concentracion maxima
liberada decrecia hasta unos 10 ug/mL, indicando que presumiblemente el farmaco
estaba parcialmente ligado a las fibras mediante interacciones quimicas mas fuertes. Esto
fue confirmado mediante muestras tratadas a 180 ‘C, en las que la liberacién del farmaco
fue casi indetectable por el espectrofotometro. La variacion en el tiempo de liberacién total
con la temperatura de tratamiento puede también observarse en los valores de tc de los

ajustes, que indican el tiempo para el cual un 63% del farmaco se ha liberado.
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Figura 12. Perfiles de liberaciéon de los experimentos realizados a temperatura ambiente. La temperatura de
los distintos tratamientos se indica en la parte superior izquierda de cada panel

La concentracién maxima que libera cada membrana también esta relacionada con el
peso de cada una de ellas, tomado antes de cada experimento. Los valores de masa y el

resto de los parametros para cada repeticion se muestran en el ANEXO II.

Los experimentos de liberacion realizados a 30 ‘C (Figura 13) mostraron la misma

tendencia general, con una ralentizacién de la cinética de liberacion en funcion de las
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temperaturas de tratamiento, asi como una disminucion de la cantidad total liberada
(amplitud A en los ajustes) para tratamientos térmicos iguales o mayores que 160 "C. Una
diferencia observada en todas las muestras fue que hubo una mayor liberacion de
farmaco, posiblemente inducida por el aumento de la temperatura (Texperimentat = 30 'C) de

esta segunda serie de experimentos.
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Figura 13. Perfiles de liberacion de los experimentos realizados a 30 °C. La temperatura de los distintos
tratamientos se indica en la parte inferior derecha de cada panel

4.2.2. Calentamiento con campo magnético

Una vez que se conocido el comportamiento de los perfiles de liberacion del material
elaborado. Se construyé el sistema de entrega de farmacos estimulado por campo
magnético. El sistema consta de fibras cargadas con farmaco (Figura 14 A)),
encapsuladas por membranas magnéticas (Figura 14 B)), apiladas una sobre otra. Se
puede identificar que la capa magnética mide aproximadamente 25 ym, mientras que la
capa cargada con farmaco se extiende hasta los 400 um. Por lo que fue necesario apilar
8 membranas magnéticas para alcanzar una temperatura de 30 ‘C en la membrana de
estudio. En la Figura 14 C) se observa una imagen con la distribucién elemental de la
muestra, donde se puede observar hierro en una cara, mientras que en la otra no se

observa, mostrando la distribucién y separacién de las capas.
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4. Microscopia electronica de barrido de la seccidon transversal de una tipica muestra utilizada para
los experimentos de liberacién usando campo magneético alternante como estimulo

Figura 1

En cada experimento se utilizé una muestra de membrana nueva, y en cada caso se
determiné para dicha membrana su masa total, incluyendo la masa de B12 incorporada.
Valores tipicos se muestran en cada uno de los paneles de la Figura 16. Todos los perfiles
de liberacion obtenidos estimulando con campo magnético siguen la forma mostrada en
la Figura 15. Después de alcanzar el estado estacionario de la liberacién espontanea, lo
cual sucede habitualmente en los primeros minutos, se observa un incremento en la

concentraciéon como respuesta a la accién del campo magnético.
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Figura 15. Curvas tipicas en los experimentos con campo magneético. Izquierda: evolucion de la
concentracion, derecha: aumento de la temperatura con el campo

En términos generales se observd una concentracion liberada de B12 mas de 5 veces
mayor que en la liberacién espontanea (sin campo) para la correspondiente temperatura
de tratamiento (Ti). Una vez encendido el campo se observé un incremento en la
concentracion de B12 en los siguientes 2-3 minutos, hasta alcanzar la maxima
concentracién. En la Figura 16 se muestra el intervalo de tiempo en el que actua el campo

magnético, mostrando el nuevo incremento de concentracion.
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Figura 16. Perfiles de liberacién de los experimentos realizados con campo magnético. La temperatura de
los distintos tratamientos se indica en la parte inferior derecha de cada panel

Se observé que la cinética fue similar en cuanto a la velocidad de liberacion, como se
refleja en los parametros tc y k de los ajustes. Sin embargo, como se ha mencionado, la
diferencia fue fundamentalmente observada en la amplitud A, es decir la cantidad total de
B12 liberada con la aplicacién del campo. Ya que las cantidades de farmaco incorporadas
a las membranas fue del mismo orden de masa, esto indica que el calentamiento inducido
por las nanoparticulas magnéticas es mas eficiente para liberar las moléculas
incorporadas a las fibras poliméricas. Una posible explicacién a esta mayor eficiencia
podria deberse a gradientes de temperatura interna ya que las fuentes de calor
(nanoparticulas) estan incorporadas al material. Asimismo, se han reportado efectos
mecanicos de las nanoparticulas magnéticas en campos de radiofrecuencia [18], lo que
podria contribuir a la ruptura de los enlaces débiles entre el farmaco y las fibras, facilitando
su liberacion. Estas hipotesis requeririan, para su confirmaciéon, una serie de

experimentos adicionales que exceden la propuesta de este TFG.

Otro resultado a destacar es que en todos los experimentos de este apartado se alcanzo

el 63% de farmaco liberado (tc) antes de aplicar el campo, entorno a los 8 0 9 minutos.

Los parametros de todas las repeticiones del calentamiento con campo magnético se
muestran en el ANEXO III.
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5. CONCLUSIONES

Tras adentrarme en el estudio de la liberacion de farmacos, considero que la entrega de
farmacos mediante estimulos es muy importante y que, junto a la liberacion dirigida, se
puede conseguir un tratamiento médico muy eficaz, sobre todo de cara a la calidad de
vida del paciente debido a que se reduce en gran medida la invasion del metabolismo con

agentes quimicos toxicos.

Este trabajo me permitié adquirir herramientas tanto en el montaje experimental para este
tipo de medidas, que incluyeron la discusién de diferentes estrategias de medicion
utilizando espectrofotometria UV-vis, asi como termalizacién de muestras y mediciones
de temperaturas bajo campos magnéticos. Para el estudio del mecanismo de liberacion
bajo campos magnéticos utilizando nanoparticulas magnéticas he necesitado estudiar
diversos aspectos del magnetismo y de la quimica de adsorcién de las moléculas en
sistemas poliméricos. Asimismo, la caracterizacion de los materiales realizada me ha
aportado una vision multidisciplinaria de las técnicas de laboratorio que se utilizan en

investigaciones de este tipo.

En cuanto al sistema de medicidon que hemos implementado, capaz de realizar el disparo
remoto del calentamiento por campos magnéticos, y simultanea medicion de la liberacion
por UV-vis, los datos producidos muestran que el dispositivo permite la medicidon rapida
de los primeros segundos del proceso de liberacion (importante para modelizar los
mecanismos) y que tiene buena sensibilidad (al menos hasta concentraciones de 10
ng/mL del farmaco). Es cierto que este dispositivo puede aun ser optimizado en cuanto a
su integracion y miniaturizacion, y creo que este trabajo ha contribuido a los primeros

pasos en esa direccion.

Los resultados de liberacion reportados en este TFG muestran que las nanofibras
poliméricas y magnéticas son un material eficaz, ya que el disparo con campo magnético
ha resultado ser un control de la liberacion mas eficiente y estable que el equivalente
mediante calentamiento exdgeno. Por supuesto, esto implica el control del instante en
que se desea la liberacion, mediante el disparo con un estimulo remoto (campos
magnéticos), lo que afade una nueva dimension al control de la dosis aplicada en terapias
futuras. Por ello, creo que el material es interesante con relacién a su potencialidad, ya
que puede incorporar agentes que responden a estimulos externos (en este caso
calentamiento magnético, pero también puede pensarse en pH, luz o ultrasonido),
ademas de acumular cantidades significativas de farmacos, lo que proporcionaria nuevas

posibilidades terapéuticas.
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