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3.1. MATERIALS

3.1.1. TENSIOACTIUS

3.1.1.1. TENSIOACTIUS NO IONICS
Cremophor® EL (BASF)

Es un tensioactiu no idnic de tipus etoxilat obtingut de la reaccié d’un mol
d’oli de rici amb trenta-cinc mols d’oxid d’etile. El component principal és el
ricinoleat de glicerina de polietilenglicol, juntament amb d’altres eésters
d’acids grassos de polietilenglicol, polietilenglicols lliures i etoxilats de
glicerina (Handbook Pharm. Exc., 2005). Es un liquid oliés de color groc clar i
d’olor debil. El seu nombre HLB esta comprés entre 12 i 14. Te una viscositat
de 0,7-0,85 Pa.s i una densitat de 1,05-1,06 g/ml a 25°C. Es soluble en
aigua i també en diversos dissolvents organics com ara alcohol etilic, alcohol
n-propilic, alcohol isopropilic, acetat d’etil, cloroform, entre d’altres
(Handbook Pharm. Exc., 2005).

El Cremophor EL és estable en solucions aquoses tant acides com salines poc
concentrades. Es estable fins a 300°C. Per evitar Ioxidacié
del tensioactiu es convenient emmagatzemar-lo en recipients ben tancats i
protegits de la llum (BASFa, 2001).

Els derivats polioxietilenats d’oli de rici s’utilitzen en formulacions
farmaceutiques d’aplicacié oral, topica i parenteral, aixi com en formulacions
cosmetiques i en el camp de I'alimentaciéo animal. En concret, el Cremophor
EL s’usa principalment con a tensioactiu i agent solubilitzant i es
particularment adequat per la preparaciéo de formulacions liquides aquoses
qgue continguin olis volatils, vitamines liposolubles i principis actius
hidrofobics, com ara anestesics, sedants, agents immunosupressors, entre
d’altres (Macek, 1963; Webb, 1976; Gelderblom, 2001; Li, 2005).

El Cremophor EL no presenta toxicitat aguda en ser administrat per via oral
ni topica ni per inhalacié. No té accié irritant sobre la pell ni mucoses
(solucions aquoses del 30% no irriten mucoses). No s’han vist simptomes
d’intoxicacié en assajos d’alimentacidé realitzats durant 6 mesos. El
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tensioactiu no presenta accié teratogena o embriotoxica. En casos aillats i
especials, s’ha vist que en I’administracid per via parenteral de medicaments
0 vacunes tant per a Us veterinari com per a Us huma que contenien
Cremophor EL en elevada concentracio o tensioactius de composicio similar
I’aparici6 de reaccions anafilactiques (Weiss, 1990; Rowinsky, 1993;
Eisenhauer, 1994). No obstant, aquestes no han estat descrites en
I’ladministracié per via oral de medicaments que contenen Cremophor EL
(BASFa, 2001; Handb. Pharm. Excip., 2005).

Solutol® HS 15 (BASF)

Tensioactiu no ionic de tipus etoxilat. La part lipofila del tensioactiu (Figura
3.1) esta formada per mono- i di- esters de poliglicol de l'acid 12-
hidroxiestearic. La part hidrofila la formen polietilenglicols lliures.

H(O - CHz - CHo)y - O/C\/\/\/\/\/\I/\/\/\

cC=0

|
OH

Figura 3.1. Estructura quimica dels principals components de la part lipofila del Solutol® HS 15.

Es una pasta de color blanc groguenc a temperatura ambient. A partir de
30°C esdevé liquid. El seu nombre HLB esta compres entre 14 i 16. Te una
viscositat de 0,012 Pa.s al 30% en aigua, a 25°C. Es soluble en aigua, etanol i
2-propanol. Té una elevada estabilitat quimica enfront solucions acides i
basiques i a temperatures elevades. Amb |’accié prolongada al calor es
produeix una separacié fisica del tensioactiu que és reversible. El Solutol
HS15 es pot esterilitzar per autoclau a 120°C en solucié aquosa, tot i que pot
disminuir lleugerament el pH de la solucié. En ser un producte susceptible a
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oxidar-se es recomana emmagatzemar-lo en recipients ben tancats i
protegits de la llum (BASFb, 2005).

El Solutol HS15 s’utilitza en la industria farmaceutica principalment per a la
preparacio d’injectables de tipus aquds que contenen les vitamines A, D, Ei K
o bé d’altres principis actius lipofils Jumaa, 2002; BASFb, 2005).

El Solutol HS15 no és toxic en ser administrat per via topica, oral o
parenteral. Tampoc té accio irritant sobre la pell o mucoses (BASF, b).

Synperonic F68 (ICl)

Es un tensioactiu no ionic de tipus bloc copolimer d’oxid d’etilé i d’oxid de
propile. Té un pes molecular aproximat de 8350g/mol. La seva estructura
quimica es mostra en la Figura 3.2.

H—(OCHgCH2)75—(O-(IJH-CH2)30—(OCH2CH2)75_OH
CH3

Figura 3.2. Estructura quimica del Synperonic F68.

Es un solid de tipus escamoés blanc a 25°C. Té una temperatura de fusié de
54,7°C. Té una viscositat de 1,325 Pa.s a 77°C i una densitat de 1,06 g/ml
també a 77°C. Es soluble en aigua i etanol, parcialment soluble en tolué i
insoluble en querose i etilenglicol (ICI, 2001).

Els tensioactius bloc copolimerics son substancies quimicament estables. Les
solucions aquoses son estables en presencia d’acids i bases i de metalls
ionics (Handbook Pharm. Exc., 2005).

S’utilitza, principalment, en Farmacia per a la formulacié d’emulsions per
aplicacié topica i intravenosa (Lundberg, 1996; Jumaa 1999; Kan, 1999), de
sabons i de supositoris. També s’utilitza en Cosmetica per a la formulacioé de
xampus i en el camp de la detergéncia i la pintura (ICI, 2001).
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Es un producte de baixa toxicitat. No és irritant, ni sensibilitzant per via
cutania (ICl, 2001) i ocular (Handbook Pharm. Exc., 2005). No s’ha observat
hemolisi en cel-lules sanguinies humanes en un estudi realitzat durant 18
hores a 25°C amb concentracions de tensioactiu de fins un 10% p/v. En
estudis realitzats en animals, no s’ha observat toxicitat en administrar fins
0,5g/kg/dia de tensioactiu durant 14 dies per via parenteral i fins 5% per via
oral durant 2 anys (Handbook Pharm. Exc., 2005).

3.1.1.2. TENSIOACTIUS AMFOTERS
Epikuron 200 (lecitina de soja purificada) (DEGUSSA BIOACTIVES)

Es una mescla de fosfolipids purificats d’origen vegetal. S’obté de I'oli de
soja i es produeix en columna cromatografica per a ser utilitzat en la
industria farmaceutica. Esta compost, basicament, de fosfatidilcolina (Figura
3.3) en una proporcié6 minima del 92% i, en petita proporcid, de liso-
fosfatidilcolina, un 3% com a maxim, entre d’altres fosfolipids. L’Epikuron
200 també conté com a maxim un 2% d’oli de soja, 0,8% d’aigua i 0,2% o-
tocopherol (Degussa BioActives, 2002).

I
CHo—O—C—Rq

‘ 0
I
CH—O0—C—Re
| o
CHo—0O—FP—— OCHoCHoN+(CH3)3
I
o}

R4 i Ro = acids grassos idéntics o diferents

Figura 3.3. Estructura quimica de I'a-fosfatidilcolina.

Té aspecte cerds i color groc. Es practicament inodor. Es soluble en greixos,
olis i etanol i dispersable en aigua (Degussa BioActives, 2002).
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Es descomposa a pH extrems. A partir de 60°C la lecitina sofreix la reaccio
de Maillard, produint-se tant [I|'oxidacid, [I’enfosquiment com Ia
descomposicié del producte. A 160-180°C la lecitina es degrada en 24
hores. Cal emmagatzemar-la en recipients ben tancats, protegits de la llum i
a temperatura ambient.

Les lecitines s’utilitzen en una gran varietat d’aplicacions farmaceutiques,
cosmetiques i alimentaries. En el camp farmaceutic, concretament,
s’utilitzen com a tensioactius i agents estabilitzants. Formen part,
principalment, de preparats injectables intramusculars i intravenosos, de
preparats nutricionals parenterals i enterals (Benita, 1993; Klang, 1998) i
formulacions per aplicacié topica (Verma, 2004; Boinpally, 2003).

La lecitina, essent un component de les membranes cel-lulars, es consumida
en la dieta diaria. Es poden arribar a ingerir dosis terapeutiques de fins a 80g
diaris de lecitina, com és el cas del tractament de la diskinesia tardana. No
obstant, la ingesta en excés pot resultar perjudicial. No té accié irritant ni
sensibilitzant sobre la pell. Pot resultar irritant en mucoses (Handbook
Pharm. Exc., 2005).

3.1.2. CO-TENSIOACTIUS
Polietilenglicol 400 (SIGMA)

El polietilenglicol 400 és un polimer de condensacié format per la reaccio
d’oxids d’etile i aigua, mitjancant pressid i amb la preséencia d’un catalitzador
(Real Farmacopea Espafiola, 2005). Té un pes molecular de 380-420 g/mol.
La seva estructura quimica es mostra en la Figura 3.8.

H H

I I
HO—-C —(CH2—- O—CH2)g 7-C—-OH

I I

H H

Figura 3.8. Estructura quimica del polietilenglicol 400
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Es un liquid clar i viscés, de tonalitat lleugerament groga. Té una olor
caracteristica i lleugera i un gust amarg. La seva densitat és de 1,11-1,14
g/ml a 25°C i la seva viscositat és de 90,0 mmz2/s a 25°C. Es soluble en
aigua, acetona, alcohols, benzé, glicerina i glicols. Es miscible en totes les
proporcions en altres polietilenglicols (SIGMA, 2003).

Els polietilenglicols son estables quimicament tant en I’aire com en solucio.
El polietilenglicol 400, concretament, és higroscopic i pot oxidar-se amb
I’exposicio a temperatures superiors als 50°C durant periodes llargs. Els
polietilenglicols i les solucions aquoses de polietilenglicol poden esterilitzar-
se per autoclau, per filtraci6 o per radiacions gamma (Bhalla, 1983).
L’activitat de certs antibiotics, com ara penicil-lina i bacitracina, i
conservants, com els parabens, pot veure’s reduida pels polietilenglicols
degut a la complexacié de les substancies amb polietilenglicol. Cal
emmagatzemar-lo en recipients ben tancats, preferiblement, d’acer, alumini
o vidre i en un lloc fresc i sec (Handbook of Pharm. Excip., 2005).

Els polietilenglicols sén ampliament utilitzats en  formulacions
farmaceutiques administrades per via topica, rectal, oral, ocular i parenteral.
Quan s’utilitzen conjuntament amb altres tensioactius actuen com a agents
estabilitzadors d’emulsions, mentre que en solucié aquosa s’utilitzen com a
reguladors de la viscositat (Handbook of Pharm. Excip., 2005). També s’usen
per millorar la solubilitat de substancies poc solubles en aigua (Miralles,
1982). El polietilenglicol 400 pot utilitzar-se com a vehicle per formulacions
administrades per via parenteral fins a concentracions del 30% v/v
(Handbook of Pharm. Excip., 2005).

Els polietilenglicols no tenen accié irritant ni toxica per via tépica. No
obstant, s’ha observat I’aparici6 de reaccions d’hipersensibilitat de tipus
al - lergica, acidosi metabolica i fallada renal, en els casos més greus, quan es
va administrar per via topica en pacients que presentaven cremades
(Fruijtier-Polloth, 2005; Handbook of Pharm. Excip., 2005).
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Transcutol P (GATTEFOSSE)

El Transcutol P és I’eter monoetilic de dietilenglicol purificat. El seu pes
molecular és de 134,17 g/mol i la seva estructura quimica es mostra en la
Figura 3.9.

——~o —%—on

Figura 3.9. Estructura quimica del Transcutol P.

El Transcutol P és un liquid incolor d’olor debil. Te una densitat de 0,985-
0,991 g/ml a 20°C. Es soluble en aigua i etanol, parcialment soluble en olis
vegetals i insoluble en olis minerals. Es recomana conservar el producte en
el seu envas original, herméticament tancat i utilitzar-lo rapidament un cop
obert I’envas (Gattefossé, 2002).

S’utilitza en Farmacia en formulacions parenterals, topiques, transdermiques
i orals per la seva capacitat de solubilitzacié de nombrosos principis actius
com ara la indometacina, el nifedipi, hormones i esterols, entre d’altres
(Gattefossé, 2002).

No té accié irritant ni sensibilitzant per via topica, ja sigui cutania,
transdermica o ocular. Tampoc és toxic per via oral (Gattefossé, 2002).

3.1.2. SOLVENTS
Miglyol 812 (triglicerid de cadena mitjana) (ROIG FARMA)

Es un triglicérid de cadena mitjana obtingut a partir de I’extracci6é de I’oli
fixat de la fraccié seca i dura de I’endosperma de la planta Cocos nucifera L.
per hidrolisis, seguit del fraccionament dels acids grassos obtinguts i d’una
posterior re-esterificacio. Consisteix en una mescla de triglicerids de cadena
mitjana i curta d’acids grassos, sent un 95% dels quals com a minim els acids
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grassos saturats octanoic o caprilic i decanoic o capric (Figura 3.4)
(Handbook Pharm. Exc., 2005).

H
|
H—C—O R, O

I
’ (I: o R, on: Ri, R2i Rs = —C——(CHo)nCH3

H C O—R

Figura 3.4. Estructura quimica del Miglyol 812.

Es un liquid olids de tonalitat lleugerament groga practicament inodor i
insipid. Té una densitat de 0,94-0,95g/ml a 20°C i una viscositat de 0,028-
0,032 Pa.s a 20°C. Es soluble a 20°C en acetona, benze, cloroform,
diclorometa, etanol, eter, acetat d’etil i eter de petroli, entre d’altres,
miscible en triglicerids i hidrocarburs de cadena llarga i practicament
insoluble en aigua (Handbook Pharm. Exc., 2005).

Els triglicerids de cadena mitjana son estables a un ampli rang de
temperatures. No obstant, no s’hauria d’exposar el producte a temperatures
superiors a 40°C durant llargs periodes de temps. Pot esterilitzar-se a 170°C
durant una hora. Per evitar l'oxidacié del producte es recomana
emmagatzemar-lo en recipients ben tancats i ben plens, idealment, a una
temperatura inferior a 25°C i en envasos de vidre, metall, polipropilé o
polietile de baixa densitat i protegits de la llum.

Els triglicerids de cadena mitjana sén ampliament utilitzats per aplicacions
farmaceutiques i cosmetiques, degut a les seves propietats com a solvent,
emolient i potenciador de la penetracié. Concretament, en el camp
farmaceutic, s’utilitzen en formulacions destinades a ser administrades tant
per via topica, oral, com parenteral. Per via topica, formen part d’ungiients,
cremes i emulsions (Youenang Piemi, 1999; Souto, 2004). En formulacions
orals com ara solucions, microemulsions, emulsions i suspensions (Nicolaos,
2003), s’utilitzen per la seva capacitat de solubilitzacié de principis actius
inestables o insolubles en medi aquds. En formulacions parenterals com ara
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solucions, emulsions o suspensions s’utilitzen per solubilitzar principis
actius (Santos-Magalhaes, 2000) o bé com a agent nutricional en les
nutricions parenterals totals (NPT) (Demorest, 1992; Klang, 1998). Els
triglicerids de cadena mitjana aporten 35 kJ (8,3 kcal) d’energia per gram.
També formen part de dietes prescrites en malalties associades a una mala
absorcio de greixos .

Els triglicerids de cadena mitjana no presenten acci6 irritant ni toxica per via
topica ni ocular. Estudis de toxicitat cronica realitzats en animals per via oral,
intraperitoneal, parenteral o per inhalacié, no mostren I'aparicio d’efectes
adversos perjudicials. En alguns pacients en els quals s’havien prescrit
triglicerids de cadena mitjana en la dieta s’ha observat I'aparicié de dolors
abdominals i diarrea (Handbook Pharm. Exc., 2005).

Oli de rici (SIGMA)

Es un triglicérid d’acids grassos obtingut de les llavors de la planta Ricinus
communis Linné (Familia Euphorbiaceae) per extraccio en fred (Real
Farmacopea Espafnola, 2005). La composicio6 en acids grassos és,
aproximadament, d’un 87% d’acid ricinoleic (Figura 3.5), un 7% d’acid oleic,
un 3% d’acid linoleic, un 2% d’acid palmitic, un 1% d’acid estearic i una petita
quantitat d’acid dihidroxiestearic (SIGMA, 2003).

(I)H

Figura 3.5. Estructura quimica del principal component de I'oli de rici, I'acid ricinoleic.

Es un liquid clar, olids i viscés, de tonalitat lleugerament groga. Té una olor
debil. La seva densitat és de 0,955-0,968 g/ml a 25°C i té una viscositat de 1
Pa.s a 20°C. Es soluble en cloroform, dietil éter, acid acétic glacial i metanol;
facilment soluble en etanol i éter de petroli i practicament insoluble en aigua
i en olis minerals (SIGMA, 2003).

67



L’oli de rici és estable i només s’enrancia quan s’exposa a elevades
temperatures durant un periode llarg de temps. Per evitar I'oxidacié del
producte es aconsellable emmagatzemar-lo en recipients ben plens i
hermetics, protegits de la llum i a temperatures inferiors a 25°C (Handbook
Pharm. Exc., 2005).

L’oli de rici és ampliament utilitzat en el camp farmaceutic, alimentari i en el
cosmetic. En farmacia, s’'usa en formulacions topiques, tipus emulsions i
unglients (Sintov, 2004). També s’utilitza en formulacions orals, formant part
de comprimits i capsules i en injeccions intramusculars com a solvent
(Jumaa, 2001).

Es considerat no toxic i no irritant (Irwin, 1982). L’administracid de dosis
elevades d’oli de rici per via oral pot causar nausees, vomits, colics i diarrea
severa. També s’ha associat I’Us d’oli de rici en cosmética (barres labials) a
I’aparici6 de dermatitis de contacte de tipus al-lergica (Fisher, 1981;
Andersen, 1984; Handbook Pharm. Excip., 2005).

Oli de soja (SIGMA)

Es I'oli refinat obtingut de les llavors de les plantes Glycine soja i Glycine
max (Familia Leguminosae) per extraccio i subseglient refinament (Real
Farmacopea Espafola, 2005). Esta compost pels segiients acids grassos: acid
linoleic en un 50-57% (Figura 3.6), acid linoleénic en un 5-10%, acid oleic en
un 17-26%, acid palmitic en un 9-13%, acid estearic en un 3-6% i petites
guantitats d’altres acids (SIGMA, 2003).

Figura 3.6. Estructura quimica del principal component de I'oli de soja, I'acid linoleic.

Es un liquid clar, de color groc pal-lid, inodor o gairebé inodor. Té una
densitat de 0,916-0,922 g/ml a 25°C i una viscositat de 0,0501 Pa.s a 25°C.
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Es miscible en disulfit de carboni, cloroform, éter i petroli lleuger i
practicament insoluble en etanol i en aigua (SIGMA, 2003).

L’oli de soja és un producte estable, sempre i quan estigui protegit de
’oxigen atmosféric. Es necessari emmagatzemar el producte a temperatures
inferiors a 25°C, en atmosfera de nitrogen i en envasos de vidre ben plens i
hermetics, protegits de la [lum. L’'emmagatzemament d’emulsions d’oli de
soja durant llargs periodes de temps i, sobretot, a altes temperatures,
contribueix a la formaciéo d’acids grassos lliures que donen lloc a una
reduccié del pH de ’emulsié. La degradacié de I’oli a elevades temperatures
es minimitza mantenint el pH de I’emulsié entre 6-7. Cal tenir en compte les
nombroses incompatibilitats que presenta I'oli de soja amb diversos
excipients (clorur de calci, gluconat de calci, clorur de magnesi,etc.),
principis actius (amfotericina B, hidroclorur de tetraciclina, fenitoina sodica,
etc.) i ions (Handbook Pharm. Excip., 2005).

L'oli de soja és emprat en el camp farmaceutic, cosmetic i alimentari. En
aplicacions farmaceutiques s’utilitza principalment en la formulacié
d’emulsions destinades a nutricions parenterals totals, doncs s’ha vist que és
un oli associat a molt pocs efectes adversos (McNiff, 1977). També com a
component oliés d’emulsions destinades a solubilitzar principis actius per la
seva administracido per via oral o intravenosa, com ara vitamines (Dahl,
1994), esteroids poc solubles en aigua (Malcolmson, 1993) i diazepam
(Nankevis, 1994), entre d’altres. Els liposomes (Krishna, 1999), les nano-
emulsions i les nanocapsules (Santos-Magalhaes, 2000) sén alguns sistemes
d’alliberacié de principis actius formulats amb oli de soja.

Es considera no toxic i no irritant. No obstant, s’han descrit I’aparicio
d’efectes adversos greus en formar part d’emulsions administrades per via
parenteral, com ara reaccions d’hipersensibilitat, reaccions del sistema
nerviés central i embolismes (Hiyama, 1989; Estebe, 1991). També s’ha
observat [I'aparicid de reaccions anafilactiques degudes a Il'ingesta
d’aliments que contenien oli de soja o algun derivat (Handbook Pharm.
Excip., 2005).

Oli d’oliva (SIGMA)
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Es un triglicérid d’acids grassos obtingut del fruit de /’Olea europaea. Esta
compost d’una elevada proporcido d’acids grassos insaturats. D’entre ells, els
més abundants son l'acid oleic (Figura 3.7), que esta present en una
proporcié del 55 al 83%, I’acid linoleic, del 3,5 al 21%, I’acid palmitic, del 7,5
al 20%, l'acid estearic, del 0,5 al 5% i I'acid palmitoleic, del 0,3 al 5%
(Handbook of Pharm. Excip., 2005).

COOH NN

Figura 3.7. Estructura quimica del principal component de I'oli d’oliva, I'acid oleic.

Es un liquid olids, clar, incolor o lleugerament groguenc-verd. Es poc soluble
en etanol i miscible en éter, cloroform i disulfit de carboni.

L’oli d’oliva es pot saponificar en presencia d’hidroxids basics. Degut a que
es facilment oxidable és aconsellable emmagatzemar-lo en recipients plens i
protegits de la llum. Addicionalment, en cas d’un oli d’oliva refinat per a us
en formulacions parenterals cal que s’emmagatzemi sota un gas inert (Real
Farmacopea Espafnola, 2005).

Es un oli comestible que s’utilitza ampliament en el camp alimentari, aixi
com en formulacions cosmetiques i farmaceutiques per administracio topica,
oral i parenteral. Les formes farmaceutiques més comuns formulades amb
oli d’oliva sén els ungients, liniments, enemes, emulsions, gels, capsules i
solucions (Handbook of Pharm. Excip., 2005).

Esta considerat un excipient no toxic i no irritant. En casos aillats s’ha trobat

gue pot provocar reaccions d’hipersensibilitat (Van Joost, 1981; Kranke,
1997).

Aigua desionitzada filtrada (Ultra-pure Millipore water system, Milli-Qprus
185 filter).
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3.1.4. PRINCIPIS ACTIUS
Flurbiprofée (SIGMA)

El flurbiprofe és I’acid 2-(2-fluorobifenil-4-il)propionic (Figura 3.10). El seu
pes molecular és de 244,3 g/mol.

O-O-ge

CHs
F

Figura 3.10. Estructura quimica del flurbiprofe.

Es una pols cristal-lina blanca o gairebé blanca, practicament insoluble en
aigua i facilment soluble en alcohol i en diclorometa. Es dissol en solucions
aquoses de carbonats i hidrurs alcalins (Real Farmacopea Espanola, 2005).

El flurbiprofe és un antiinflamatori no esteroidic derivat de I'acid propionic
amb accié analgesica i antipiretica. S’absorbeix rapidament des del tracte
gastrointestinal quan s’administra per via oral. S’utilitza en trastorns
musculoesqueletics i de les articulacions com ara artritis reumatoide o
osteoartritis, en trastorns de teixits tous, en el dolor degut al postoperatori i
en dolors lleugers i moderats com ara migranya i dismenorrea. També esta
indicat per I'alleujament simptomatic de mal de gola (Martindale, 2002). Les
dosis diaries usuals administrades per via oral i per via rectal sén de 150 a
300 mg, com a maxim, repartides en periodes de 4 a 8 hores. Es pot
administrar per via ocular per inhibir la miosi durant una intervencio
quirargica ocular o bé per controlar la inflamacié postoperatoria. Les dosis
son de 0,03% de flurbiprofe sodic administrades en periodes curts de temps.

Les formes de dosificacié comercialitzades a Espanya amb flurbiprofée sén els
coliris (0,3% de flurbiprofe) i les capsules (50, 100 i 200mg de flurbiprofe)
(Catalogo de Especialidades Farmacéuticas, 2005). En d’altres paisos també
es comercialitzen supositoris (Martindale, 2003).

71



Lidocaina (SIGMA)

La lidocaina és la 2-dietilamino-2,6-dimetilacetanilida (Figura 3.11). El seu
pes molecular és de 234,3 g/mol.

CH3 o

I
H—C—""=N(CHoCH3)s

CH3

Figura 3.11. Estructura quimica de la lidocaina.

Es una pols cristal-lina blanca o gairebé blanca, practicament insoluble en
aigua, molt soluble en alcohol i en clorur de metile i facilment soluble en eter
(Real Farmacopea Espanola, 2005). Cal emmagatzemar el principi actiu en
recipients tancats i protegits de la llum.

La lidocaina és molt estable degut a la proteccié esterica que li confereixen
els dos grups metil disposats en posicié orto respecte I’anell aromatic. En
solucié aquosa és resistent al calor, i als medis acids i basics. Tot i aixi, en
medis acids forts s’hidrolitza donant lloc a la 2,6-dimetilanilina i a I'acid
dietilaminoacetic (Groningsson, 1985).

La lidocaina és un anesteésic local de tipus amida també utilitzat per la seva
activitat antiarritmica. S’absorbeix rapidament des del tracte gastrointestinal
si s’administra per via oral, des de mucoses i a través de la pell danyada si
s’administra per via topica i en el llocs d’injeccid, incloent el muscul, si la via
d’administracié és la parenteral (AHFS, 2004). Degut a la seva baixa
solubilitat en aigua s’administra, generalment, en forma d’hidroclorur. Com a
anestesic local, s’utilitza en anestesia d’infiltracié i en anestesia superficial.
La lidocaina s’inclou en formulacions injectables, tipicament de
corticosteroids, per prevenir el dolor, el picor i la irritacio locals. La lidocaina
sodica també s’inclou en injeccions intramusculars d’antibiotics per reduir el
dolor produit durant la injeccié. Les concentracions d’hidroclorur de
lidocaina en solucié administrades per via parenteral son del 0,5 al 5%. En
anestesia superficial, les concentracions terapeutiques del principi actiu son
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del 2 al 10%. Les formulacions utilitzades per aquesta finalitat son
nombroses: unglents, gels, solucions, emulsions, pegats transdermics i
col-liris. Pel que fa referéncia a la seva activitat antiarritmica s’usa en el
tractament d’arritmies ventriculars, especialment després de linfart de
miocardi. Les dosis administrades per aquesta indicacié son d’1 a 1,5 mg per
via intravenosa d’hidroclorur de lidocaina per kg de pes corporal que poden
repetir-se després de pocs minuts (Martindale, 2003).

Les formes de dosificacié comercialitzades a Espanya amb lidocaina son les
solucions injectables (20mg/ml de lidocaina), les pomades per via rectal i
cutania (4mg/g i 20mg/g d’hidroclorur de lidocaina), els gels (2% de
lidocaina), canules (300mg/canula d’hidroclorur de lidocaina), solucions per
via cutania (25mg d’hidroclorur de lidocaina), emulsions per via rectal i
vaginal (2%, 10mg/g, 20mg/g i 25mg/g de lidocaina), comprimits per desfer
a la boca (2mg/comprimit de lidocaina), gotes otiques (6,16mg/ml
d’hidroclorur de lidocaina) i aerosols per via bucal (Img/ml de lidocaina)
(Catalogo de Especialidades Farmacéuticas, 2005). En d’altres paisos també
es comercialitzen unglients (Martindale, 2003).

3.1.5. REACTIUS PER ANALISI

Els seglients productes analitics son els utilitzats en els assajos d’HPLC.

Metanol (MERCK), qualitat per cromatografia en fase liquida.
Acetonitril (MERCK), qualitat per cromatografia en fase liquida.
Acid orto-fosforic, 85% (MERCK)

Trietanolamina (FLUKA)
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3.2. APARELLS I INSTRUMENTS

3.2.1. Balances: Balances de precisio de 10-4g METTLER TOLEDO del model
B204-S, AB204 i AJ-100.

3.2.2. Banys d’aigua o d’oli termostatitzats: Banys de metacrilat de metil de
15L de capacitat. La temperatura s’ha controlat mitjancant termostats
d’immersié i amb lectura digital HAAKE dels models DC10 i criostats HAAKE
dels models EK20 i EK12. Per a temperatures superiors als 60°C s’han emprat
vasos de precipitats PYREX. Per a estudis d’estabilitat en que s’han observat
mostres durant llargs periodes de temps, I'aigua es substitueix per oli de
silicona Rhodorsil® fluid tipus 47V50. La temperatura s’ha controlat
mitjancant termometres de contacte electric SELECTA o bé termometres de
contacte electronics ‘Sensoterm’ HEIDOLPH del model EKT 3001 amb lectura
digital, connectats a plaques calefactores SELECTA dels models Agimatic-N i
Agimatic-E o plaques GERHARDT dels models MAG-K i MAG-H.

3.2.3. Centrifugues: HERAEUS SEPATECH del model Labofuge Ae, de fins un
maxim de 5000 rpm.

3.2.4. Ultracentrifuga: SORVALL model RC-5C PLUS amb sistema refrigerant
R-502, que te una velocitat maxima de 21000 rpm i una capacitat maxima
de 3 Li el rotor SM-24.

3.2.5. Agitadors vibradors de tubs tipus vortex: HEIDOLPH model REAX top
de 100 a 2400 rpm de velocitat i model REAX 2000 de 200 a 2000 rpm de
velocitat.

3.2.6. Agitador mecanic estandard: HEIDOLPH model RZR-1, de regulacio
mecanica i en continu de la velocitat, que pot agitar un volum maxim de 20 |
d’aigua a velocitats de 280 a 2200 rpm. S’ha emprat una vareta d’acer
inoxidable de pala fixa d’1,5 cm de diametre i de 40 cm de llargada.

3.2.7. Homogeneitzador d’alta pressié: S’ha emprat ’homogeneitzador d’alta
pressio de MICROFLUIDICS Microfluidizer model M-110L, que te un flux de
descarrega maxim de 270 ml/min i arriba a una pressié pneumatica de
treball maxima de 160psi (11 bar). La pressié de procés és la pressid
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pneumatica multiplicada per un factor, 233. L’equip consta d’un serpenti i
d’una safata reguladors de la temperatura. Per controlar la temperatura
s’acobla un bany termostatitzat (veure apartat 3.2.2.).

3.2.8. Bany d’ultrasons: SELECTA model Ultrasons-H amb sistema calefactor i
termostat regulador de la temperatura (des de temperatura ambient fins a
75°Q).

3.2.9. Conductimetre: CRISON model 525. La cel-la de mesura consta d’un
electrode Pt/platinitzat.

3.2.10. Tensiometre: Kriiss K12 amb una placa de tipus Wilhelmy.

3.2.11. pHmetre: pHmetre digital METTLER TOLEDO model Seven Easy i el
Thermo Orion 420A.

3.2.12. Microscopi optic: LEICA model Reichert Polyvar 2, acoplat a una
videocamera SONY i al controlador de camara Reichert Trimatic. Les imatges
del microscopi es capturen, es processen, i s’analitzen mitjancant el
programa LEICA IM 500.

3.2.13. Espectrofotometre de correlacido fotonica: Malvern model 4700,
consta d’un laser d’arg6 de longitud d’ona de 488 nm i d’intensitat variable,
del detector de les fluctuacions de la intensitat que consta, a la vegada, d’un
fotomultiplicador, un amplificador del senyal i un discriminador que elimina
senyals produides pel soroll de fons, i del correlador que genera la funcié
d’autocorrelacié. L’'instrument esta acoplat a un bany termostatitzat. Les
dades son processades i analitzades segons el metode dels cumulants
(Koppel, 1972) del qual s’obté el diametre mitja de gota de la dispersié (Z-
average) i I'index de polidispersitat de la dispersido i pel metode Contin
(Provencher, 1982a, 1982b).

3.2.14. Espectrofotometre de dispersié de raigs X a angles petits (SAXS):
MBRAUN, equipat amb generador Siemmens model Kristalloflex K-760 i un
anode Cu-K% de longitud d’ona de 15,42 nm. La colimacié té lloc a la
camera Kratky i la intensitat dispersada es detecta amb el detector de posicio
lineal OED 50M, ambddés de HECCUS MBRAUN. La temperatura es controla
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amb el regulador AP Paar K-PR. Les dades son processades i analitzades amb
el programa 3DVIEW.

3.2.15. Instrument de cromatografia liquida d’alta resolucié (HPLC): S’han
utilitzat dos instruments. L’instrument Waters model LC-Module | que opera
a temperatura ambient i consta d’un sistema automatic d’injeccié de mostres
equipat amb una valvula d’injeccio de 200 ul, d’'un detector UV/VIS de
longitud d’ona variable i d’un desgasificador en linia. Les dades van ser
processades i analitzades amb el programa Millennium 32. També es va
utilitzar I'instrument JASCO, amb un detector UV (JASCO UV-2075 Plus) de
longitud d’ona variable. Les dades van ser processades i analitzades
mitjancant el programa EZStart.

3.2.16. Evaporimetre: AquaFlux AF102 de Biox systems Ltd. L’aparell consta
de dos sensors situats a distancies diferents, a 3 i a 9mm de la superficie de
la pell. Cadascun dels sensors determinen la humitat relativa i la
temperatura a cada punt on estan situats. Les senyals dels sensors son
processades obtenint-se el gradient de pressido parcial entre ambdues
distancies i la velocitat d’evaporacio.

3.2.17. Espectrofotometre CM-2600d: Konica Minolta, per mesurar el color
de la superficie de la pell. Es un instrument amb 40 sensors per mesurar la
reflectancia d’un objecte a cada longitud d’ona o en un rang determinat. Les
dades de la reflectancia espectral mesurades s’emmagatzemem en la
memoria de I’aparell. A partir d’aquestes dades es calculen els valors
numerics mitjancant integracido amb el seu processador de dades. Mitjancant
I’espectrofotometre també s’obtenen grafics dels espectres de reflectancia
del color. L’aparell pot mesurar també diferencies de color en relacié a un
blanc.

3.2.18. Dermatomitzador: Per tallar la pell de I'orella del porc, Zimmer®
Electric Dermatome, Ref. 8821-06.
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3.3. METODES
3.3.1. Elaboracié de diagrames de fases

Els tensioactius, components oliosos i components aquosos utilitzats en
aquesta tesi doctoral s’abreugen com a T, O i A, respectivament. Tant els
percentatges com les relacions entre components corresponen a valors en
pes.

A fi d’estudiar el comportament fasic dels sistemes tipus aigua/
tensioactiu(s)/component oliés s’han elaborat diagrames de fases ternaris a
temperatura constant. S’ha utilitzat el metode de valoracié que consisteix en
successives addicions d’un dels components, generalment l'aigua, a la
barreja dels altres dos a una temperatura determinada. Després de cada
addicio les mostres sén agitades, homogeneitzades i deixades en un bany
termostatitzat. Les mostres son observades a temperatura constant durant
aproximadament 72 h amb I'objectiu de que puguin assolir la separacié de
fases. Per tal de definir els limits entre regions d’igual equilibri de fases en
el diagrama s’han preparat composicions pesant tots els components a la
vegada en vials de vidre que han estat tancats a la flama per evitar la
possible evaporacié de la mostra. Posteriorment, s’han homogeneitzat les
mostres mitjancant un agitador vortex a una temperatura determinada i
s’han deixat en un bany termostatitzat i observat fins assolir la separacio de
fases, també a una temperatura determinada.

Es considera que s’ha obtingut I'equilibri de fases d’una composicié quan
s’observa una o més fases transparents separades per interficies. La
presencia de cristalls solids o liquids s’ha identificat, en primer lloc,
mitjancant l'observacié a través de polaritzadors de la Ilum creuats i
exposats a una font lluminosa. Per confirmar la presencia d’un cristall o un
cristall liquid o bé en aquells casos en que les mostres presentaven opacitat,
s’ha fet Us del microscopi optic amb llum polaritzada. Aixi mateix s’ha
caracteritzat I’estructura dels cristalls liquids mitjancant la tecnica de SAXS.

Els simbols utilitzats en aquest treball per denominar les regions que

apareixen en els diagrames de fases i el corresponent significat es mostren
en la Taula 3.1.
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Taula 3.1. Simbols de les regions dels diagrames de fases amb les corresponents descripcions.

simBoOL DESCRIPCIO
Fase liquida isotropa: solucié micel.lar
L4 directa o microemulsié de fase externa
aquosa
Fase liquida isotropa: solucid6 micel.lar
L, inversa o microemulsié de fase externa
oliosa
L Fase liquida isotropa: solucié micel.lar o

microemulsié bicontinua
Fase anisotropa: fase de cristall liquid

Lo laminar
H Fase anisotropa: fase de cristall liquid
hexagonal invers
1l Dues fases isotropes liquides
M Regié multifasica
Regi6é multifasica amb preséncia de cristall
Mee | jiquid

3.3.2. Caracteritzacid de fases de cristall liquid laminar i hexagonal

3.3.2.1. Microscopia optica

S’han observat mostres que presentaven anisotropia per microscopia optica
amb polaritzadors en disposicido creuada i a temperatura ambient amb la
finalitat de caracteritzar el tipus de cristall liquid. La preparacié de la mostra
consisteix en col-locar una petita quantitat de la composicié que es vol
observar sobre un portaobjectes i sobre aquesta, es posa el cubreobjectes
pressionant lleugerament les vores. Seguidament, es procedeix a I’'observacio
de la mostra amb objectius de diferents augments, normalment comencant
per augments petits a més grans. Cal tenir en compte que quan les
estructures de cristall liquid a observar sén fragils la pressié que s’exerceix
en posar el cubre sobre la mostra pot destruir-les.

Mitjancant aquesta tecnica les fases de cristall liquid laminar presenten una
textura en forma de mosaic o xarxa plana i les caracteristiques creus de
Malta (Figura 3.12.a). Les fases de cristall liquid hexagonal, en canvi, tenen
una textura angular o de vano (Figura 3.12.b).
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Figura 3.12. Textures d'un cristall liquid laminar (a) i un hexagonal (b) observades mitjangant
microscopia optica amb polaritzadors creuats.

3.3.2.2. Espectrofotometria de dispersio de raigs X a angles petits (SAXS)

Quan no ha estat possible caracteritzar les fases de cristall liquid per
microscopia optica degut a la fragilitat de les estructures s’ha utilitzat la
espectrofotometria de dispersio de raigs X a angles petits. Les mostres s’han
disposat en un portamostres especial per a fluids viscosos entre un film (Kalle
GmbH, Austria). Les fases de cristall liquid han estat caracteritzades a partir
de les relacions entre els pics de difraccié obtinguts de les determinacions
per SAXS en representar intensitat en funcié del vector de dispersié maxima,
(g=4rn/A.sin(@/2). El vector de dispersié g es defineix com la diferencia entre
els vectors d’ona incident i dispersat a un angle 6. A partir de la distancia
entre capes o distancia de Bragg (d=27/q) es calculen els parametres
geometrics caracteristics de les estructures de cristall liquid laminar i
hexagonal. Els espectres de raigs X han estat suavitzats i, posteriorment,
desemborronats (Singh, 1993).

Quan una estructura presenta periodicitat en I'espai i la distancia entre els
diferents plans de simetria és de I'ordre de la longitud d’ona de la radiacio, A,
en incidir la radiacié es produeix una reflexio, o dit d’altra manera, una
interferencia constructiva del feix dispersat per a certs angles, donant lloc a
I’aparicio de pics de difraccid. Cada reflexio de radiacié electromagnetica és
deguda a un grup diferent de plans de simetria i cadascuna és identificada
mitjancant els seus indexs de Miller. Per identificar I'estructura cal indexar
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correctament les reflexions obtingudes de cada grup dels plans de simetria.
Normalment, calen metodes iteratius per desenvolupar aquesta tasca.

Caracteritzaci6 de fases de cristall liquid laminar

La fase de cristall liquid laminar esta formada per bicapes paral-leles entre
si, en la que s’alternen dominis polars i dominis no polars separats per

molecules de tensioactiu (Figura 3.13). Les distancies entre pics de difraccio

presenten una relacié 1:;:;:,etc (Larsson, 1976).

Figura 3.13. Estructura del cristall liquid laminar.

En cas d’un sistema binari aigua/tensioactiu, els parametres estructurals
caracteristics a determinar sén el semigruix de la bicapa, di,, i I'area per
molecula del tensioactiu, as, que es calculen a partir de les segients
equacions (Kunieda, 2000):

d,, = 5 do, Equacio 3.1
a, = 2V Equaci6 3.2
N ,dg,

on ¢s és la fraccio en volum del tensioactiu, Vs és el volum molecular del
tensioactiu i M4és la constant d’Avogadro.
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Per a un sistema ternari aigua/tensioactiu/component oliés els parametres
estructurals més importants a determinar sén el gruix del domini apolar, r, i
I’area per molecula del tensioactiu, as. Aquests es poden calcular segons les
equacions seglients (Kunieda, 1999):

r=p +4¢,)d Equaci6 3.3
ag = B (MJ Equacio 3.4
N, 9

on V; és el volum molar de la cadena lipofila de tensioactiu, ¢, és la fraccio
en volum de la cadena lipofila de tensioactiu i ¢» és la fraccié en volum de
I’oli.

La fraccido en volum del tensioactiu, ¢s, del component olids, ¢o, i de la
cadena lipofila de tensioactiu, ¢, es calculen a partir de les equacions
seglients (Kunieda, 1999):

o, = Equacié 3.5
1+pb[w\\ + W()j
WS p\\" p()
1
o, = Equacio 3.6
1+p“(w‘” + W J
WolPy P
A%
o, = 7%1)8 Equacio6 3.7
N

on ps, pw i po son les densitats del tensioactiu, de I'aigua i del component
olids, respectivament, Ws, Ww i Wo sbn les fraccions en pes del tensioactiu,
I’aigua i el component olios, respectivament, i V/si 1 sén els volums molars
del tensioactiu i de la seva cadena lipofila, respectivament.
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Caracteritzaci6 de fases de cristall liquid hexagonal

El cristall liquid hexagonal és una agrupacié de micel.les cilindriques, en la
que una d’elles s’envolta de sis micel.les cilindriques més formant una
estructura hexagonal. Com ja s’ha descrit en la Introduccio, existeixen dos
tipus de cristalls liquids hexagonals, el directe si les cadenes lipofiles del
tensioactiu estan orientades cap a l'interior de la micel.la (Figura 3.14) i
I'invers, en cas que les cadenes lipofiles estiguin orientades cap a 'exterior
de la micel.la cilindrica. Les distancies entre pics de difraccié presenten la

., 1
relaciéo 1: —:

1
G

etc (Larsson, 1976).

ﬁ(\d
6 vl

Figura 3.14. Estructura del cristall liquid hexagonal (directe).

Tenint en compte el sistema binari aigua/tensioactiu, els parametres
estructurals més importants son el radi del cilindre, r, i I’area per molecula
del tensioactiu, as, els quals es calculen a partir de les seglients equacions
(Kunieda, 2000):

1/2
r= {(32 ¢S} d Equaci6 3.8
V4

2V, .
a, = Equaci6 3.9
rN

A

on ¢s és la fraccié en volum del tensioactiu, Vs és el volum molecular del
tensioactiu, Naés la constant d’Avogadro.
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En un sistema ternari aigua/tensioactiu/component oliés els parametres
estructurals caracteristics sén igualment el radi del cilindre, r, i I’area per
molécula del tensioactiu, as. Les equacions per calcular els parametres sén
les seglients (Kunieda, 1999):

1/2
2 -
r=4-_-_ + d Equacio 3.10
{ Tip 0¥ )}
ag = 2V, u Equaci6 3.11
‘ rN;\ q)L

on V; és el volum molar de la cadena lipofila de tensioactiu, ¢; és la fraccio
en volum de la cadena lipofila de tensioactiu i ¢o és la fraccié en volum de
I'oli.

Caracteritzaci6 de fases de cristall liquid cabic

Les fases de cristall liquid cubic poden ser micel.lars o bicontinues. Els
cristalls liquids cubics micel.lars s6n fases molt viscoses formades per
empaquetaments regulars de micel.les. Poden tenir diverses morfologies. Les
fases de cristall liquid cubic bicontinu sén agregats de molecules de
tensioactiu formant estructures connectades que poden ser també de
diverses morfologies, com per exemple, bicapes o micel.les connectades
formant estructures ramificades. En funci6 de I'orientacié dels grups lipofils i
hidrofils de les molecules de tensioactiu els cristall liquids cubics poden ser
directes o inversos (Jonsson, 1989).

3.3.3. Formacié de nano-emulsions

3.3.3.1. Emulsificacié mitjancant agitaci6 amb vortex

Les nano-emulsions s’han preparat per addicions d’aigua a mescles
oli/tensioactiu (O/T) utilitzant el vortex a aproximadament 2000-2400

r.p.m. L’aigua s’ha afegit en addicions successives o bé el total de la
quantitat a la vegada. En el primer cas, el periode de temps usat en la
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formacié de les nano-emulsions ha estat condicionat a que la composicié
estigués perfectament homogeneitzada entre addicions d’aigua, normalment
de 10 a 15 min. L’emulsificacié s’ha dut a terme en tubs d’assaig de vidre
d’uns 10 ml de capacitat introduits en banys d’aigua termostatitzats a una
temperatura determinada (25, 50 o 70°C). Independentment de la
temperatura de preparacid, les emulsions un cop formades es deixen en
banys d’aigua termostatitzats a 25°C.

3.3.3.2. Emulsificacié mitjancant agitador mecanic estandard amb vareta de
pala

Les emulsions s’han preparat per addicions successives d’aigua a la mescla
O/T previament homogeneitzada utilitzant I’agitador mecanic a 2200 rpm.
L’emulsificacié s’ha dut a terme en tubs d’assaig de vidre d’uns 35 ml de
capacitat introduits en un bany termostatitzat a 50°C. Les emulsions, un cop
formades, han estat guardades en banys d’aigua termostatitzats a 25°C.

3.3.3.3. Emulsificacié mitjancant homogeneitzador d’alta pressio

Les mostres, un cop emulsificades mitjancant I’agitador tipus vortex, han
estat homogeneitzades amb el Microfluidizer (Figura 3.15) a una pressio, una
temperatura i un nombre de cicles determinats (un cicle correspon a la
circulacio del total del volum de I'emulsié per I’lhomogeneitzador). La pressio
de procés utilitzada ha estat de 5.000 a 15.000 psi. Uns 20 ml de mostra
com a minim es posen en el diposit de vidre que esta envoltat d’un serpenti
regulador de la temperatura. S’ajusta el sistema de pressié d’aire i s’obre la
valvula que el subministra. EIl motor d’aire genera el moviment de la bomba
intensificadora d’alta pressid. La mostra circula per la cambra d’interaccio de
dimensié minima de pas de la valvula de 75 um i es recull per un tub de
sortida.
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Valvula reguladora
d’aire .
Indicador de la
, ressio d’'aire

Valvula de P
subministre d’aire

Dipdsit d’entrada
de la mostra Motor d’aire
Sortida de la

mostra .. .
Cambra d’interacci6

Figura 3.15. Parts del Microfluidizer.

3.3.4. Determinacio de la mida de gota de les emulsions

3.3.4.1. Microscopia optica

S’han observat emulsions O/W i nano-emulsions O/W per microscopia optica
a temperatura ambient. Les mostres s’han preparat segons s’explica en
I'apartat 3.3.2. La tecnica permet identificar gotes de mida superior a 1 um,
el diametre de les quals pot ser mesurat mitjancant aplicacions del programa
LEICA IM 500.

3.3.4.2. Espectrofotometria de dispersio dinamica de la llum laser (DLS)

S’ha utilitzat aquesta tecnica per mesurar la mida promig de gota de nano-
emulsions O/W de diferents relacions O/T i percentatges d’aigua del 90 i el
95% a 25°C i a 40°C. La tecnica permet mesurar diametres de particules en el
rang de 3 a 3000 nm.

La mostra a analitzar s’introdueix en una cubeta de quars que es disposa en
un bany d’aigua termostatitzat (+ 0,1 °C). L’obertura del detector i la
intensitat del feix laser s’ajusten per obtenir una senyal optima, de I’ordre de
80 a 90 kcomptes/s. El detector es situa a 90° del feix de llum laser que
incidira en la mostra. Mitjancant el correlador es processen les senyals
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fotoniques dispersades i es transformen a un temps real d’oscil-lacié que
defineix la funcié d’autocorrelacidé corresponent. Les viscositats de la fase
dispersa, I'aigua, s6n 0,89 mPa.s a 25°C i 0,65 mPa.s a 40°C i I'index de
refraccio relatiu a I’'aire és de 1,33.

Les mostres transparents s’introdueixen directament en una cubeta de quars,
mentre que les mostres d’aspecte translucid es dilueixen abans en aigua amb
la finalitat d’evitar el fenomen de dispersido multiple. S’han realitzat diferents
dilucions en aigua, de major a menor concentraci6 en la mostra, fins a
obtenir la proporcié nano-emulsio:aigua més diluida que presenti un index
de polidispersitat més petit per a una mateixa mida promig. Aquest estudi es
va fer per a nano-emulsions de cada sistema estudiat. També s’ha estudiat
la possible afectacié de dispersié multiple en algunes nano-emulsions
d’aspecte transparent de manera que s’ha mesurat una mateixa dispersio
sense diluir i diluint-la en diferents proporcions nano-emulsié:aigua. Els
resultats no van mostrar diferencies significatives en les diferents mesures
tant en el mida mitja com en I’'index de polidispersitat, corroborant que les
mesures de dispersions amb un 90 i un 95% d’aigua en els sistemes
estudiats no presentaven dispersié multiple.

3.3.5. Estabilitat cinética de nano-emulsions

3.3.5.1. Observacié macroscopica

S’han observat macroscopicament les nano-emulsions disposades en un
bany termostatitzat en funcié del temps per tal d’identificar canvis en
I’aspecte de les mostres que indiquin I'accié6 de possibles mecanismes de
desestabilitzaci6 de tipus cremat o sedimentacié (aparici6 de fase
blanquinosa a la part superior o inferior de la mostra, respectivament) i
maduracié Ostwald o coalescencia (pérdua de transparencia o translucidesa).

3.3.5.2. Determinacio dels mecanismes de desestabilitzacio

S’ha mesurat la mida de gota de les nano-emulsions en funci6 del temps
mitjancant DLS a una temperatura determinada. L’aplicacio de les equacions
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1.7 i 1.10, ha permes identificar [I’existencia dels mecanismes de
desestabilitzacio maduracié d’Ostwald i/o coalescencia.

3.3.6. Solubilitzacié de principis actius

3.3.6.1. Solubilitzaci6 maxima de principis actius pel métode d’addicions
successives

S’han solubilitzat diversos principis actius en nano-emulsions mitjancant el
metode d’addicions successives. Aquest metode consisteix en addicionar
petites quantitats de principi actiu a la dispersié fins arribar a la
concentraciéo de saturacié. En aquest treball, s’han addicionat els principis
actius de dues maneres diferents: a la nano-emulsidé un cop formada segons
el metode descrit en I'apartat 3.3.3.1. o bé a mescles O/T abans de I’addicio
d’aigua per formar les nano-emulsions. No s’han trobat diferéncies
significatives respecte a la solubilitzacié6 maxima pels dos metodes utilitzats.
S’han utilitzat tubs d’assaig de vidre de 10 ml de capacitat. Després de cada
addicio les mostres s’homogeneitzen amb un agitador tipus vortex i
s’ultrasonifiquen durant 15 min. Finalment, es posen en un bany d’aigua
termostatitzat a 25°C. Després d’un minim de 12 hores, les mostres
s’examinen per observacio visual directa i per microscopia optica). L’aparicio
de cristalls, la separacio de fases de la mostra o els canvis en I'aspecte de la
dispersid son proves indicatives que s’ha sobrepassat la concentracio
maxima de principi actiu solubilitzat. Després de 24 h, com a minim, es
determina la concentracié de principi actiu solubilitzat en la mostra per
HPLC. La concentracio obtinguda correspon a la concentraci6 maxima de
principi actiu solubilitzat.

La temperatura utilitzada per a realitzar els estudis de solubilitzacié ha estat
condicionada per I’estabilitat quimica dels principis actius.

3.3.6.2. Determinacié de la quantitat de principi actiu solubilitzat mitjancant
HPLC

La determinacié de la quantitat de principi actiu solubilitzat s’ha realitzat

mitjancant rectes de calibrat. S’han preparat com a minim 8 solucions, per
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cada recta de calibrat, amb diferents concentracions de principi actiu que
han estat analitzades per triplicat mitjancant HPLC. En representar les arees
sota la corba obtingudes per cada solucié en vers la seva concentracio i
mitjancant I’ajust a una regressio lineal s’obté la recta dels minims quadrats
o de regressio (Equacié 3.12) del tipus:

y = A+ Bx Equacio 3.12

on y és I’area cromatografica, A és I'ordenada a I’origen, B és el pendent de
la recta i x és la concentracio.

La concentracié del principi actiu en una solucio es pot determinar per
interpolacioé de I’area cromatografica obtinguda a la recta de calibrat.

Condicions cromatografiques per la determinacié de la quantitat de
flurbiprofe solubilitzat

Les condicions experimentals utilitzades per a I’analisi de flurbiprofé han
estat les seglients:

La columna és del tipus Spherisorb ODS 2 (150x4.6 mm, 5 um). La fase mobil
consisteix en una mescla d’acetonitril, aigua i acid orto-fosforic al 85% en
una proporcié del 65/35/0,05 en volum. La longitud d’ona del detector de
[lum ultraviolada és de 254 nm. La velocitat de flux és d’1 ml/min, el volum
d’injeccio de 20 pl i el temps de retencié de 2,6 min. La calibracio es va fer
diluint flurbiprofe en acetonitril. Es va determinar experimentalment que el
flurbiprofe presenta una solubilitat d’1 en 5,5 parts (p/p) d’acetonitril.

Condicions cromatografiques per la determinaci6 de la quantitat de lidocaina
solubilitzada

Les condicions experimentals utilitzades per a I’analisi de lidocaina han estat
les seglients:
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La columna és del tipus Spherisorb ODS 2 (150x4.6 mm, 5 um). La fase mobil
consisteix en una mescla d’acetonitril, metanol, trietanolamina i acid orto-
fosforic al 85% en una relaci6 de 200/150/3/2, respectivament, fins a 1 |
d’aigua i I'addicio posterior d’acid orto-fosforic al 85% a la solucié fins a
obtenir un pH de 2,5. La longitud d’ona del detector de llum ultraviolada és
de 205 nm. La velocitat de flux és d’1 ml/min, el volum d’injeccié de 10 ul i
el temps de retencioé de 2,7 min. La calibracié es va fer diluint la lidocaina en
metanol. Es va determinar experimentalment que la lidocaina és molt soluble
en metanol (>50% en pes).

3.3.7. Determinacié de la temperatura HLB

La temperatura HLB d’un sistema aigua/tensioactiu no ionic pur/oli amb
principi actiu solubilitzat en ell es va determinar mitjancant la mesura de la
conducitivitat en funcié de la temperatura. S’ha emprat el conductimetre
CRISON 525. La cel-la de mesura s’introdueix en I’emulsioé la qual esta en
continua agitacio magnetica i en contacte amb un sistema calefactor (placa i
sonda) que anira augmentant la temperatura del sistema.

La fase aquosa va consistir en una solucié aquosa de NaCl 10-2M. Aquesta
concentracio de NaCl seleccionada és suficient per observar la inversié de
fases de I’emulsié sense produir canvis significatius en el valor de la
temperatura HLB (Shinoda, 1970).

3.3.8. Determinacio de la tensié superficial

La tensio superficial d’una solucié aquosa de principi actiu es va mesurar
mitjancant el metode de la placa de Wilhelmy. En aquest meétode la part
inferior d’una placa de plati de forma rectangular i 39,2mm de longitud és
disposada paral-lelament a la superficie de la soluci6. La solucié ha de
tocar lleugerament la part inferior de la placa. La forca percebuda per la
placa augmenta degut a I’efecte de la tensié superficial.
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3.3.9. Determinacié de la perdua transepidermica d’aigua (TEWL)

La pérdua transepidérmica d’aigua es va determinar mitjancant la mesura de
la velocitat d’evaporacio per un evaporimetre.

L’experiment es va realitzar en l'avantbra¢ de quatre voluntaris sans a
temperatura ambient (25°C +1) i una humitat relativa del 45% +5. En primer
lloc, es neteja la zona de I'avantbrag on es procedira a fer les mesures amb
compreses esterils. Es van definir les arees on realitzar les mesures posant
una plantilla adhesiva a I'avantbra¢c amb orificis d’1,5cm de diametre, tal
com es mostra en la Figura 3.16. Es mesura la pérdua transepidermica
d’aigua de les arees on s’apliquen les formulacions posteriorment. A
continuacid es dipositen 0,2mL de cada formulacié i d’aigua (control) sobre
gassa esteril que ha estat disposada en cada orifici. La gassa esteril
impregnada de férmula es subjecta fermament amb paper adhesiu (Scotch®
Taping). Després de dues hores es retiren les formulacions i I'aigua i es
mesura novament la péerdua transepidérmica d’aigua. Es van fer repetides
mesures durant dues hores.

Figura 3.16. Mesura de la pérdua transepidérmica d’aigua en I'avantbra¢ d’un voluntari.

3.3.10. Determinacio del canvi de color de la pell

El canvi de color de la pell es va determinar mitjancant mesures de la
reflectancia de la llum realitzades amb un espectrofotometre.

L’experiment es va realitzar en l'avantbra¢ de quatre voluntaris sans a

temperatura ambient (25°C £1) i una humitat relativa del 45% +5, a I’igual
que la determinacié del TEWL. Un cop neta la zona de I'avantbrac es posa la
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plantilla adhesiva amb orificis d’1,5cm de diametre i es mesura la
reflectancia en cada area abans d’incorporar la formulacié. Llavors s’aplica
0,2mL de formulacié i d’aigua (control) sobre una gassa esteril en els orificis
i es subjecta amb paper adhesiu, igual com I'assaig del TWEL. Després de
dues hores es retiren les formulacions i I'aigua i es realitzen mesures de la
reflectancia repetidament durant dues hores.

3.3.11. Permeaci6 /in vitro de principis actius
Assajos de permeacié amb cel-les de difusié de Franz

Els estudis de permeacié de principis actius /n vitro s’han realitzat utilitzant
cel-les de difusié de Franz d’1,5cm de diametre. L’area de difusio és, doncs,
d’1,77cm2. En el compartiment donador s’incorporen 2mL de formulacié
saturada amb el principi actiu. En el compartiment receptor s’addicionen una
soluci6 de tampé fosfat sali a pH 7,4 que esta en constant agitacio
magnetica. Les cel-les de difusiéo es van dipositar verticalment en sistemes
especials de permeacio cutania (Skin permeation systems LG-1083) acoplats
a un bany termostatic a 37°C. Com a membrana situada entre el
compartiment donador i el receptor es va utilitzar pell d’orella de porc
dermatomitzada a un gruix de 750um des de I’estrat corni. Periodicament
s’extreu 1,5mL de solucié receptora i es reemplaca amb el mateix volum de
solucio receptora nova. Els estudis de permeacio /n vitro s’han realitzat amb
pell de porc com a membrana per la seva facil obtencié a través del
proveiment d’una granja col-laboradora amb el laboratori investigador. A
més, tal com s’esmenta en la introduccid, la pell de porc és la pell d’animal
més similar a la humana.

Quantificacié del principi actiu
La quantificacio del principi actiu contingut en cada aliquota de solucio
receptora extreta es va fer mitjancant cromatografia liquida d’alta ressolucio

(HPLC). La determinacié de la quantitat de principi actiu solubilitzat s’ha
realitzat mitjancant rectes de calibrat, tal i com s’explica en I'apartat 3.3.6.2.
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Condicions cromatografiques per la determinacié de la quantitat de lidocaina
permeada a través de pell de porc

Les condicions experimentals utilitzades per a I’analisi de lidocaina han estat
les seguents:

Per aquesta determinacio es va utilitzar ’HPLC JASCO UV-2075 Plus. La fase
mobil consisteix en una mescla d’acetonitril, metanol, trietanolamina i acid
orto-fosforic al 85% en una relacié de 175/125/2,5/2, respectivament, fins a
1 L d’aigua i I’addicio posterior d’acid orto-fosforic al 85% a la solucio fins a
obtenir un pH de 2,5. La longitud d’ona del detector de [lum ultraviolada va
ser de 205 nm. La velocitat de flux d’T ml/min, el volum d’injecci6é de 20 pl i
el temps de retencié de 5,63 min. La calibracié es va fer diluint la lidocaina
en metanol.
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