=t
(|
]
o~
m&
e
0
=
i
+
[= B
a
L

activeos,

5

Produccion y caracterizacion de
nanoemulsiones con  distintos
componentes activos.

PROYECTO FIN DE Grado

presentado para optar

al Titulo de Graduado en Ingenieria Biomédica por
Manuel Gomez

Preduccion vy caracterizacion de nanoemulsiones con distintos componente

bajo la supervision de
Ane Miren Imaz

Donostia-5an Sebastian, Septiembre, 2024

Manuel Gomez

= Universidad
7- de Navarra




Indice

T T 0] =3 V70 1= 1
P2 =] 1 0 T o 2
1C T g o To [ T ox [ ] o P 3
A-EStado del arte....oooi s 5
4. 1-NanOEMUISIONES ...ttt eaas 5
4.2-Farmacos y Componentes actiVos .....ccciieieeiiiiiiiiiiiaeeiaaannns 6
5-Metodos Yy resultados ... ..ooo e 7
5.1-Seccion experimental ....... ..o 7

L T I I | 7

L T 2 15 0 8
5.1.3-DifraCcCiOn LaSer .....uiiiiiieiiii e e e e eeeeeaaas 10
5.2-Medicion de retinol mediante la utilizacién del HPLC ........... 20
5.3-Curva calibracion estandar de retinol..............c.ccoiiiiiane. 22

5.4-Cromatogramas del retinol, el retinol oxidado y proveedores

del retinOl ... e 23
5.5-Estudio de la liberacion de farmacos mediante el HPLC....... 28
B-CONCIUSIONES. ..t 36
7-LiNEAas TULUINAS ... e e eee e 38
B-RefEIrENCIAS. ... e 39



Indice de figuras, tablas y ecuaciones

Figuras

Figura 1 Diagrama de principios de funcionamiento de la técnica del HPLC (A) y
ejemplo de un dispoSitivo HPLC.......ccovviiiiiiiiiiee ettt e e s 8
Figura 2: Ejemplo del dispositivo DLS ZEN3600 (A) y una breve explicacion de su
principio de funcioNaMIENto (B) .....ccueeeeieeiiieeiiiee e e e 9
Figura 3: Mastersizer 3000 MAZ 6140 (B) y diagrama explicativo de su
fUNCIONAMIENTO (A) woeieeiieee et e e e e et e e e e e tr e e e e eeabaeeeeeanaaeas 11
Figura 4:Analisis y distribucién de los tamafios de particula en la emulsién medidos
por el Zetasizer de la nano emulsién que contenia mupirocina ... jError! Marcador no
definido.

Figura 5: Analisis y distribucion de los tamanos de particula en la emulsion medidos
por el Zetasizer de la nano emulsidn que contenia mupirocina, batimastat e
IDUPIOTENO v iError! Marcador no definido.
Figura 6: Analisis y distribucidn de los tamafios de particula en la emulsién medidos
por el Zetasizer de la emulsion vacia........ccovvveeeeeeeeennnnnns iError! Marcador no definido.
Figura 7: distribucion de los tamafios de particula en la emulsién medidos por el
Mastersizer de la emulsidn coON MUPIrOCING........coecviiviriieeiiiiieeeee e e 16
Figura 8: distribucion de los tamafios de particula en la emulsién medidos por el
Mastersizer de [as nanoparticulas Vacias ......ccccccveevinriiiieiiiiiee e 17
Figura 9: distribucion de los tamafios de particula en la emulsién medidos por el
Mastersizer de la emulsidn tricombinatoria........cccccoveiiiiiiiiiieii 17
Figura 10: Analisis de los tamafios de particula en la emulsién medidos por el
Zetasizer a lo largo de del tiempo de la emulsidon con mupirocina........cccceeeeeeennneeee. 18
Figura 11: Analisis de los tamafios de particula en la emulsién medidos por el

Zetasizer a lo largo de del tiempo de la emulsion vacia.......ccccocveeeivrieeeiniiieeeesienn, 19



Figura 12: Analisis de los tamafios de particula en la emulsién medidos por el
Zetasizer a lo largo de del tiempo de la emulsidon tricombinatoria........cccoccveeeinnneen. 19
Figura 13: Diagrama explicativo del protocolo seguido para realizar la medicién del
retinol €N 1aS MUESTIAS .....uuiiiiiiiiee e s bre e e s 20
Figura 14: Respuestas de sefial de los componentes de la emulsidon y la fase movil
ULIlIZAda €N €1 HPLC....ciiiieeiieeeee ettt sttt 21

Figura 15: curva de ajuste del retinol obtenida tras aplicar el protocolo de medicion

Figura 17: Cromatograma normalizado para observar la diferencia de picos ........... 24
Figura 18: Picos de absorcién de longitud de onda para muestras de retinol y retinol
(o) (e =T Lo TSSO OO PP PPPPPPTRTON 25
Figura 19: Picos de absorcidon de longitud de onda para muestras de retinol y retinol
(o) (e =T Lo TSSO OO PP PPPPPPTRTON 27

Figura 20:: cromatograma del tiempo de retencién de la muestra donde el CT50 era

€1 OrIZEN del FETINOL.....c it e e e e e eareaees 28
Figura 21: cromatogramas de los tiempos de retencidn del Batimastat ................... 32
Figura 22: cromatogramas de los tiempos de retencion de la Mupirocina................ 32
Figura 23: cromatogramas de los tiempos de retencidn del ibuprofeno................... 33

Figura 24: Curva de calibrado obtenida para las concentraciones de batimastat .....34
Figura 25: Curva de calibrado obtenida para las concentraciones de Ibuprofeno.....34
Figura 26: Curva de calibrado obtenida para las concentraciones de Mupirocina ....35
Tabla 1:Encierra un resumen de las medidas mas significativas obtenidas en el

Masterizar y Zetasizer12

Tabla 2:respuesta de sefial de las diluciones de la solucidn de retinol....................... 22
Tabla 3: respuesta de sefal de las diluciones de la solucién de CT50............cccc......... 26
Tabla 4:: respuesta de senal obtenida en el HPLC de la mupirocina.......cccccvveeeeeeennnes 29
Tabla 5: respuesta de sefial obtenida en el HPLC del batimastat...........ccccvvveeeeeeenn. 30
Tabla 6: respuesta de sefal obtenida en el HPLC del Ibuprofeno.......ccccceuvvveeeeeeennnes 31
Ecuacion 1: STOKES-EINSTEIN ....cccuuiiiiiiiiiiieeieeeee ettt 9



1-Objetivos
Los objetivos expuestos previo a la incorporacion a CIDETEC eran:
- Sintesis de hidrogeles dindmicos.

- Produccion de capsulas de aceite en agua estabilizadas con el acido hialurénico metacrilato

(HA-MA).
- Incorporacion de diferentes farmacos en la fase oleosa de las capsulas.

- Incorporacion de las capsulas en el hidrogel dindmico (HD), asi mismo, estudiar diferentes
vias de incorporacion de las capsulas en el HD. Durante la produccion o postproduccion del

hidrogel.
- Calcular la eficiencia de incorporacion de las capsulas en el HD.

- Estudiar la difusidn y liberacion de las capsulas a diferentes temperaturas (4, 25y 35 °C) en

el HD.
- Estudiar el perfil de liberacién de los farmacos a 35 °C en el HD.

Los objetivos que se terminaron por definir y enmarcaron mi trabajo durante mi estadia en

CIDETEC fueron:
- Produccién de capsulas de aceite en agua estabilizadas con dextrano metacrilato (DXT-MA).

- Estudio de estabilidad de las capsulas mediante difraccion de laser (Laser Difraction en inglés,

siglas LD) y dispersién de luz dindmica (Dinamic light scattering en inglés, siglas, DLS)
- Incorporacién de farmacos e ingredientes activos (lIA) en la fase oleosa de las capsulas

- Optimizacién de los métodos de cuantificacidn de Cromatografia liquida de alto rendimiento
(High-Performance Liquid Chromatography en inglés, siglas, HPLC) para la cuantificacion de

farmacos e ingredientes activos.

- Estudio de liberacién de los farmacos e ingredientes activos.



2-Resumen

El proyecto ha consistido en dos fases: a) produccion de nanoemulsiones (durante este
trabajo, también nos referiremos a ellas como cépsulas) aceite en agua (O/W) cargadas con
farmacos o con un ingrediente activo (Retinol en este caso) y b) optimizacién de métodos de

cuantificacion de los farmacos/retinol mediante el HPLC.

Una emulsion es una dispersién termodindmicamente inestable de dos o mas liquidos
inmiscibles o parcialmente miscibles. Aunque estas dispersiones sean termodinamicamente
inestables, las emulsiones pueden volverse cinéticamente estables gracias a la presencia de
agentes tensioactivos (en nuestro caso un polisacdrido funcionalizado o un polipéptido) que
tienen la capacidad de adsorberse en las superficies de las gotas. Un aumento de tamafio de
capsulas en el tiempo nos puede indicar la desestabilizacidn de la emulsidn, por ello, la primera
fase consistié en estudiar la estabilidad de las nanoemulsiones en un periodo de siete dias

observando cémo variaba el tamafio de particulas mediante DLS y LD.

En la segunda fase, se elaboré un método de HPLC para la separacién y cuantificacién de
retinol y los farmacos encapsulada en las nanoemulsiones. Para llevar a cabo la cuantificacién

se desarrollaron varias curvas de calibrado dependiendo del fdrmaco o componente activo.



3-Introduccion

El desarrollo de este proyecto surge con la intencién de aplicar la nueva y emergente
tecnologia de las nanoemulsiones, las cuales constituyen un vehiculo altamente eficaz para la
liberacion de componentes activos en diversos productos, tales como cremas, apdsitos y otros.
En comparacidn con los métodos tradicionales, las nanoemulsiones ofrecen numerosas
ventajas, como una mayor biodisponibilidad, una mejora en la absorcién de los componentes
activos y una dosificacién mdas precisa. En el contexto de este trabajo, se aprovechan las
propiedades de las nanoemulsiones para transportar farmacos o agentes hidrofébicos, los

cuales, por si solos, suelen presentar una baja absorcién y una efectividad reducida.

Para llevar a cabo este proyecto y producir emulsiones cargadas con farmacos, se ha utilizado
como fase continua agua y aceite de girasol como fase dispersa. Para obtener emulsiones
cinéticamente estables se ha incorporado en la fase acuosa a modo de estabilizante particulas
de dextrano metacrilado de cadena unica (DXT-SCPN-MA) [1]. Sin embargo, para producir
emulsiones que contenian retinol se ha utilizado a modo de estabilizante un polipéptido con

respuesta a pH previamente patentando [2] y aceite de soja como fase dispersa.

En el caso de las nanoemulsiones estabilizadas con polisacaridos se han producido tres tipos
de capsulas: 1) nanoemulsiones que no contienen ningun tipo de farmaco a la cuales nos
referiremos a ellas a lo largo del proyecto como “Unloaded emulsions” 2) nanoemulsiones
cargadas Unicamente con mupirocina en la fase dispersa, 3) “tricombinatorial”
nanoemulsiones que contiene en su fase oleosa mupirocina y batimastat e Ibuprofeno en la

fase acuosa.

Un incremento en el tamafo de las gotas de aceite a lo largo del tiempo indicaria que la
nanoemulsidon no es un sistema estable, lo que resultaria en la pérdida de las propiedades
deseadas. Por esta razdn, se llevan a cabo estudios de estabilidad para verificar si el tamafio
de las gotas se mantiene dentro de los pardmetros deseados. En caso contrario, se investigan

las posibles causas de esta inestabilidad para encontrar alternativas adecuadas.

Por todo lo mencionado anteriormente, se ha medido tanto el tamafio como la distribucién
de tamafio de las capsulas cargadas con farmacos a diferentes tiempos mediante difraccion de
luz laser (LD, MasterSizer 3000 MAZ 6140) y dispersidon de luz dindmica (DLS, ZetaSizer
ZEN3600).



En el caso de las nanoemulsiones cargadas con retinol no se realizaron estudios de estabilidad

ya que ya se habian realizado estos estudios previamente en CIDETEC.

Respecto a la optimizacién de los métodos de HPLC (Angilent 1100), se realizaron extensivas
pruebas en el HPLC. Como se ha mencionado anteriormente, el objetivo principal era
desarrollar métodos de cuantificacién de farmacos para determinar los perfiles de liberaciéon
de cada farmaco tanto en las capsulas como en los sacaffolds (almadio en castellano) cargadas

con capsulas.

En el caso del Retinol se buscaba desarrollar un método de cuantificacién de HPLC para usarlo
a modo de herramienta de control de calidad. Desde el 2009, el uso del Acido retinoico esta
prohibido en productos cosméticos (REGULATION (EC) No 1223/2009 OF THE EUROPEAN
PARLIAMENT AND OF THE COUNCIL). Asi mismo, se sabe por la literatura que el Retinol es un
elemento facilmente oxidable por varios factores como la presencia de oxigeno o radiaciéon UV
convirtiéndose en retinal o en acido retinoico. Por lo que es de vital importancia desarrollar
un método de cuantificacién de Retinol y Acido Retinoico para ver si el proceso de produccién

o el almacenamiento esta afectando a la oxidacion del Retinol.



4-Estado del arte

4.1-Nanoemulsiones

Las nanoemulsiones son sistemas emulsionados con gotas extremadamente pequeiias,
generalmente entre 20 y 500 nm, estabilizadas por surfactantes. Estas emulsiones ofrecen
ventajas significativas en cosmética y farmacéutica debido a su facilidad de fabricacion,
capacidad para controlar el tamafio de las particulas, alta estabilidad cinética y bajos niveles
de tensioactivos necesarios. Su estructura permite incorporar eficazmente ingredientes
activos lipofilicos e hidrofilicos, facilitando la entrega y absorcién en la piel. Ademas, las
nanoemulsiones son versatiles en formulacién, pudiendo adaptarse a diversas aplicaciones
como cremas, liquidos, espumas y aerosoles, lo que las hace atractivas para multiples

industrias.

Por su bajo didmetro de particula no se producen drasticos cambios en las propiedades
fisicoquimicas, por lo que generalmente en la literatura se utilizan métodos dpticos para

caracterizarlas cosa que explicaremos mds adelante.

Es importante destacar que una emulsion es una mezcla termodindmicamente inestable de
dos o mas liquidos no miscibles o parcialmente miscibles, que pueden estabilizarse con
agentes tensioactivos. Estos agentes pueden hacer que la emulsidn sea estable cinéticamente.
Las emulsiones pueden ser de aceite en agua (o/w) o de agua en aceite (w/o), dependiendo

de las propiedades del agente emulsificante y la fase continua [3].

Emulsionar liquidos para obtener el tamafio de gota deseado requiere una aplicacidn
considerable de energia cinética, comiUnmente realizada mediante un sonicador. Este proceso
facilita la dispersion de la fase dispersa en pequefias gotas dentro de la fase continua. Sin
embargo, es crucial seleccionar un estabilizante adecuado para mantener el tamafio de gota
deseado y evitar fendmenos de desestabilizacion no deseados como la floculacién,
sedimentacién, coalescencia y engrosamiento de gotas. [4] La presencia de gotas no
interactivas no constituye un estado estable, por lo que la eleccidn del estabilizante es

fundamental para asegurar que la nanoemulsion mantenga el tamafo de gota deseado.



4.2-Farmacos y Componentes activos

En una de las dos emulsiones producidas, “tricombinatorial”, se han incorporado tres
farmacos; Ibuprofeno, Mupirocina y Batimastat. Dos de ellas en la fase dispersa y la tercera en
la fase acuosa. El Ibuprofeno, reconocido por su capacidad para bloquear la formacién de
prostaglandinas al inhibir la enzima ciclooxigenasa, desempena un papel crucial en la

reduccion de la inflamacion y el alivio del dolor asociado a lesiones o enfermedades [5].

La Mupirocina, un antibiético de aplicaciéon tépica, normalmente utilizado para combatir
infecciones bacterianas cutaneas [6]. Esta acciéon antibacteriana se espera contribuya a

controlar el crecimiento de bacterias en el area de tratamiento.

Por ultimo, el Batimastat, clasificado como un farmaco antimetastdsico y perteneciente a la
categoria de inhibidores de la angiogénesis, ejerce su efecto al imitar los péptidos inhibidores
naturales de la metaloproteinasa de matriz (MMPI). Ademas, inhibe la actividad de otras
metaloproteasas de matriz como ADAM17, que desencadenan respuestas inflamatorias [7].
Esta propiedad antiinflamatoria del Batimastat se aprovecha para reducir la inflamacién tras

intervenciones quirudrgicas.

El retinol es el componente activo utilizado en la otra emulsién, y posee una amplia gama de
propiedades que lo hacen altamente beneficioso en el cuidado de la piel. Este compuesto es
conocido por su capacidad para corregir la hiperpigmentacion, reducir la aparicién de finas

lineas y arrugas, y tratar diversas afecciones dermatoldgicas.

Ademas de su efectividad en la correccién de la hiperpigmentacion y las sefales de
envejecimiento, el retinol también ha demostrado ser eficaz en el tratamiento del acné, la
psoriasis, la ictiosis, la queratosis actinica y la dermatitis atdpica. Estas propiedades hacen que
el retinol sea un ingrediente altamente valorado en la cosmética y sus derivados son

ampliamente utilizados en una variedad de productos para el cuidado de la piel [8].

El alto interés en el retinol se debe a su capacidad para mejorar significativamente la
apariencia y la salud de la piel, ofreciendo una solucién efectiva y versatil para una variedad
de preocupaciones dermatoldgicas. Sin embargo, es importante utilizar productos que
contengan retinol con precaucién y seguir las recomendaciones de uso para evitar posibles

irritaciones o sensibilidades cutaneas.



5-Metodos y resultados

5.1-Seccion experimental

5.1.1-HPLC

La cromatografia liquida de alto rendimiento es un método analitico que permite, separar,

identificar y cuantificar los componentes en una mezcla.

El método consiste en separar los componentes de una mezcla, debido a los distintos grados
de interaccion de sus componentes con las particulas absorbentes de la columna, lo que
provoca distintas velocidades de elucion para cada componente de la mezcla, esto tiene como
consecuencia la separacidn de estos a medida que fluyen a través de la columna. El tiempo de
elucion es también llamado tiempo de retencidn que es el tiempo que se toma el analito desde

gue entra a la columna hasta llegar al detector [9].

Para detectar y cuantificar los farmacos encapsulados (ibuprofeno, batimastat y mupirocina)
en las emulsiones se utilizé como fase mévil del HPLC una mezcla a partes iguales de propanol
y agua miliQy se utilizé la columna Angilent, eclipse XDB-C18 — 4.6*150 mm, 5 um. El flujo fue

ajustado gradualmente hasta llegar a 0.8 ml/min.

Las longitudes de onda de excitacién UV dependian del farmaco que se estuviese midiendo,
primero se utilizaron los hallados en la literatura los cuales para ciertos fairmacos arrojaban
bajas respuestas de sefal por lo que se decidié determinar experimentalmente, utilizando el
HPLC; la longitud de onda que arrojara la mejor respuesta de sefial. A partir de esto se
encontré que, para la mupirocina, el batimastat y el ibuprofeno las longitudes de onda de

absorcién optima eran 221, 200 y 198 respectivamente.

En el caso de las emulsiones cargadas con Retinol, para llevar a cabo la cuantificacién del
retinol mediante el HPLC se utiliz6 como fase movil 87.4% de hexano, 11.2% de etil acetato y
1.4% de octanol y la columna kromaphase 100 C18, 5 um, 250 x 4.6 mm. El flujo fue ajustado
gradualmente hasta llegar a 1 ml/min y la longitud de onda de excitacion UV a la cual fue
sometida la muestra fue a 325 nm. En la figura 1 se puede observar un diagrama del

funcionamiento de este dispositivo.
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Figura 1 A)Diagrama de principios de funcionamiento de la técnica del HPLC (i) B) Imagen
de un dispositivo HPLC (ii)

5.1.2-DLS

La dispersion dinamica de la luz o ingles dinamic ligth scattering (DLS) es el método mas comun
para analizar el tamafio de particulas en el rango nanométrico y se puede observar su

funcionamiento en la figura 2.

La DLS se basa en el movimiento browniano de las particulas dispersas. Cuando las particulas
se dispersan en un liquido, se mueven aleatoriamente en todas direcciones debido a las
colisiones con las moléculas del disolvente. Este fendmeno explica que las particulas colisionen
constantemente con las moléculas del disolvente, lo que resulta en la transferencia de energia

y, por ende, en el movimiento de las particulas [10].

Es importante destacar que esta transferencia de energia es mas notable en particulas mas
pequefias debido a su mayor sensibilidad, lo que se traduce en movimientos mas rapidos en
comparacién con las particulas de mayor tamano [11]. Esta relacidon entre el tamafio de

particula y su velocidad es explicada por la ecuacidn de Stokes-Einstein.
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Ecuacion 1:Stokes Einstein

Donde k es la constante de Boltzman, T es la temperatura de la muestra y 1) es la viscosidad
del liquido donde se encuentran suspendidas las particulas. Los valores de estos parametros
son previamente conocidas. El zetasizer mide el coeficiente de difusion (D) a partir de los
fendmenos descritos anteriormente. De esta forma teniendo todos los valores y la ecuacion

de Stokes-Einstein se vuelve trivial despejar el radio hidrodindmico de las particulas.

Dentro del contexto de este trabajo trabajaremos con dos medidas, el z-average que es la
media del radio de las particulas en suspension y el PDI (polidispersitivity index) que nos indica
la uniformidad de los radios de particula, donde 1 seria que todas las particulas comparten el

mismo radio y 0 que todas tienen radios distintos.
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Figura 2:A) Imagen del dispositivo DLS ZEN3600 (iii) (A) B) breve explicacion de su
principio de funcionamiento (iv)



5.1.3-Difraccion Laser

La difraccidn laser es una técnica empleada para determinar la distribucion del tamafio de
particulas al analizar como cambia la intensidad de la luz dispersada cuando un rayo laser
atraviesa una muestra con particulas dispersas. En este proceso, las particulas mas grandes
tienden a dispersar la luz en angulos mas pequefios en comparacion con el rayo laser, mientras
que las particulas mas pequefias generan dispersion en angulos mas amplios. Los datos
obtenidos de la intensidad de la dispersién angular se analizan utilizando la teoria de
dispersion de la luz de Mie para calcular el tamafo de las particulas responsables del patrén
observado, representando el tamafio como un diametro de esfera equivalente en volumen.
Esta técnica presenta varias ventajas significativas, como un amplio rango dindmico que abarca
desde particulas microscépicas hasta milimétricas, la rapidez en las mediciones que permite
obtener resultados en menos de un minuto, y la consistencia, gracias a que cada mediciéon
incluye un gran nimero de particulas, garantizando resultados repetibles y fiables. Ademas,
proporciona retroalimentacidn instantdnea que permite supervisar y ajustar el proceso de
dispersion en tiempo real, facilitando la optimizacién de los procedimientos experimentales.
Su alto rendimiento en el andlisis de muestras permite realizar cientos de mediciones diarias,
siendo ideal en contextos de produccidn o investigacion intensiva. No requiere calibracion, ya
que su verificacion se puede realizar facilmente con materiales de referencia estandar, lo que
simplifica el mantenimiento y asegura la precision. Ademas, esta respaldada por la norma I1SO
13320 (2009), lo que asegura su confiabilidad y comparabilidad en distintos equipos vy

laboratorios.
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Figura 3:A) Imagen del Mastersizer 3000 MAZ 614 0O (v) B) diagrama explicativo del
funcionamiento del Mastersizer 3000 (vi ).

5.2-Produccidn y caracterizacion de las nanoemulsiones

Para producir nanoemulsiones cargadas con farmacos se siguio el siguiente protocolo:
1. Pesar 50 mg de DXT-SCPN-MA en un vial de 10 mL.

2. Aiadir 4.5 mL de H20 mili Q al vial del polimero.

3. Disolver el polimero en el roller mixer 1 hora aproximadamente.

4. Filtrar la disolucion del polimero por un filtro de PDVF de 0.22 um

5. En el mismo vial pesar el aceite (Aceite de girasol) y el farmaco a utilizar el cual es

encapsulado en esta fase.

6. Sonicar la emulsidn durante 6 min con agitacién magnética a 300 rpm. Mdaxima amplitud y

frecuencia en un bafio de hielo.

En la tabla 1 se presentan los valores de z-average, PDI, D [4;3] y uniformidad obtenidos
III

mediante DLS y LD a O y 3 dias de las emulsiones cargadas con Mupirocina, “tricombinatoria

y la emulsién control (sin cargar, unloaded emulsion).
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Zetasizer (DLS) Mastersizer (LD)
z-average
Emulsion estudiada| Tiempo PDI D [4,3] (nm) | uniformidad
(nm)
L. 0 horas 404 + 10 0.39+£0.09 818 0.633
Mupirocina (0.06
mg) .
3 dias 343 +2 0.25+0.01 771 0.634
Tricombinatoria(mu| 0 horas 180+1 0.20+0.01 408 0.155
pirocina (0.06 mg),
batimastat (1.9 pg),| 3 dias 166+2 | 0.17+0.02 82000 0.361
ibuprofeno(3 mg))
0 dias 3315 0.42 £0.02 N/A N/A
3 dias 278 £2 0.30+0.03 N/A N/A
Unloaded emulsion
7 dias 3117 0.36 £ 0.07 720 0.562
15 dias 2302 0.26 £ 0.01 741 0.559

Segun los datos obtenidos mediante el zetasizer (DLS) observamos una tendencia general de
que el diametro de las particulas disminuya a lo largo que pasa el tiempo y de que de que la
emulsion es estable ya que no se observan cambios significativos de PDI. Respecto a los datos
obtenidos mediante el mastersizer (LD) observamos que las emulsiones cargadas con
Mupirocina y unloaded emulsién mantienen su tamafio de gota de aceite y uniformidad a Oy
3 dias. A diferencia de las otras dos emulsiones la tricombinatoria emulsiéon presenta un
cambio muy drastico de D [4,3] y uniformidad lo que en una primera instancia nos indicaria
qgue la emulsién producida no es estable. Sin embargo, al aumento de estos valores se ha
asociado con la susceptibilidad del LD ya que el mastersizer sufre alteraciones en las medidas

debido a la manera en la que se depositan las muestras. Hay una probabilidad alta de que se
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contaminen con particulas de muestras anteriores afectando el resultado de las medidas de
manera drastica. En el caso de este experimento se llegd a la conclusién de que el cambio tan
drastico se debia a una contaminacién o una mala medida de la muestra, ya que
posteriormente se realizaron pruebas adicionales con otro lote de tricombinatorial emulsion

y no se observaron cambios en los valores de D [4,3] y uniformidad a tiempo 0 y 3 dias.

Como bien se ha mencionado anteriormente, el DLS mide el tamafo hidrodindmico (Dh) de
particulas que experimentan un movimiento browniano. Se limita generalmente a medir
tamafios de particulas en la region submicrémetrico. Ademads, las medidas realizadas
mediante el DLS resultan problematicas para las muestras polidispersas debido a que su
capacidad de resolucidn es relativamente baja. Por lo tanto, para las muestras polidispersas,
el valor primario Z-average (media ponderada de intensidad armadnica) puede inducir a error,
ya que la media Z-average asume una distribucién de tamafios monodispersa. Por otro lado,
el LD se utiliza habitualmente para medir distribuciones de tamafio de particulas en el rango
de micrometrico y puede ser menos adecuado para la caracterizacién de (nano)emulsiones
con tamafios de particula inferiores a 100 nm. Ademas, a diferencia del DLS, el LD utiliza la
teoria de Mie para calcular el tamafio de las particulas, por lo que uno de los parametros mas
criticos en LD es el indice de refraccion tanto de las particulas medidas como del medio de
dispersion. Ademads, a diferencia del parametro Z-Average del DLS, el tamafo de particula de
LD se ve afectado por el algoritmo de andlisis de datos utilizado por el software especifico. Por
todo ello y teniendo en cuentas las caracteristicas de nuestras muestras, capsulas
monodispersas en el rango de los nandmetros, nos fiaremos mas en los datos obtenidos

mediante el DLS.
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Figura 6: Andlisis y distribucion de los tamafios de particula en la emulsion medidos por el

Zetasizer de la emulsion vacia

En estos graficos se observa como las capsulas se estabilizan con el tiempo (de tiempo 0 a 3
dias) ya que, con el paso de los dias, las curvas de las emulsiones cargadas con mupirocina y
unloaded emulsion evolucionan pasado de tener dos o mas picos a tener un Unico pico mas
estrecho y alto. Esto nos indica que los tamafios de particula tienden a seguir una distribucion

de tipo normal.

Dependiendo de la cantidad de farmacos que tiene introducida la emulsidon nos percatamos
de que el didmetro de las nanoparticulas cambia, llama la atencidn que las particulas con
menor tamafio son las que llevan los tres farmacos, esto se debe a que quizas la formacién de
las nanoparticulas mas pequefas se ve favorecida por la presencia de farmacos en la fase
continua que es el ibuprofeno, ya que en el caso de la mupirocina y la vacia comparten
tamafios de nanoparticula bastante parecidos hasta los tres dias, ademas las concentraciones
de mupirocina en las nanoemulsiones de tricombinatoria y mupirocina se mantienen igual por

lo que no seria un factor influyente.
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La estabilidad segun estas graficas también se ve favorecida por la presencia de fdrmacos ya
que los cambios de distribucién de poblaciones son menos bruscos en comparacion con los
que podemos observar en la emulsién de nanoparticulas Unloaded emulsion que a pesar de
tener la misma tendencia de aumentar su estabilidad con el tiempo presenta variaciones mas

significativas que las demas.

Observando tal comportamiento creemos que los farmacos pueden actuar como de co-
estabilizantes, mejorando la estabilidad de las emulsiones. Para comprobar este efecto lo
mejor seria producir una emulsion sin DXT-SCPN_MA con los farmacos a modo de control. De
esta forma se valoraria la capacidad de estabilizacién de los farmacos. Sin embargo, por falta

de tiempo no se han realizados estos ensayos.
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Figura 4: distribucion de los tamafos de particula en la emulsion medidos por el
Mastersizer de la emulsién con mupirocina
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Figura 6: distribucion de los tamafios de particula en la emulsién medidos por el
Mastersizer de la emulsion tricombinatoria

Como menciondbamos anteriormente las medidas realizadas mediante LD a las emulsiones
tricombinatorias no se han obtenido los resultados esperados debido a una contaminacién en

la medicién.
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Para las otras emulsiones (unloaded y mupirocina emulsién) vemos que a pesar del cambio de
la distribucién de tamafio de gotas aceite determinado por el LD se solapan casi
completamente las graficas de distribucién de tamafio, por lo que se puede concluir que las

capsulas de distintos tamafios no ha sufrido un cambio significativo a los tres dias de

producirlos.
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Figura 9: Andlisis de los tamafos de particula en la emulsién medidos por el Zetasizer a lo
largo de del tiempo de la emulsién tricombinatoria

Con la ayuda de las figuras 9 hasta la 12 nos percatamos de que nuestras observaciones
anteriores son correctas ya que las poblaciones de capsulas de mayor tamafio aumentan con
el paso del tiempo, sin embargo, la distribucién de las poblaciones no se ve afectada de

manera significativa.
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5.2-Medicidén de retinol mediante la utilizacion del HPLC

Antes de realizar la curva de calibrado se llevaron a cabo varias pruebas para encontrar las
condiciones éptimas de caracterizacion del retinol mediante el HPLC, Se observo que
utilizando como fase moévil una solucion de hexano, nitrilo acetato y octanol (las
concentraciones se pueden observar en la figura 13), columna kromaphase 100 C18, 5 um,
250 x 4.6 mm donde el retinol presentaba una sefial bien definida a los 2.42 min. Finalmente,
como bien se refleja en la figura 13, para obtener una buena curva de calibrado se prepararon
10 muestras a diferentes concentraciones conocidas de retinol en viales de cristal de topacio,
ya que el retinol es fotosensible, partiendo de una disolucion madre de retinol a 0.1 mg/mL.
Una vez realizadas estas diluciones se analizaron las diez muestras preparadas mediante el

HPLC.

Mobile phase :
87.4% Hexane
diluted solutions filtered 11.2% acetate nitrile
from 0.1mg/ml to solutions go 1.4% octanol
0.00075mg/ml to the HPLC
vial

—_— s —_— —_—
&

X10
filtered
dilutions

Stock retinol ready for the
solution at 100 HPLC
0.1 mg/ml g ®

.;f: 40

m +

z .

2 1 & & 10 12
Retentlon time

Figura 10: Diagrama explicativo del protocolo seguido para realizar la medicion del retinol
en las muestras

Sin embargo, antes de realizar la curva de calibrado del retinol, se verifico que ninguno de los
compuestos de la emulsidn cargada con retinol, a parte del retinol, asi como también la fase
movil presentaban sefal en el HPLC (en las condiciones reflejadas en la figura 14) que pudiese

interferir con la correcta identificacion del retinol.
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Figura 11: Respuestas de sefial de los componentes de la emulsion y la fase movil
utilizada en el HPLC

Como se puede observar en los cromatogramas obtenidos mediante el HPLC en la figura 14 ni
los componentes de la emulsién ni la fase mévil presentaban sefial en los cromatogramas, por

lo que se procedié a realizar la curva de calibrado del retinol siguiendo el protocolo

previamente mencionado.
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5.3-Curva calibracion estandar de retinol

Para las mediciones del estandar de retinol se realizaron tres inyecciones para cada una de las
diluciones para luego obtener la media de la respuesta de seiial. En la tabla 2 se muestran los

resultados obtenidos después de realizar las medidas del area de la sefial caracteristica de

retinol XXXX min.

Concentracién Area Area Area Area Desviacién
retinol (mg/ml) inyeccion1  inyeccion2 inyeccion 3 media estandar
(mAU?) (mAU?) (mAU?) (mAU?) (mAU?)
0.1 3200 3201 3201 3201 0.6
0.075 2534 2541 2540 2538 3.8
0.05 1649 1644 1646 1646 25
0.025 816 815 817 816 1
0.01 384 385 386 385 1
0.075 201 201 201 201 0
0.005 158 158 157 158 0.6
0.0025 70 70 70 70 0
0.001 31 32 31 31 0.6
0.0075 25 26 25 25 0.6

Como se puede observar en la tabla, la tendencia es que a medida que disminuye la
concentracidon de retinol en las muestras la respuesta de sefial también baja y a medida que la
concentracidn va disminuyendo las diferencias en respuestas de sefial se van haciendo mas
pequefias, siendo el limite superior 0.2 mg/mly el limite inferior la concentracion 0.001 mg/ml
valores por encima o por debajo de estas concentraciones tendran una respuesta de seial
similar y poco diferenciable por lo que medir la concentracién de retinol en muestras donde

su concentracidn sobrepase estos limites no es recomendable con este método ya que puede

dar lecturas erréneas.
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Equation

* Y=32674%x+ 2.69
Adjustment

= R"2=0.998

Response(mAU)

Concentration (mg/mL)

Figura 12: Recta de calibrado del retinol en el rango 0.1-0.0075 mg/mL.

Representando los valores de drea obtenidos a diferentes concentraciones de retinol se ha
realizado la recta de calibrado del retinol. La recta de ajuste obtenida como se ve en la figura
tiene un ajuste bastante alto lo que nos indica que las mediciones realizadas fueron muy
buenas. De esta forma se ha establecido un método de HPLC que nos permite conocer la
concentracion de retinol que tenemos en diferentes muestras simplemente inyectando la

muestra a una concentracion conocida en el HPLC.

5.4-Cromatogramas del retinol, el retinol oxidado y proveedores del

retinol

Como se dijo previamente se queria observar si habia alguna diferencia en la respuesta de
sefial ente el retinol y sus derivados por oxidacién, por lo que se realizé una dilucién de 0.1
mg/ml donde el retinol habia sido oxidado exponiéndolo a oxigeno y a luz ultravioleta que
luego fue medida en el HPLC y comparada con una solucidn de la misma concentracién de

retinol.
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Figura 13:Cromatograma de los tiempos de retencion del retinol y el retinol oxidado
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Figura 14: Cromatograma normalizado para observar la diferencia de picos

Como se puede observaren la figura 16 el retinol tiene un pico marcado de sefial donde el

tiempo de retencidn es 2,419 minutos lo que nos indica que se ha detectado correctamente
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la sustancia en el HPLC en las condiciones optimizadas. Sin embargo, en el caso del retinol
oxidado observamos tres picos con una respuesta de sefial muy baja que pudiesen ser distintos

productos derivados de la oxidacidn del retinol.

Asi mismo se aprovechd las capacidades de medicion del HPLC para comprobar que la longitud

de onda de absorcidn tedrica del retinol era la dptima.
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Como se ve en la figura 18 en el grafico superior, la linea azul dibuja el grado de absorcion del

compuesto en un barrido de longitudes de onda donde observamos que la longitud de onda
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de absorcidn tedrica y la real coinciden siendo 324 nm en ambos casos. ademds podemos
observar las longitudes de onda a las cuales los componentes procedentes de la oxidacion
absorben la luz siendo 284 y 266 nm dibujadas por las lineas azules del grafico inferior de la

figura 18 donde estos producen una respuesta de sefial mas baja en comparacién al retinol.

Finalmente, con todas estas mediciones procedimos a analizar el retinol suministrado por el
proveedor para observar si habia alguna diferencia respecto al estandar de retinol, ya que el
producto que ofrecia el proveedor a diferencia de los retinoles previamente analizados no era
100% retinol si no una mezcla de polisorbato, retinol y tocoferol. Por lo tanto se queria ver si
el tiempo de retenciéon del estandar y del retinol de proveedor concedian por lo que se inyecto
una concentracién conocida del retinol del proveedor para ver si concedia con la ficha de

especificaciones del retinol y por ultimo hacer una curva o recta de calibrado para cuantificar

el retinol.
Concentracién Area Area Area Area Desviacién
retinol (mg/ml) inyeccion1  inyeccion 2  inyeccion 3 media estandar
(mAU?) (mAU?) (mAU?) (mAU?) (mAU?)
0.1 3353 3353 3354 3353 0.58
0.075 2361 2364 2365 2363 2.08
0.05 1491 1491 1494 1492 1.7
0.025 574 576 576 575 1.15
0.01 309 308 309 308.6 0.58
0.075 209 210 216 211.7 3.79
0.005 157 153 153 154.3 2.31
0.0025 74 74 74 74 0
0.001 32 32 33 323 0.58
0.0075 23 24 24 23.7 0.58

De manera interesante los datos obtenidos al medir el CT50 siguen un patréon muy parecido al
retinol, lo que nos que confirma que sin importar el origen del retinol seremos capaces de

medirlo.
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" Equation
= ¥ =33030*x — 70.55
Adjustment
= R"2 =0.992

Response (mAU)

a

a

(=B ]

Concentration (mg/mL)

Figura 16: Recta de calibrado del retinol suminitrado por el proveedor (Retinol CT50) en el
ranngo 0.1-0.0075 mg/mL.

Con respecto a la recta de calibrado en la figura 19 se obtuvo un ajuste menor que la anterior
(retinol estandar) pero no deja de ser una herramienta adecuada para mediciones de

concentracién en las emulsiones donde la concentracidn de retinol es desconocida.
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Figura 17: cromatograma del tiempo de retencion de la muestra donde el CT50 era el
origen del retinol

Como se observa en el cromatograma de la figura 20 el CT50 y el retinol también comparten
tiempos de retencién muy similares ademas que su respuesta de sefal estando a la misma
concentracién es también muy parecida, por lo que podemos asegurar que trabajar con el

producto del proveedor es seguro y mas importante reproducible para todas las emulsiones.

5.5-Estudio de la liberacidon de farmacos mediante el HPLC

Una vez que se han desarrollado las capacidades para producir emulsiones con farmacos y
para manejar y comprender el HPLC, se han creado nuevos métodos de HPLC y sus
correspondientes curvas de calibracién. La intencidn es utilizar el HPLC para investigar la
liberacion de los farmacos desde las capsulas y desde las capsulas integradas en los andamios.
Para detectar los farmacos mediante el HPLC se ha utilizado como fase mévil propanol y agua
miliQ a partes iguales y la columna Angilent, eclipse XDB-C18 — 4.6*150 mm, 5 um. El flujo fue

ajustado gradualmente hasta llegar a 0.8 ml/min.

Cada farmaco presenta diferentes perfiles de absorcién de luz. Para realizar la cuantificar de
los farmacos generalmente se utiliza la longitud de onda donde el farmaco tiene su maxima

absorbancia (longitud de onda de maxima absorcion). Para realizar las pruebas preliminares,
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se utilizaron en un principio las longitudes de onda hallados en la literatura( mupirocina 320-
400 nm, batimastat 250 nm e ibuprofeno 200 nm). Sin embargo, ciertos farmacos arrojaban
bajas respuestas de sefal por lo que se decidié determinar experimentalmente, utilizando el
HPLC; la longitud de onda que arrojara la mejor respuesta de sefial. A partir de esto se
encontré que, para la mupirocina, el batimastat y el ibuprofeno las longitudes de onda de

maxima absorcién eran 221, 200 y 198.

A continuacién, se muestran las respuestas de seiial obtenidas de los farmacos a distintas

concentraciones:

Concentracién Area Area Area Area Desviacién
(mg/ml) inyeccién 1 inyeccién 2 inyeccion 3 media estandar
(mAU?) (mAU?) (mAU?) (mAU?) (mAU?)
0.1 2354 2368 2345 2355.67 11.59
0.075 1901 1886 1889 1892 7.94
0.05 1313 1311 1308 1310.67 2.52
0.025 783 685 791 753 59.03
0.01 393 382 380 385 7
0.0075 313 314 306 311 4.36
0.005 285 262 230 259 27.62
0.025 175 156 162 164.33 9.71
0.001 143 162 141 148.67 11.59
0.00075 123 121 136 126.67 8.14
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Concentracién Area Area

Area Area media Desviacién
(mg/ml) inyeccion 1 inyeccion 2 inyeccion 3 (mAU?) estandar
(mAU?) (mAU?) (mAU?) (mAU?)
0.2 1837 1831 1836 1834.67 3.21
0.15 1445 1443 1443 1443.67 1.154
0.1 935 938 940 937.677 2.52
0.05 454 450 451 451.67 2.08
0.02 190 191 192 191 1
0.015 133 135 134 134 1
0.01 96 94 93 94.33 1.53
0.005 46 47 45 46 1
0.002 22 22 22 22 0
0.0015 n/a n/a n/a n/a n/a
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Concentracién Area
(mg/ml) inyeccion 1
(mAU?)
0.25 N/A
0.1875 6603
0.125 3881
0.0625 2869
0.025 1829
0.01875 766
0.0125 609
0.00625 327
0.0025 177
0.0019 78

Area

inyeccion 2

(mAU?)
6679
3903
2775
1831
768
592
360
173

70

76

Area

inyecciéon 3

(mAU?)
6628
3912
2815
1819
758
642
334
156

78

53

Area media
(mAU?)
6653.5
4806
3157
2173
1118.33333
666.666667
434.333333
218.666667
108.333333

69

Desviacion

estandar

(mAU?)
36.0624458
1556.25416
627.321289
602.783543
615.475697
89.5842248
151.823362

94.20368

59.6014541

13.892444

A partir de estos resultados y observar las altas respuestas de sefial del ibuprofeno y de la

mupirocina, se decidid que para el estudio se utilizarian la sefales obtenidas para 200 nm de

longitud de onda ya que en esta longitud de onda se obtiene una respuesta de sefial

satisfactoria para todos los farmacos.
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Figura 20: cromatogramas de los tiempos de retencion del ibuprofenoU

Gracias a los cromatogramas observamos cuales son los tiempos de retencion de los farmacos
lo que nos permitira realizar la curva de calibrado, para el batimastat es de 3,695 min, la
mupirocina de 2,908 min y del ibuprofeno 0,787 min. Por otra parte a todos tener un tiempo
de retencidn distinto se nos abre la posibilidad de medir todos estos farmacos a la vez lo que

nos facilitaria hacer un estudio de reléase.

33

@

=]



Calibration Curve e
BB94 (DAD1E), 3.700 min

Formula: y=9229.5930x +14.3331 Residual standard deviation : 3380379
r:0.99883 ‘Origin : Include
R*: 0.99767 ‘Weighting method : None

x103
2.0

Area[mAl-s]
2

08

06

0.4

0.2

0.0

Figura 21: Curva de calibrado obtenida para las concentraciones de batimastat
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Figura 22: Curva de calibrado obtenida para las concentraciones de Ibuprofeno
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Figura 23: Curva de calibrado obtenida para las concentraciones de Mupirocina

Con respecto a las curvas de calibracién que obtenemos un ajuste lo bastante bueno como

para

utilizarlo para predecir las concentraciones liberadas por las capsulas de la nanoemulsién

experimental propuesto mas adelante.
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6-Conclusiones

En relacién a la produccién de las capsulas cagadas con diferentes compuesto se ha observado
mediante los datos obtenidos que con el paso de los dias hay un aumento de las poblaciones
de particula de mayor tamafio, sin embargo, esto no afecta de manera significativa la
distribucidn de las poblaciones ya que esta se mantiene al pasar los dias. Partiendo de esta
observacién podemos concluir que para estabilizarse la emulsién realizada favorece la
formacion de nanoparticulas en comparaciéon con otros métodos de estabilizacion como la

IH

floculacidon o el “creaming effect”.

Lo anterior nos garantiza que las capsulas mantendran su estructura por un periodo largo de
tiempo ademds la introduccion de farmacos ayuda a mantener la estabilidad de la
nanoemulsidn, por lo que podriamos afirmar que podria ser un método efectivo para la

distribucidon de componentes farmacoldgicos.

Con respecto a las mediciones del HPLC nos percatamos que es una herramienta atil y
confiable para poder mantener un control de calidad con las emulsiones producidas, ya que
con las curvas de calibrado generadas podemos medir las concentraciones de retinol, para
observar si su concentracién se ha mantenido con el tiempo y ademas se ha demostrado que
somos capaces de detectar los derivados de retinol oxidado no deseados, consolidando la

utilidad del HPLC como una herramienta para el control de calidad.

Ademas, a lo largo del proyecto hemos logrado desarrollar un metodo para medir de manera
eficiente las concentraciones de retinol en cualquier muestra y evitar fallos en lecturas por el
manejo erréneo de estas ya que con el protocolo desarrollado evitamos la oxidacién del retinol

en las muestras disminuyendo la presencia de productos de oxidacidn en las medidas.

Para resumir, hemos visto que se han optimizado de manera exitosa los métodos de deteccién
de los farmacos del HPLC, Se han realizado las curvas de calibrado de mupirocina, ibuprofeno
y batimastat, y que con estos métodos optimizados somos capaces de estudiar los perfiles de
liberacion de los farmacos tanto en calas capsulas como en los andamios cargados con los

farmacos.

Como se ha podido observar dentro del marco de este trabajo vemos que se han cumplido
varios de los objetivos propuestos en concreto el perfil de liberacidon de los farmacos, la
produccidn y mantenimiento de las gotas, la incorporacion de las capsulas funcionalizadas a

un scaffold comercial y se han también desarrollado tareas que no estaban previamente
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previstas antes de mi incorporacién como el estudio y comportamiento del retinol como fase
oleosa en una nanoemulsion. Es importante mencionar que la posibilidad de incorporar la
nano emulsion al hidrogel dinamico fue descartada ya que no se habian hecho los suficientes

avances con este como para comenzar y terminar la tarea dentro de mi estadia en la empresa.
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7-Lineas futuras

Disefio experimental

Al terminar las curvas de calibrado de los farmacos ya tenemos todas las herramientas
necesarias para poder realizar un estudio de liberaciéon de los farmacos una vez han sido
incorporados en el scaffold. Sin embargo, por temas de tiempo no se pudo terminar el estudio
de reléase de las nanocapsulas/gotas de aceite incorporadas por lo que se propuso este disefio

experimental para estudiarlo en un futuro.

El disefio experimental fue realizado tomando varios aspectos de la literatura cientifica

disponible, y es el siguiente:
Condiciones:

e Temperatura 37 °C

e pH74

e Scaffold en suspension de PBS

e Suspendido en un vial de 30 mL de una solucién de PBS

e Placa agitadora para mantener la temperatura y agitacién de la solucion
Mediciones:

e Alicuotas de 6ml cada 30 hasta 3 horas y luego cada hora hasta cumplir las 5h

e Reponer el PBS extraido

e Liofilizar las alicuotas

e Resuspender en 20 ul y medir las concentraciones de batimastat y mupirocina, de
esos 20 pl coger 5 pl y diluir su concentracién en 15 pl adicionales.

e Filtrar y analizar las muestras por el HPLC

e Recoger la intensidad y determinar la concentracidn con las curvas de calibrado
Tratado de datos

e Con las concentraciones obtenidas realizar una curva de reléase a través del tiempo
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