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RESUM

Els tractaments de les micosis superficials i/0 cutanies es realitzen basicament amb
antifngics d’administracié topica, encara que alguna vegada pot ser necessari I'Us
d’antifingics sistemics. El tractament topic ofereix el potencial per aconseguir
concentracions altes del farmac en la zona afectada de la pell amb una exposicié minima a
d'altres drgans. Aix0 pot augmentar en gran mesura I'eficacia i també la seguretat en relacié
amb I'administracié sistémica. De totes formes, el tractament indicat ha de ser sempre
individualitzat en funcié de les caracteristiques del pacient i de les lesions que manifesta. El
vehicle d’administracio per cada tipus d’infeccio fungica, s’haura d’escollir adequadament, el
que assegurara uns resultats idonis en cada situacio. Els farmacs antifungics es classifiquen,
entre d’altres, segons les seves propietats quimiques. Els derivats azdlics (inhibidors enzim
lanosterol 14-a-desmetilassa) constitueixen un dels grups més representatius de la
terapéutica actual per al tractament de les micosis superficials i/o epidermiques. Entre ells
trobem: clotrimazol (CLT), bifonazol (BFZ), econazol (ECN), ... Una vegada revisada la
bibliografia recent en el camp dels sistemes dispersos tipus emulsions miltiples, es
proposen formulacions basiques inédites actualment recomanades per a 'aplicacié topica
sobre la pell. En aquestes formulacions proposades s’hi vehiculen diferents agents
antifingics de tipus azol per tal d’avaluar les caracteristiques fisicoquimiques i, per ultim,
veure el grau de penetracio sobre la pell i la retencié cutania dels preparats obtinguts. Donat
que el primer inconvenient de les emulsions és la seva inestabilitat, el present treball pretén,
en primer lloc interpretar la incidencia dels components d’aquestes formulacions en la seva
estabilitat en funcié de les caracteristiques fisico-quimiques i, en segon lloc, justificar la
viabilitat practica de les formulacions estudiades mitjangant la penetracié del farmac sobre
la pell, el grau de permeacié cutania i I'eficacia antimicrobiana.
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SUMMARY

The treatments of superficial mycoses are made primarily with antifungal topical
administration, although sometimes it may be necessary to use systemic antifungals. The
topical treatment has the potential to achieve high concentrations of the drug in the affected
area of the skin with minimal exposure to other organs. This can greatly increase the efficacy
and safety in relation to systemic administration. However, the indicated treatment should
always be individualized according to patient characteristics and the injuries. The
administration vehicle for each type of fungal infection, must choosen properly, to ensure
satisfactory results in every situation. Antifungal drugs are classified, among others,
according to their chemical properties. Azolic derivatives (lanosterol 14-a-demethylase
inhibitor) constitute one of the most representative of the current therapies for the treatment
of superficial fungal and/or epidermal infections. Among them are: clotrimazole (CLT),
bifonazole (BFZ), econazole (ECN). Once reviewed the recent literature in the field of
dispersed multiple emulsions systems types, basic formulations currently recommended for
topical application on the skin are proposed. In these formulations proposed convey different
antifungal agents, the physicochemical characteristics are evaluated and finally the skin
penetration and permeation of the preparations are studied. As the first disadvantage of the
emulsions is their instability, in the current work, the incidence of the components of these
formulations on stability according to the physico-chemical is first studied, and secondly the
practical feasibility of the formulations studied by the drug penetration, skin permeation and
antimicrobial efficacy is justified.
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1.1 ELS FONGS COM AGENTS INFECCIOSOS. TERAPIA ANTIFUNGICA.

1.1.1  Generalitats

La incidéncia de les infeccions fungiques superficials de la pell, cabells i ungles s’ha
incrementat arreu del mén en els Gltims anys. La prevalenca d’aquestes infeccions s'ha
elevat a tal nivell, que en les Ultimes décades les micosis cutanies afecten a un 20-25% de
la poblacié mundial, donant lloc a una de les formes més freqlients d’infeccions (Havlickova
i cols., 2008). En les dues Ultimes décades, aquesta incidéncia ha crescut molt rapidament
en pacients immunodeprimits provinents d’'organs trasplantats, quimioterapia del cancer i
pacients amb VIH (Cao i cols., 2013). També es veuen afectats els pacients que estan
ingressats en centres hospitalaris i amb altres malalties subjacents greus als quals es
realitzen diverses técniques invasives (Murray i cols., 2014).

La distribucié de les dermatomicosis, els seus agents etiologics i els patrons d’infecci6
anatomic predominant varien segons la ubicacié geografica i una amplia gamma de valors
ambientals i factors culturals (Havlickova i cols., 2008). Degut al nombre creixent de
persones que viatgen per tot el mén, les micosis que eren considerades geograficament
limitades, ara aquestes es poden veure en qualsevol part del méon. A més, en els Ultims anys
el nombre de fongs reconeguts com patogens humans ha crescut, causat en part, per un
augment de la poblacié afeblida i pacients immune deprimits (Burns i cols., 2010).

El regne Fungi (Eumycota) esta format per organismes eucariotes, uni o pluricel-lulars i
heterdtrofs, les estructures somatiques, que els distingeix d’altres eucariotes, estan
envoltades de parets cel-lulars rigides compostes per quitina i glucans com a components
majoritaris (Calvo, 2012), i una membrana cel-lular en la qual I'ergosterol substitueix el
colesterol com a principal component esterdlic. A diferéncia dels bacteris, I'estructura
cel-lular dels fongs és més complexa. S6n microorganismes eucariotes que posseeixen un
nucli ben definit, mitocdndries, aparell de Golgii reticle endoplasmatic (Murray i cols., 2014).
Son organismes que digereixen matéria organica insoluble per mitja de la secrecié d'enzims

i la posterior absorci6 dels nutrients solubilitzats.

Es creu que els fongs van passar de ser aquatics a terrestres fa uns 400 milions d'anys,
durant el periode siluria, just després de I'aparicié de les primeres plantes terrestres (Berbee
i cols., 1992). A pesar que I'ésser huma ha conviscut durant tota la seva evolucié amb els
fongs, i que coneix les seves propietats des de fa milers d'anys, I'estudi dels fongs es
remunta Unicament a fa uns 250 anys. Durant el segle XVIII, els botanics van realitzar molts
avencos en el reconeixement i classificacié dels bolets o macro-fongs, sent aquella época
en la que els primers microscopistes van comengcar I'estudi de les seves estructures (Calvo,
2012). A principis del segle XIX es va denominar fongs microscopics a uns organismes que

causaven malalties que afectaven plantes i que presentaven estructures similars als fongs
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ja coneguts (Carlile i cols., 2001). A I'any 1969 Whittaker va proposar la creacié d’'un nou
Regne, al separar els fongs de les plantes, establint aixi les bases actuals de la micologia
com a ciéncia. Fins a la data, s'han descrit aproximadament unes 100.000 espécies de
fongs, encara que s’estima que el nombre total pugui assolir el milié i mig (Hawksworth,
2001).

La classificacié dels fongs ha variat molt en els Ultims anys, especialment des del
desenvolupament i I'aplicacioé en micologia de técniques de biologia molecular. Actualment,
els fongs es classifiquen en quatre grups o Filums (divisions): Ascomicets, Basidiomicets,
Zigomicets i Quitridiomicets. El filum més nombros és el Ascomicets que inclou més del 60%
dels fongs coneguts i, de mitjana, el 85% dels patdogens per a humans. Els altres fongs
patdgens sén els zigomicets i basidiomicets (Mitchell, 2010). Al mateix temps, segons el
tipus de relaci6 amb altres organismes, els fongs poden ser saprofits, mutualistes,
comensals i parasits. La majoria de fongs son saprofits, ja que formen part del medi extern i
es desenvolupen a partir de la matéria organica en descomposicio. Els fongs mutualistes!
viuen associats amb altres organismes en benefici reciproc. Els fongs comensals son
microorganismes que viuen en una relacié estreta en la qual un es beneficia de la relacié i
I'altre ni es beneficia ni en surt perjudicat. | per ultim els fongs parasits s6n microorganismes
que viuen a l'exterior o a linterior d'un hoste del qual obtenen beneficis sense fer cap
contribuci6 util a canvi; en el cas dels patdgens, la relacié és perjudicial per a I'hoste.

En base a la seva morfologia, els fongs es divideixen en llevats, fongs filamentosos i fongs
dimorfics. Els llevats sén fongs unicel-lulars de forma esférica o el-lipsoidal, amb mida
compresa entre 3 i 5 micrometres i capacgos de replicar-se de manera asexual. Dins aquest
grup trobem generes de fongs patdgens humans com Candida o Cryptococcus, aixi com
altres de gran importancia en la industria alimentaria com Saccharomyces (Calvo, 2012).

No obstant aixd, la gran majoria de fongs pertanyen al grup dels fongs filamentosos o
floridures. Aquests sén capagos de replicar-se de manera tant asexual com sexual i
presenten una estructura pluricel-lular anomenada miceli que esta formada per un conjunt
de filaments tubulars o hifes. S’anomena miceli a la massa d’hifes entrecreuades acumulada
durant la fase de creixement actiu. Els fongs filamentosos posseeixen un miceli adossat o
immers en el substrat i un miceli apical en el que desenvolupen les seves estructures
reproductives. | per dltim, els fongs dimorfics poden presentar formes llevaduriformes o
filamentoses depenent de les caracteristiques de I'ambient (temperatura, pH, concentracié
de CO: ...) com per exemple Histoplasma, Blastomyces i Coccidioides.

' També anomenats simbionts per alguns autors, en referéncia a microorganismes que viuen junts, de tal manera que
I'associaci6é suposa una avantatge mutu.
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Alguns fongs realment milloren la qualitat de vida dels humans al contribuir a la produccié
d’aliments i begudes com en la maduracié dels formatges i fermentadors en la produccié de
pa i cervesa. També s’utilitzen en el control bioldgic de plagues agricoles. A més, els fongs
s’utilitzen com a fonts de substancies d'utilitat en medicina i en la bioindustria com sén els
antibiotics (penicil-lines) e immunosupressors (com les ciclosporines) i els agents per
estimular el desenvolupament de les plantes. No obstant aixo, també poden causar greus
perjudicis al actuar com parasits de plantes i animals, o contaminants d'aliments (Mitchell,
2010).

Encara que podem trobar centenars de milers d'espécies de fongs en I'ambient, solament
unes 400 espécies causen malalties en els éssers humans i menys de 50 espécies
ocasionen el 90% de les micosis humanes i en animals (Mitchell, 2010).

Les infeccions causades per fongs reben el nom de micosi i solen ser de curs clinic cronic

(de llarga durada) ja que els fongs creixen amb lentitud.
1.1.2 Micosis

A més de la classificaci6é taxondmica dels fongs, les micosis es poden classificar segons els
teixits infectats, aixi com les caracteristiques especifiques dels grups de microorganismes.
Aquesta classificacié 2 comprén doncs, micosis superficials, cutanies, subcutanies,
sistémiques i oportunistes. Aixi doncs, depenent de la localitzacié de la infeccié, les micosis

es poden classificar com:

Micosis superficials

Son aquelles que afecten la capa externa de l'estrat corni de la pell i la cuticula del pél.
Aquest tipus de micosi afecta teixits inerts per la qual cosa no es dbéna una resposta
immunitaria detectable en I'hoste. Entre els agents etioldgics causants d'aquest tipus
d'infeccions cal destacar Malassezia spp. (llevat causant de la pitiriasi versicolor), Hortaea
werneckii (causant de la Tinea negra), Trichosporon spp i Piedraia hortae (causants de la
Piedrablanca i negra, respectivament). Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum,
Epidermophyton flocossum entre altres que poden produir onicomicosi.

El diagnostic de les infeccions superficials és relativament senzill i la terapia especifica
acostuma a proporcionar una bona resposta clinica, encara que amb certes dificultats en el
cas de les infeccions de les ungles.

2 | 'agrupament de les micosis en les categories esmentades mostra la seva porta corrent d'entrada al lloc inicial d'atac.
No obstant aixd, sorgeixen enormes solapaments o punts comuns, ja que les micosis generalitzades mostren
manifestacions subcutanies i viceversa.
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Micosis cutanies

Sén infeccions produides en general per uns fongs parasits de la queratina® anomenats
dermatofits i que es localitzen a I'epidermis, dermis i estructures queratinitzades (ungles i
pel). Els dermatofits 4 sén fongs que es classifiquen en els géneres Trichophyton,
Epidermophyton i Microsporum. Les infeccions de la pell produides per aquests
microorganismes es denominen dermatofitosis o tinyes®®7:8°. Les micosis cutanies'® es
diferencien de les micosis superficials en que poden afectar a capes més profundes de la
pell provocant la resposta immunitaria de I'hoste. A part dels dermatofits, diverses especies
de no dermatdfits tipus Candida, principalment C. albicans, i Aspergillus, també es troben
implicades habitualment en aquest tipus d’infeccions, afectant no només la pell sin6 també
les ungles i les mucoses (Murray i cols. 2014). Les micosis cutanies poden evolucionar cap
a la producci6 de lesions subcutanies (Erbagci, 2002; Smith i cols., 1997).

Basant-se en el seu reservori natural, els dermatofits també poden classificar-se en tres
grups amb interés epidemiologic: antropofilics (I'home), zoofilics (dels animals), geofilics (del
s0l), la qual cosa és d'especial interés perqué ens permet sospitar, a través de la clinica,
I'origen de la infecci6 (Taula 1).

Tipus Transmissio Caracteristiques cliniques
o Lesions croniques, poc 0 gens
Antropofilics Persona a persona i .
inflamatories
o _ Lesions agudes, inflamacio
Zoofilics Animal a persona ) ) o
intensa (vesicules i pustules)
- . _ Lesions amb inflamacio
Geofilics Sol a animal o persona
moderada

Taula 1: Classificacié dels dermatofits segons la seva transmissié
(segons Puig i cols., 2008).

3 Per aix0 el dermatofits també sels anomena fongs queratinolitics.

4 La etimologia del terme dermatofit prové del grec, “derm” significa pell i “phyte” significa planta. Tot i que els dermatofits
no estan relacionats filogenéticament amb les plantes (com es creia antigament), aquest terme en la actualitat pot
considerar-se no adequat.

5 Terme procedent del llati que significa “cuc o corc”.

5 La OMS defineix les dermatofitosis o tinyes com micosis superficials produides per dermatofits, un ampli grup de fongs
filamentosos constituits per Trichophyton, Epidermophyton i Microsporum amb aproximadament 40 espécies.

7 Les espécies més importants causants d'infeccié cutania en I'ésser huma a Espanya son el Trichophyton rubrum (43%),
el Trichophyton mentagrophytes (21,2%), Microsporum canis (9,8%), Microsporum gypseum i Epidermophyton
floccosum. Mentre que al peu en concret trobem, per ordre de freqiéncia, Trichophyton rubrum, Trichophyton
mentagrophytes, Epidermophyton floccosum i més en nens el T. tonsurans. Tot i que la prevalenga de les diferents
especies de dermatdfits varia segons arees geografiques (Monzdn i cols., 2003).

8 També conegudes com Tineas, dermatoficies, epidermoficies, epidermofitosis.

9 Les dermatofitosi es solen descriure clinicament amb la paraula amb llati “tinea” seguit de la zona del cos afectada.

10| es infeccions fangiques superficials es defineixen com infeccions en qué I'agent causal esta restringit I' estrat corni. A
vegades les infeccions superficials i cutanies es contemplen com infeccions flngiques superficials (Schwartz, 2004).
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A nivell més practic i clinic, tal com s’ha dit, les dermatofitosis es classifiquen

fonamentalment segons la seva topografia, de manera que es divideixen en:

» Tinea pedis (peus)

» Tinea cruris (ingles)

» Tinea capitis (cuir cabellut)
» Tiena corporis (cos)

» Tinea unguium (ungles)

» Tinea manuum (mans)

e Tinea barbae (barba)

Els altres agents causals que conformen les dermatofitosis sén la Candidai els bacteris. La
Candida és un llevat de la qual hi ha més de 150 espécies, pero la causa més comuna de
candidiasis superficial és la Candida albicans, i representa el 85-90% de les infeccions per
fongs llevaduriformes. Es troba sovint colonitzant les mucoses, aillant-se en I'orofaringe el
60% d'individus sans. Altres especies aillades com patdgens de lesions cutanies i mucoses
menys freqlents son C. parapsilopsis, C. tropicalis, C guilliermondii, etc. El
desenvolupament d'infeccid provocada per espécies de Candida depén de la interaccié entre
el fong i els mecanismes de defensa del subjecte infectat. Entre els factors que predisposen
a infeccions per candiasis es troben la diabetis mellitus, la maceracié, I'excés de sudoracié,
I'Gs de corticoides i d'antibidtics d'ampli espectre, etc... Depenent de la zona afectada, hi ha
diferents formes de presentacid, pero en general sén les zones dels plecs i les mucoses les
més afectades, ja que les condicions d'humitat i maceracié afavoreixen el creixement dels
llevats. Aixo inclou tant els grans plecs (engonals, Intergluti, axil-lars, submamaris) com els
petits, com ara els interdigitals de les mans (erosi6 interdigital blastomicética) i dels peus.

| per Ultim, els bacteris també poden acompanyar aquestes dermatofitosis. Normalment sén
estafilococs 0 estreptococs, encara que en pacients diabetics podem trobar amb més
freqléncia bacteris gram negatius com la Pseudomona. L’infeccié concomitant de bacteris i
dermatofits rep el nom de "infeccié complexa o complicada " (Puig i cols., 2008).

Micosis subcutanies

Son infeccions croniques, localitzades sota la pell i del teixit subcutani arran de la implantacié
traumatica de l'agent etiologic. Els fongs causants d’aquest tipus d’infeccions conformen un
grup molt heterogeni, generalment saprofits del sdl, la capacitat dels quals per adaptar-se

als teixits i provocar la malaltia és molt variable.

Afecten les capes profundes de la dermis i teixit cel-lular subcutani, i es poden estendre cap
al muscul i als ossos. Segons el microorganisme causant, podem distingir diversos tipus de
micosis subcutanies, entre les quals podem destacar (Mariné, 2010):
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» Eumicetoma. Es tracta de lesions granulomatoses supuratives, I'exsudat de les
quals acostuma a presentar microcolonies en forma de grans. Els agents causals
inclouen els géneres Madurella, Acremonium, Pseudallescheria, Exophiala,
Leptosphaeria, Curvularia, Fusarium i Neoscytalidium entre d’altres.

« Esporotricosi. Es provocada per membres del complex d’espécies Sporothrix
schenckii. La forma més tipica de la malaltia és I'esporotricosi limfocutania aguda
i es produeix per la disseminacié de I'organisme cap als ganglis limfatics propers
al punt on es produeix la inoculacié traumatica. (Morris-Jones, 2002).

» Cromoblastomicosi. Aquesta infeccio es caracteritza per la preséncia de lesions
ulceroses no exsudants, poc extenses i localitzades preferentment a les
extremitats. Poden disseminar-se per via limfatica. Els agents responsables
tipics de la cromoblastomicosi s6n: Cladophialophora carrioni, Fonsecaea spp.,
Phialophora verrucosa i Exophiala dermatitidis.

» Feohifomicosi. Infeccié6 cronica localitzada en la dermis profunda i teixit
subcutani, Causada per un agent causal que presenta una morfologia micel-lar
en teixit. Els agents etioldgics son diferents espécies d’ Exophiala, Phialophora,
Wangiella, Bipolaris, Exserohilum, Cladophialophora, Aureobasidium,

Cladosporium, Curvularia i Alternaria.

Micosis sistémiques

Les micosis sistémiques'’ impliquen la disseminacié de la infeccié a dos 0 més organs no
adjacents 0 a un organ i a la sang (Rubio i cols., 2001, Mitchell, 2010). S6n les més greus i
poden resultar fatals per als individus amb un sistema immunitari deficient o quan el patogen
és resistent als tractaments antifungics. El diagnostic i tractament de les micosis sistemiques
correspon a I'ambit hospitalari (Caballero i cols., 2005). Aquestes infeccions fungiques
generalment sén adquirides a partir de la inhalacié o inoculacié traumatica d'espores. Tot i
gue so6n molt més freqlients en pacients immunocompromesos, també es poden donar en
pacients amb el sistema immunitari aparentment intacte. En pacients immunocompetents
aquestes infeccions acostumen a ser causades pels fongs dimorfics; patdgens capagos de
superar les defenses fisiologiques i cel-lulars de I'hnoste huma normal per mitja de canvis
importants en la seva paret cel-lular, morfologia i metabolisme. Per la seva incidéncia i
gravetat en podem destacar les seglients especies: Histoplasma capsulatum, Blastomyces
dermatitidis, Paracoccidioides brasiliensis i Coccidioides immitis. Totes aquestes espécies,

en general, es troben geograficament limitades a les zones arides d’América i acostumen a

" Les micosis sistémiques sovint s'anomenen micosis endémiques perqué aquests microorganismes sén veritables
patogens i poden produir infeccions en persones sanes.
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produir després de la inhalacio, una infeccié pulmonar inicial amb disseminacié posterior a

altres organs i teixits (Mariné, 2010).

Micosis oportunistes

Les micosis oportunistes son infeccions que es poden atribuir a fongs que es troben
normalment com comensals humans o al medi ambient. A excepcié de Cryptococcus
neoformans i Cryptococcus gattii, aquests microorganismes tenen una viruléncia
inherentment baixa o limitada i produeixen infeccié en persones que estan afeblides o
immune deprimides o que tenen dispositius protésics implantats o catéters intravasculars.
Practicament tots els fongs poden actuar com a patdgens oportunistes, i cada any augmenta
la llista dels que s'han identificat. Tots aquests factors permeten a fongs que normalment
serien incapacgos de causar infeccions en un hoste sa, produir greus infeccions sistémiques.
Els patdgens micotics oportunistes més freqiients sén els llevats del génere Candida i
Cryptococcus neoformans, floridures del génere Aspergillus i Pneumocystis jirovecii (Murray

i cols., 2014) (veure taula 2).
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Micosis superficials

Micosis cutanies i subcutanies

Micosis sistémiques o endémiques

Micosis oportunistes

Piedra Negra
Piedraia hortae

Dermatofitosis

Génere Microsporum
Génere Trichophyton
Génere Epidermophyton

Blastomicosis
Blastomyces dermatitidis

Aspergilosis
Aspergillus fumigatus; A. flavus; A. niger;
A. terreus

Tinea negra
Hortae werneckii

Tifa ungueal
Geénere Trichophyton
Geénere Epidermophyton

Histoplasmosis
Histoplasma capsulatum

Candidiasis
Candida albicans; C. glabrata; C.
Parapsilosis; C. tropicalis

Pitiriasis versicolor
Malassezia furfur

Onicomicosis
Geénere Candida
Génere Aspergillus
Geénere Trichosporon
Geénere Geotrichum

Coccidioidomicosis
Coccidioides immitis/posadasii

Criptococosis
Cryptococcus neoformans

Piedra blanca
Género Trichosporon

Queratitis micética
Geénere Fusarium
Geénere Aspergillus
Genere Candida

Peniciliosis
Penicillium marneffei

Tricosporonosis
Génere Trichosporon

Cromoblastomicosis
Genere Fonsecaea
Geénere Phialophora

Paracoccidioidomicosis
Paracoccidioides brasiliensis

Hialohifomicosis
Génere Acremonium
Génere Fusarium
Génere Paecilomyces
Génere Scedosporium

Mucormicosis

Génere Rhizopus
Genere Mucor
Lichtheimia corymbifera

Feohifomicosis
Génere Alternaria
Geénere Curvularia
Génere Bipolaris
Génere Wangiella

Neumocistosis: Pneumocystis jirovecii

Taula 2: Classificacio de les micosis humanes i agents causals més representatius (segons Murray i cols., 2014).
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1.1.2.1 Exemples d’ infeccions micotiques superficials i cutanies

Figura 1: Tinea facial (imatge cedida per Dr. Jaume Notario Rosa, Servei de Dermatologia,
Hospital Universitari de Bellvitge, Hospitalet de Llobregat, Barcelona).

Figura 2: Tinea capitis (imatge cedida per Dr. Jaume Notario Rosa, Servei de
Dermatologia, Hospital Universitari de Bellvitge, Hospitalet de Llobregat, Barcelona).
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Figura 3: Candidosi cutania (intertrigo interdigital) (segons Wolff i cols., 2014).

Figura 4: Candidosi: dermatitis del bolquer (segons Wolff i cols., 2014).
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Figura 5: Tinea anular corporal en cuixa (segons Wolff i cols., 2014).

Figura 6: Tinea manuum (imatge cedida per Dr. Jaume Notario Rosa, Servei de
Dermatologia, Hospital Universitari de Bellvitge, Hospitalet de Llobregat, Barcelona).
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Figura 7: Tinea interdigital del peu (segons Wolffi cols., 2014).

Figura 8: Tinea pedis per Trichophyton rubrum (imatge cedida per Dr. Jaume Notario Rosa,
Servei de Dermatologia, Hospital Universitari de Bellvitge, Hospitalet de Llobregat,
Barcelona).
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Figura 9: Tinea corporis (imatge cedida per Dr. Jaume Notario Rosa, Servei de
Dermatologia, Hospital Universitari de Bellvitge, Hospitalet de Llobregat, Barcelona).

Figura 10: Tinea corporis (imatge cedida per Dr. Jaume Notario Rosa, Servei de
Dermatologia, Hospital Universitari de Bellvitge, Hospitalet de Llobregat, Barcelona).
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1.1.3 Farmacs Antifingics

El terme antifingic o antimicotic inclou aquelles substancies que poden produir
modificacions a les estructures basiques de la ceél-lula fdngica, inhibint el seu
desenvolupament o alterant la seva viabilitat i produint les minimes alteracions possibles en

les cél-lules de I'hoste (Kerridge i cols., 1990).

En tots els antifingics, s6n molt importants el seu espectre d'activitat i el seu mecanisme
d'accié: Els farmacs que son fungicides (com els derivats polienics, terbinafina,
ciclopiroxolamina i amorolfina) provoquen la mort del fong tant in vivo com in vitro per
mecanismes directes sobre aquest i solen ser més eficagos en la eradicacié de la infeccid,
escurcant el temps de tractament, que els fungistatics (majoria azols a concentracions
habituals, naftifina, griseofulvina), que impedeixen la replicacié perd no impliquen la seva
exterminacié directa. D'aquesta manera, els farmacs fungicides presenten l'avantatge de
permetre posologies i durades de tractament més curtes i senzilles que milloren el
compliment (Puig i cols, 2008).

La lipofilia és una altra caracteristica de certs antifungics (al-lilamines, azols, ciclopirox
olamina i amorolfina) especialment important perqué afavoreix la penetracié del farmac en
I'estrat corni de la pell, la seva dispersio i la creacié d'un efecte reservori a concentracions
inhibitories en aquesta capa, convertint-los en farmacs particularment indicats per al

tractament topic cutani (Puig i cols., 2008).

En l'actualitat s'esta produint un augment en el consum d'aquests farmacs a Espanya, que
ha passat de 8 milions d'unitats a I'any 1992 fins a 10,8 milions el 2000, representant un 65%
del consum total d'antifiingics'2. Aix0 representa un 52,4% de la despesa total en antifingics
(Cervera i cols., 2001). Els autors del treball conclouen que el consum d'antifungics és
creixent i major en el medi extra hospitalari. Es recomana insistir en I'Gs correcte d'aquests
antimicrobians i fomentar campanyes informatives entre els prescriptors menys familiaritzats
amb el seu maneig, sobretot metges de medicina general, pediatres, podolegs, etc., per aixi

optimitzar la seva utilitzacié.

Actualment existeixen un ampli ventall de preparacions antifungiques topiques per al
tractament de les micosis cutanies i mucoses. Es comercialitzen preparacions topiques de
gairebé totes les classes d'antifungics, com els poliens (p. ex., amfotericina B, nistatina,
pimaricina), les al-lilamines (p. ex., naftifina i terbinafina) i nombrosos imidazols i altres

2 A Espanya dins dels antifingics topics, el més consumit és ketoconazol amb un 27%, seguit per clotrimazol i miconazol,
amb un 17% i un 14%, respectivament. En aquest mercat, dominat pels azols, es pot observar en els Ultims anys un
descens en el consum de sertaconazol, flutrimazol i ketoconazol, en benefici d'un altre tipus de antifingics com ciclopirox,
que aconsegueix en l'actualitat un 4,9%. Altres tipus d'antifingics topics es consumeixen en menor proporcié, com
terbinafina (2,1%), nistatina (1,4%), amorolfina (1,3%) i naftifina (1,3%) (Cervera i cols., 2001).
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farmacs pertanyents a altres grups. Es disposa de cremes, locions, pomades, pélvores i
solucions per al tractament de les micosis cutanies i la onicomicosi, mentre que les infeccions
mucoses es tracten millor amb suspensions, comprimits, pastilles o supositoris (Murray i
cols, 2014).

L'eleccié d'un tractament topic o sistéemic davant una micosi cutania o de la mucosa sol
dependre de l'estat del pacient i del tipus i I'extensidé de la infecci6. La majoria de les
infeccions cutanies per dermatofits i la candidiasi bucal o vaginal responen al tractament
topic, mentre que la naturalesa resistent d'altres entitats, com la onicomicosi o la Tinea del
cuir cabellut, sol necessitar d'un tractament sistemic perllongat a llarg termini (Murray i cols,
2014).

1.1.8.1 Antecedents Historics en el desenvolupament dels Farmacs Antifungics

Als anys 1950 la unica alternativa al tractament d’infeccions fungiques superficials eren
medicaments de naturalesa recalcitrant i havia una necessitat alta de trobar antibiotics
antifingics sistémics. Els tractaments existents eren irritants, toxics i alergénics. La
naturalesa de les substancies terapéutiques que s'utilitzaven eren fenol, formalina, quitra,
permanganat de potassi, compostos de mercuri, sulfat de coure, acid salicilic, glicolat de
coure, sofre, acid undecilénic, salicilanilida, violeta de genciana, nitrat de plata i solucié de
Castellani, entre d’altres (Taplin, 1976). Alguns preparats d’aquest tipus encara tenen certa

vigéncia en la terapéutica actual.

La situaci6 als 1950 mostra el significant progrés que s’ha dut a terme en la actualitat en el
tractament de les micosis superficials. El primer treball de I'activitat antifingica d'un compost
azol (bencimidazol) va ser el 1944 per Woolley, que estava estudiant la deficiéncia de biotina
en els animals i microbis. Ell observa la similitud estructural del bencimidazol amb la biotina
i purines, perod els efectes biologics del bencimidazol no van ser revertits per la biotina,
mentre que van ser contrarestats per les purines adenina i guanina (Woolley, 1944). Atés
que les malalties micotiques eren d'un minim interés el 1944, el descobriment inicial de
Woolley va ser ignorat en gran mesura, encara que les seves dades van ser confirmades en
1949 per Goldsworthy i cols. Trenta anys més tard, Vanden Bossche va observar que
fenetilimidazol (azol amb activitat antifungica), interferia en la membrana cel-lular de Candida
spp. (Vanden Bossche i cols., 1974). En 1952, Jerchel i cols van seguir amb el treball de
Woolley i van informar que certs derivats de bencimidazol tenien activitat antifingica
significativa. Aquesta publicacié va encoratjar altres investigadors a la recerca d'un agent
antifngic clinicament util. L'avang va arribar al 1958 i al 1959, quan el clormidazol, (1-clor-
bencil-imidazol), va ser desenvolupat i estudiat en assajos clinics (Herrling i cols., 1959;
Seeliger i cols., 1958). De fet el clormidazol va ser en la forma d’una crema tdpica al 5%, el

primer derivat azol desenvolupat i comercialitzat com un farmac antifingic. Amb la
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introduccié de clormidazol, linterés en l'activitat antifingica dels compostos d’azol va
comencar a augmentar. Per exemple, després de la introduccié de tiabendazol, el 1961 per
Merck Sharp & Dohme (MSD) (per al seu Us com un farmac antihelmintic d'ampli espectre),
Robinson i cols. (1964) assajaren el compost per a I'activitat antifingica in vitro. Va ser eficag
contra dermatofits i moltes espécies d'Aspergillus, perd la seva activitat contra llevats va ser
minima. De la mateixa manera, Janssen Pharmaceutica (Beerse, Bélgica) el 1973 va
desenvolupar el mebendazol com un agent antihelmintic d'ampli espectre que va demostrar
tenir activitat antifingica (Brugmans i cols., 1971). Malgrat el fet que I'activitat antifangica
d'aquests dos compostos no era el perseguit, les dades van recolzar el concepte que dos
compostos azol tenien potencial com a farmacs antifingics per a Us huma. A la fi de 1960, i
a partir de dos laboratoris diferents, tres compostos es van introduir en la literatura cientifica.
Es van introduir en dos mesos de diferéncia: clotrimazol, desenvolupat per Bayer AG
(Wuppertal, Alemanya), i miconazole i econazol, desenvolupat per Janssen Pharmaceutica.
En concret el Prof. Karl Heinz Biichel de Bayer'® va tenir éxit en la sintesi del primer derivat
d’'un azol, clotrimazol', a finals de 1960 (http://www.canesten.com/en/history/index.php).
Aquests tres imidazols es segueixen utilitzant avui en dia per al tractament d'infeccions

fungiques, demostrant I'éxit d'aquests primers descobriments.

Es a dir, els antifingics azols van ser desenvolupats durant els anys 50 i 60 i no es van
emprar en la practica clinica fins al 1969, malgrat que la primera molécula d'aquest tipus, el
bencimidazol, va ser descrita el 1944. Els primers representants del grup van ser el
clotrimazol, el miconazol i I'econazol, als quals van seguir altres com el ketoconazol, el
fluconazol i itraconazol. Posteriorment han aparegut el voriconazol, el posaconazol, i el

ravuconazol. La naftifina va ser introduida a la practica clinica el 1985 i la terbinafina el 1991.
1.1.3.2 Classificacié Farmacs Antifungics

Els antifingics es poden classificar segons la seva estructura quimica, el seu origen (natural
o de sintesi quimica), el seu espectre (ampli o restringit), i el seu mecanisme d'accié

(membrana cel-lular, paret fungica, ARN)*>. A la Figura 11 es pot observar com es poden

13 Bayer® crea un laboratori d’investigacié de micologia médica I'any 1963.

14 El clotrimazol es va registrar a Alemanya per primera vegada el 1973 i llangat al mercat sota la marca Canesten®. Les
primeres presentacions per al tractament de les infeccions micotiques de la pell eren la crema i la solucié (spray), mentres
que Canesten® comprimits vaginals van ser desenvolupats per al tractament de les infeccions fungiques vaginals. Al final
dels anys 1970, la gamma es va ampliar amb I'addici6 de la solucié Canesten® amb atomitzador i crema vaginal
Canesten®. Gracies a la seva excelslent eficacia i tolerabilitat, els productes dermatologics Canesten® es van registrar
per a l'automedicacié en 1977. Les presentacions ginecologiques per a 1 dia i 3 dies de terapia es van concedir inicialment
com preparats OTC (“Over-the-Counter”), disponible sense prescripcié, a Anglaterra el 1992, i dos anys més tard a
Alemanya. Canesten® ja esta disponible sense prescripcié médica en la gran majoria dels paisos.

'S Altres autors classifiquen els farmacs antifingics segons la seva activitat local o sistémica. La majoria d’autors utilitzen
aquesta classificacié perque els sembla de major utilitat clinica.
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classificar el farmacs antifungics segons el seu mecanisme d’'accié i a la Taula 3 una breu

classificacié dels farmacs antifungics segons la naturalesa quimica.

Entre tots els farmacs existents, alguns tenen activitat exclusivament topica i altres per via

oral 0 ambdues, el que és especialment important per a la seva prescripci6.

Grisecfulvina: Blogueig
Al-lilamines: Blogueig formacid  microtdbuls intracel-lulars Poliens: Unid i trencament
ergosterol per inhibicié escualé membranes cel-lulars
q.h_____h:%‘

td-o- sesmetiiasa

Lanpsterod Exgosteni

.

Eﬂﬂiﬂﬂﬂﬂ@' Azols: Bloqueig formacié ergostergl FlUorocitosina: Blogueig
Blogueig 1,3-B-Glucans per 14-o-desmetilassa sintesi DNA/RNA

de la paret cel-lular

Figura 11: Mecanisme d’accié dels principals farmacs antifungics (segons Bonifaz, 2012).
Aixi doncs també, segons I'estructura quimica els farmacs antifiingics es poden dividir en:
1.1.3.2.1 Antibiotics: Poliens

Els poliens sén substancies antibiotiques sintetitzades per actinomicets del génere
Streptomyces, i van ser els primers antifingics que es van desenvolupar. Se’n coneixen més
de 100 compostos diferents, dels quals el més important és I'amfotericina B i la nistatina.
L’amfotericina B es va obtenir a partir de Streptomyces nodosus i va ser comercialitzada per
al seu Us clinic I'any 1958. Tot i ser el compost de referéncia per al tractament de les micosis
sistémiques, la seva administracio provoca nefrotoxicitat al 80% dels pacients. La membrana
cel-lular dels fongs té una estructura semblant a la membrana de les cél-lules animals, de la
qual es diferéncia per la preséncia de l'ergosterol en comptes del colesterol. L'activitat
antifingica dels poliens es basa en la unid irreversible a I'ergosterol, aixd provoca la
formacié de petits canals que permeten la sortida de petites molécules de l'interior de la
cel-lula fungica i 'entrada d'altres substancies. La seva accio6 requereix només alguns minuts

per alterar I'equilibri osmotic de la cél-lula fungica i provocar-li la mort.
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La nistatina també és un antibiotic antimicotic produit per Streptomyces noursei. Igual que
la amfotericina B te estructura poliénica i posseeix accié fungistatica i fungicida. Tot i que
cobreix varies especies de fongs, el fet que no es pugui administrar via sistémica, degut a la
seva toxicitat, obliga a restringir la seva accio terapeutica a les infecciones cutanea-mucoses
produides per diferents espécies de Candida en la boca, esdfag i vagina (Mediavilla i cols.,
2014).

1.1.3.2.2 Azols

Caracteristiques: Els azols constitueixen una de les families d’antifingics més nombrosa.
La seva estructura quimica es basa en anells heteropentaciclics amb dos (imidazols) o tres
(triazols) atoms de nitrogen units per atoms d'hidrogen a altres anells aromatics.

Mecanisme d’accié: Els azols sén antifingics que actuen inhibint I'activitat del citocrom
P450 del fong (també anomenat lanosterol 14-alfa-desmetilassa). Aquest enzim catalitza
I'eliminacioé del grup 14-metilé (C-32) del lanosterol en el pas a ergosterol (compost essencial
de la membrana cel-lular dels fongs que regula la seva fluidesa i permeabilitat, aixi com
I'activitat dels enzims units a ella), inhibint aixi la sintesi de la membrana cel-lular del fong.
El problema principal que presenten es que no discriminen entre el citocrom P-450 de la
cél-lula fungica i el de la cél-lula dels animals, lo que explica la majoria d’efectes secundaris
e interaccions medicamentoses. Depenent del microorganisme i I'azol administrat, la
inhibicié de la sintesi d’ergosterol comporta la inhibicié de la proliferaci6 de la cél-lula fungica
(fungistatic) o bé la mort cel-lular (fungicida) (Murray i cols, 2014). Aquest sistema enzimatic
és present en un gran nombre de tipus d'éssers vius i la seva funcié és la sintesi d'ergosterol

(fongs) o colesterol (animals).

En l'actualitat I'ls dels imidazols es limita al tractament de les micosis superficials, essent
els més utilitzats '®: clotrimazol, econazol, bifonazol, miconazol, flutrimazol, tioconazol,
sertaconazol, eberconazol, sulconazol, terconazol, butaconazol, oxiconazol, omoconazol i
fenticonazol entre d’altres. Els triazols s6n molécules amb un ampli espectre d'accio,
presenten una menor toxicitat i son més estables metabodlicament que els imidazols. Estan
indicats en el tractament de les micosis tant superficials com sistémiques. Els representants

principals d'aquest grup sén el fluconazol'’, itraconazol, voriconazol, i posaconazol.

Juntament amb les al-lilamines, en I'actualitat els azols sén els farmacs d’elecci6 per quasi
tots els tipus de micosis. Es troben disponibles amb un ampli ventall de formes galéniques

com cremes, polvores, gels, solucions, ovuls, etc., essent farmacs molt segurs amb escassa

16 Els exemples que es donen son descrits en la bibliografia cientifica actual perd no impliquen la preséncia comercial
al nostre pais.
7 El fluconazol és I'antiftingic de primera eleccié en el tractament de les candissis recurrents orofaringeas i genitals que

donen mala reposta a tractaments topics, aixi també com micosis subcutanies i sisttmiques greus.
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absorcié percutania (Caballero i cols., 2005). A continuacié es detallen les principals
caracteristiques dels grup d’azols més representatius en la terapeutica actual antifungica
d’aplicacié topica.

El treball experimental realitzat en aquesta memoria ha donat lloc a la preparacié de diferents
formulacions que han utilitzat aquest grup altament representatiu de la terapéutica tdpica
actual antifngica.

1.1.3.2.2.1 Clotrimazol

Caracteristiques fisico-quimiques: Forma molecular: C22H17CIN2; PM=344,84 g/mol
(Peschka i cols, 2007); pKa= 6,02 (Avdeef i cols, 2007); log P=5,44 (Betanzos i cols,
2015); Solubilitat: 3,7 pg/ml. Pdlvora cristal-lina, blanca o groguenca pal-lida.
Practicament insoluble en aigua, soluble en etanol al 96% i en clorur de metilé. Punt
de fusié: 141-145 °C (Peschka i cols, 2007).

El Clotrimazol va ser el primer antifingic imidazol comercialitzat. Va ser sintetitzat el
1969 per els quimics de Bayer AG, tot i que la sintesi no va ser reportat fins a 1972
(Buchel i cols., 1972). El Clotrimazol té ben establerta la seva activitat in vitro contra
soques de dermatofits, llevats patdogens i fongs filamentosos i dimorfics, aixi com
alguns bacteris gram-positius. EI medicament és Util en el tractament d’infeccions per
dermatofits, infeccions fungiques superficials, és a dir, Tinea versicolor, i diverses
infeccions per Candida, incloent candidiasi oral i la candidiasi vaginal. Tot i el seu
excel-lent espectre d’accid, la seva administracié oral esta totalment contraindicada.
Per la seva eficacia, el clotrimazol s'ha utilitzat com a referéncia en molts assaigs
clinics dels derivats azolics més nous. El clotrimazol és util en la Tinea versicolor,
candidiasis cutanies i mucoses. La curacié clinica requereix 2-4 setmanes d'aplicacié
topica, depenent del lloc i de la extensid de la infecci6. Actualment també s’utilitza en
la Tinea del peu. Les reaccions adverses consisteixen en eritema, coissor, formacié
de butllofes i despreniment de la pell, edema, pruija i urticaria. Per via vaginal pot
produir irritacié local (Mediavilla i cols., 2014).

La seva seguretat per via topica és acceptable quan s'empra en forma de crema,
soluci6 o pélvora al 1%, crema vaginal al 2% i comprimits vaginals 100 i 500 mg (100
mg/durant 3 dies o 500 mg/1 dia). La posologia topica en forma de crema, solucié o
pols requereix 2 administracions durant 4 setmanes. En la Tinea del peu aconsegueix
taxes de curaci6 del 82% a pacients tractats durant 4 setmanes amb solucié al 1%. El
seu major inconvenient és que requereix tractaments topics prolongats de 4 setmanes

per aconseguir taxes de curacié semblants a altres antifingics topics.

Les presentacions comercials al nostre pais son: crema al 1%, crema vaginal al 2% i

10%, solucio6 al 1%, pélvores al 1% i tabletes vaginals de 100 mg i 500 mg.
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Figura 12: Formula quimica Clotrimazol.

1.1.3.2.2.2 Econazol

Caracteristiques fisicoquimiques: Forma molecular: CigH1sClsN3O4; PM=44470
g/mol; pKa=6,29 (Shalaeva i cols, 2008). Solubilitat: 1,48 pg/ml. Polvora
microcristal-lina blanca, practicament inodora. Punt de fusi6: 162 °C.

L’econazol és un derivat d'imidazol antifungic que té una estructura idéntica a la del
miconazol amb I'abséncia d’'un atom de clor en un anell de benze. Va ser sintetitzat
per Janssen Pharmaceutica en 1969 (Godefroi i cols., 1969). L’econazol és aplicable
al tractament de la dermatofitosi: Tinea dels peus, inguinal, Tinea del cos, pitiriasi
versicolor i candiasis superficials cutanies. No és util en la tinea del cuir cabellut. Les
tinyes corporals i inguinals requereixen dues setmanes de tractament, i la Tinea dels

peus fins a 4 setmanes. Pot produir reaccions locals. S’aplica en forma de crema.

Cl

Cl

Figura 13: Formula quimica nitrat d’econazol.
La presentacié comercial al nostre pais és una crema al 1%.
1.1.3.2.2.3 Bifonazol

Caracteristiques fisicoquimiques: Forma molecular: C22H1gN2 ; PM= 310,39 g/mol
(Yokomizo, 1996); pKa= 5,72 (Popovic i cols, 2003); log P=3,01 (Yokomizo, 1996).
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Solubilitat: 0,13 pg/ml. Polvora cristal-lina, blanca o quasi blanca. Practicament
insoluble en aigua, bastant soluble en etanol anhidra. Punt de fusié: 142 °C.

Bifonazol és un agent antifungic imidazol lliure d'haldgens, sintetitzat i desenvolupat
per Bayer AG (Berg i cols., 1987; Plempel i cols., 1987). Bifonazol té un ampli espectre
in vitro, incloent molts llevats patdogens, fongs dimorfics, dermatofits, I'agent de la Tinea
versicolor, i diversos fongs filamentosos. La droga és molt lipofila i insoluble en aigua
i el que li atorga una bona disponibilitat, un elevat temps de retencié cutania i una bona
tolerancia, i per tant el fan molt efectiu per a la via topica. S'utilitza al 1% amb una
aplicacié diaria local durant 2-4 setmanes. Pot produir reaccions irritants locals i
hipersensibilitat a I'alcohol cetoestearilic com excipient utilitzat. S’aplica en forma de

N\
L

crema, solucié i pélvores.

Figura 14: Formula quimica bifonazol.

Esta disponible al mercat en forma de crema, gel, soluci6 i pélvores de bifonazol al
1% i també formulat amb urea (per a onicomicosi). S'aplica 1 vegada al dia,
preferentment a la nit i es recomana una durada del tractament de minim tres
setmanes en les dermatofitosi. Els efectes secundaris més habituals son irritacié local

(eritema i prurit)'8.
La presentacié comercial al nostre pais és una crema al 1%.
1.1.3.2.3 Analegs de precursors d’acids nucleics

Son substancies d'estructura similar a la citosina. El compost més representatiu d'aquest
reduit grup d’antifingics és la flucitosina. Es tracta d'un analeg fluorat de la pirimidina que
exerceix la seva activitat antifangica en interferir en la sintesi de I'acid desoxiribonucleic
(ADN), I'acid ribonucleic (ARN) i les proteines en la cél-lula fungica.

'8 | a preséncia de alcohol cetoestearilic utilitzat com excipient pot donar reaccions locals irritatives d’ hipersensibilitat
(Mediavilla i cols, 2014 ).
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1.1.3.2.4 Equinocandines

Les equinocandines constitueixen una nova classe molt selectiva de polipéptids ciclics que
inhibeixen la sintesi de 1,3-B-glucans, uns importants components de la paret cel-lular del
fong per mitja de la inhibici6 de I'enzim (1,3)-D-gluca sintasa. Aquest enzim no es troba a les
cel-lules animals, aixo fa de les equinocandines un grup de farmacs amb una toxicitat molt
reduida. Toti que son actives envers Candidai Aspergillus, practicament no tenen cap efecte
sobre Cryptococcus neoformans, Fusariumi els mucorals, i la seva activitat sobre els fongs
dimorfics és també qliestionable. Els representants principals d’aquest grup d’antifingics
son: Caspofungina, Micafungina, Anidulafungina que s’administren per via intravenosa.

1.1.3.2.5 Al-lilamines

Caracteristiques: S6n compostos altament lipofilics i un nou grup de antimicotics d’ampli
espectre el qual pertanyen la terbinafina i la nafitifina, el primer per Us tdpic o per via oral i el
segon exclusivament d’Us per via topica.

Mecanisme d’accié: L'acci6 antifingica d'aquestes substancies ve donada pel bloqueig de
la ruta biosintética de I'ergosterol per la inhibicié de I'esqualé-epoxidasa (enzim essencial en
la via de sintesi d’ergosterol), un enzim que no depén del citocrom P-450. El seu efecte
fungicida és degut en part a la reduccié del contingut de I'ergosterol de la membrana cel-lular
i 'acumulacié d’esqualé a l'espai plasmatic.

Terbinafina

Es el representant més important de les al-lilamines, introduit al mercat I'any 1991. Es actiu
tant per via topica com oral. Com a consequiéncia de la seva naturalesa altament lipofilica,
es distribueix favorablement en teixits com ara la pell, ungles i teixit adipdés amb la qual cosa
el seu Us terapeéutic es dirigeix principalment al tractament de les dermatomicosis, pero té
poca eficacia enfront Candida i Malassezia (Caballero i cols., 2005). Es actiu tant per via
topica al 1% com oral i esta disponible en capsules, crema, aerosol, gel i solucié per el

tractament de la Tinea corporis, cruris, pedis i unguium.

Naftifina

Un altre exemple també d’aquesta familia és la naftifina, una al-llamina solament util via
topica, efectiva davant els dermatdfits i llevats amb un potent efecte antiinflamatori (que no
presenta la terbinafina) i poc eficag enfront Candida i Malassezia. El principi actiu esta molt
ben tolerat perd s’ha observat irritacié local al 3% de pacients tractats. Esta disponible en
forma de cremai gel al 1%.

1.1.3.2.6 Derivats de la Morfolina: Amorolfina

Caracteristiques: Compostos amb activitat fungistatica i fungicida.
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Mecanisme d’accio: Actuen bloquejant la produccié d’ergosterol e inhibint 'enzim 14-alfa-
reductassa i la 7-delta-8-isomerassa. El principal representant d’aquest grup és la
amorolfina. Es un derivat de la morfolina amb un ampli espectre d’accié via topica enfront
dermatofits i Candida entre d’altres. Basicament és un antifungic que vehiculitzat en forma
de laca al 5% és efectiu per al tractament de la onicomicosi. Es comercialitza en forma de
laca d’'ungles.

1.1.3.2.7 Derivats del Benzofura: Griseofulvina

La griseofulvina va ser el primer antifingic oral (1958) utilitzat per al tractament de les
dermatofitosis. Es un antibidtic natural produit per varies especies de Penicillium. El seu
espectre d’accib esta restringit a dermatofits ja que li manca d’activitat enfront altres fongs
patdgens (Candida i Malassezia). La seva acci6 és fungistatica a l'interrompre la metafase
de la divisio cel-lular. El seus efectes secundaris sébn nombrosos i variats. S’administra
Unicament per via oral en forma de comprimits i solucions. En 'actualitat sols esta recomanat
en les tinyes del cap i també en processos dermatofitics pediatrics que necessiten
tractament sistémic (Caballero i cols., 2005).

1.1.3.2.8 Derivats de la Piridona: Ciclopirox Olamina

Ciclopirox olamina pertany a la familia de les hidroxipiridones amb un ampli espectre d’acci6
que engloba dermatofits, fongs dimorfics, llevats, bactéries, actinomicets, micoplasmes,
clamidies i tricomones. El seu mecanisme d’accio esta relacionat amb la permeabilitat de la
membrana cel-lular del fong, inhibint la seva activitat respiratoria a concentracions elevades.
La seva elevada capacitat de penetracié en les capes cornificades supera a la d'alguns
imidazols com I'econazol, clotrimazol i miconazol, amb valors en epidermis entre els 100 i
200 pg/cm? (Puig i cols., 2008). Aquest grau de penetracio en les estructures cornies fa que
s'utilitzi en el tractament tdpic de les onicomicosis en forma de laca (Caballero i cols., 2005).
Es comercialitza en forma de crema, solucid, gel i laca d’ungles al 8%. S’aplica durant 2-4

setmanes com a minim, dos cops al dia.
1.1.3.2.9 Altres compostos i Formulacions Magistrals Inespecifiques

El clioquinol és una 8-hidroxiquinolona relacionada amb el iodequinol, solament és per
aplicacié topica doncs la seva administracié sistémica pot produir neuropatia mielooptica
subaguda. S’absorbeix a través de la pell fins al 40% i es pot utilitzar per Tinea pedis, i pot

provocar reaccions irritatives i d’hipersensibilitzacio.

El Tolnaftat és un tiocarbamat que s’utilitza en Tinea pedisi Tinea versicolor, perd no serveix
per altres localitzacions de tinyes ni candiasis (Mediavilla i cols, 2014). Esta disponible a la
concentracié al 1% com crema, gel, pélvores i solucid, amb aplicacioé dos cops al dia.
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Formulacions Magistrals Inespecifiques:

No s’ha d’oblidar que es disposen de preparats amb propietats antifingiques inespecifiques

i que es poden utilitzar com coadyuvants, sobretot en les micosis cutanies inflamatories o

amb exsudacid. Les més utilitzades sén les solucions de permanganat de potassi al 1/10000

(el més potent), el sulfat de zinc al 1/1000 i el sulfat de coure al 1/1000. A continuacié es

mostra un recull de les principals preparacions magistrals que existeixen (Caballero i cols.,
2005; Puig i cols., 2008; Katz, 2000; Bennet, 2011):
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Derivats del iode: Tintura de lode, Alcohol lodat, solucié iode-iodurada han estat molt
utilitzats perd tenen escassa eficacia.

Solucié de violeta de genciana al 1%-15%, util en candidiasi de mucoses perd molt
antiestetica per I'intens color.

Soluci6 de permanganat de potassi a concentracié de 1:10.000.

Sulfat de cinc al 1:1000

Sulfat de coure al 1:1000

Soluci6 de blau de metilé al 1%, també molt antiestética pel color

Tintura de Castellani, constituida por acid boric, fenol, resorcina, acetona, alcohol,
fucsina. Té també acci6 bactericida i s'utilitza en micosis localitzades en els plecs.
També és antiestética pel color i pot resultar irritant.

Pomada de Whitfield, constituida por acid salicilic, acid benzoic i vaselina. S'utilitza
en dermatoficies i sobretot en “Querion de Celso” (Bennet, 2011).

Solucioé de hiposulfit sddic al 20%, molt utilitzat en pitiriasi versicolor.

Sulfur de seleni, eficag en la pitiriasis versicolor, perd desagradable quant a la seva
aplicaci6 i mala olor.

Acid undecilénic, també utilitzat en la pitiriasis versicolor (Bennet, 2011).
Propilenglicol, és un queratolitic amb propietats antifingiques, s’ha utilitzat en les
onicomicosis en solucié a parts iguals amb urea i acid lactic.

Pomada de Drew

Propionat de sodi

Quinoleina halogenada

Undecilat de cinc

Clorur d’alumini

Acid salicilic
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Families

Substancies principals

Poliens

Amfotericina B (v.0.), Nistatina (v. Topica)

Azols (imidazols)

Clotrimazol, Econazol, Bifonazol, Miconazol,
Ketoconazol (via oral i topica), Tioconazol,
Sertaconazol, Flutrimazol, Eberconazol,
Fenticonazol, Omoconazol, Sulconazol,

Oxiconazol, Terconazol, Butaconazol

Azols (triazols) —via oral

Fluconazol (v.0.), ltraconazol (v.0.), Voriconazol

(v.0.), Posaconazol (v.0.)

Analegs

nucleics

precursors  acids

5-fluorocitosina

Equinocandines

Caspofungina, Micafungina, Anidulafungina (v.i.)

Precursors acids nucleics

Flucitosina

Al-lilamines

Terbinafina (v. Topica i v.0.)
Naftifina (v. Topica)

Derivats de la morfolina

Amorolfina (v. Topica)

Derivats del benzofura

Griseofulvina (v.0.)

Altres antifingics

Clioguinol
Tolnaftat

Preparats
inespecifics:  (Antiséptics

desinfectants topics)

antifingics

o)

Tintura de iode, Pomada de Whitfield, Permanganat
de potassi, Pomada de Drew, propionat de sodi,
undecilat de cinc, Tintura de Castellani, Violeta de
Genciana, quinoleina halogenada, sulfat de coure,
sulfat de cinc, blau de metile, Hiposulfit de sodi,
sulfur de seleni, PPG, acid undecilénic, clorur d’

alumini, acid salicilic.

Taula 3: Classificacio de les substancies antifingiques segons naturalesa quimica.

1.1.3.3  Antifingics Topics

El tractament topic de les infeccions flngiques és Util en els casos de lesions limitades,

superficials i situacions com embaras, lactancia o interaccions amb altres farmacs orals. El

tractament topic es pot utilitzar com a suport del tractament oral i com a profilaxi, un cop hagi

acabat aquest, per tal d'evitar les recidives (Molina de Diego, 2011).

Actualment es disposa de farmacs antifingics de gran eficacia que ens permeten arribar als

objectius de curacié i control amb relativa comoditat per al pacient. En el nostre medi, la

terapia topica és efectiva i suficient en la majoria de casos. Els antifungics topics representen
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el 16% del total dels productes dermatologics i el 65% de tots els antifingics (Caballero i
cols., 2005).

Els antifungics topics resulten d'interés en el tractament de les dermatofitosis. Han d'anar
acompanyats, 0 no, de tractament sistémic, depenent de la localitzacio, I'extensio, la gravetat
i 'etiologia de l'afeccié. Alguns d'aquests mateixos farmacs poden usar-se també per via
sistémica. En general, les micosis superficials amb poca afectacié inflamatdria responen
suficientment al tractament topic. No obstant aixo, les onicomicosis, les candidiasis i moltes
de les tinyes requereixen, a més, un tractament sistemic. De qualsevol manera, l'eficacia
d'aquests preparats depén, en bona part, de la durada del tractament, sent recomanable no
interrompre’l fins després de 2-4 setmanes, segons els casos. Els antifungics topics de major
poténcia sén de tipus azol, concretament imidazols. Juntament amb aquests antimicotics
relativament especifics, hi ha antiséptics amb demostrada activitat antifingica que poden
constituir alternatives eficaces als productes descrits anteriorment com per exemple les

formules magistrals inespecifiques (veure apartat 1.1.3.2.9).

1.1.4 Noves Estratégies per el disseny de formulacions per el tractament de la

infeccions flngiques superficials

A mesura que passa el temps, la necessitat de desenvolupar nous medicaments i
formulacions augmenta (Bseiso i cols., 2015). Els sistemes convencionals, incloent cremes,
pomades i gels sén els vehicles que tradicionalment s'utilitzen per al tractament d'infeccions
fungiques de la pell, fins i tot, si estan localitzades més profundament. Els nous sistemes
d’alliberacié que actualment estan en linia d’investigacié tenen la capacitat de millorar
I'alliberament del farmac en comparaci6 a les formulacions convencionals. A més, estan
especialment adaptats a millorar la penetracié dels farmacs antifungics, el que porta a un
tractament més eficag de les infeccions fungiques de la pell, especialment les més
profundes. Aquests sistemes de transport estan dissenyats per reemplacar lentament els
sistemes convencionals a mesura que més preparacions estiguin disponibles. D'altra banda,
han de proporcionar concentracions de farmac adequades en les capes diana de la pell per
assegurar I'eficacia del tractament topic. Per tant, I'alliberacié dels principis actius antifingics
per arribar a una regié concreta de la pell és avui dia un gran desafiament en termes
d'aspecte terapéutic. En aquest context, la formulacié d’aquests productes juga un paper
clau per a la penetraci6 dels farmacs a través de la pell. A més, les propietats fisicoquimiques
de les molécules dels farmacs antifingics que, en general, sdbn compostos altament lipofils,
poden millorar la penetracié dels farmacs a través d'estrat corni i I'eficacia del producte. En
els Ultims anys, han sorgit diverses guies de formulacié estratégica per optimitzar els nous
vehicles d’administracié de farmacs antifingics i, en certa mesura s’estan publicant algunes

dades prometedores (Gungor i cols., 2013).
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Molt vehicles nous s’estan desenvolupant en els Ultims anys (tal com reflexa les nombroses
publicacions cientifiques al respecte), per la vehiculitzacié de diferents farmacs antifingics.
Dintres de les nombroses publicacions esmentades, podriem classificar el principals vehicles
com (Gungor i cols., 2013; Bseiso i cols., 2015):

- Transportadors col-loidals (Microemulsions, Micel-les i Nanoemulsions)

- Sistemes d’alliberacié Vesicular (Liposomes, Niosomes, Transferosomes i
Etosomes) i Promotors d’absorcié Vesiculars

- Transportadors de nanoparticules: Nanoparticules Lipidiques Solides (SNL'’s) i
Vehicles Lipidics Nanoestructurats (NLC’s)

A continuaci6 a la Taula 4 es repassen les principals linies d’investigacié actuals com a
vehicles alternatius d’administracié topica per millorar la penetracié de farmacs antifingics
en la pell.
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Farmac Vehicle Referéncia Bibliografica
Solucié micel-lar Bachhav i cols., 2011
SLN Hashem i cols., 2011
NLC Maheshwari i cols., 2012
Clotrimazol Etosomes Souto i cols., 2004
Transferosomes Das i cols., 2012
Microemulsions Kumari i cols., 2016
Nanoemulsions Borhade i cols., 2012
Solucié Micel-lar Bachhav i cols., 2011
Nanoesponges Piemi i cols., 1999
NLC, Schaller i cols., 1999
Econazol S.LN Keshri / cols., 2012
Liposomes Sanna i cols., 2007
Etosomes Passerini i cols., 2009
Nanoemulsions Vermai cols., 2012
Sharma i cols., 2011
SLN Piemi i cols., 1999
Liposomes Jain i cols., 2010
Nanoliposomes Peira i cols., 2008
Miconazol Microemulsions Elmoslemany i cols., 2012
Transferosomes Logu i cols., 1997
Bhalekar i cols., 2009
Panditi cols., 2014
liraconazol SLN Mukherjee i qols., 2009
Microemulsions Chudasama i cols., 2011
Voriconazol Tr_ansferoso_mes E/-Haq’idy icols., 2012
Microemulsions Songicols., 2012
Liposomes Loguicols.,1997
Ketoconazol Microemulsions Patel i cols., 2009b, 2011
Niosomes Shirdsand i cols., 2012
Solucié micel-lar Bachhav i cols., 2011
SLN Salerno i cols., 2010
NLC Patel i cols., 2009a
Liposomes Jadhav i cols., 2009
Fluconazol Niosomes El Laithy i cols., 2002
Etosomes Schwarz i cols., 2011
Microemulsions Guptaicols., 2010, 2011
Bhalaria i cols., 2009
Guptaicols., 2012
SLN Chenicols., 2012
o Chitosan gel Vaghasiya i cols., 2013
Terbinafina Liposomes Ozcan i cols., 2009
Sudhakar i cols., 2014
Naftifina M_icroemulsions Erdal i cqls., 2011
Niosomes gel Barakat i cols., 2009
Butenafina Microemulsié base organogel | Zhao i cols., 2006
Sertaconazol Microemulsié base organogel | Sahoo i cols., 2014a,b

Ciclopirox olamina

Niosomes
Liposomes

Shaikh i cols., 2010
Verma i cols., 2010

Nystatin

Nanoemulsions

Fernandez-Campos, 2013

Amfotericina B

Microemulsio
Transferosomes

Butani i cols., 2014
Devi i cols., 2011

Taula 4: Principals farmacs, vehicles antifungics i linies d’investigacié actuals.
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1.2 EMULSIONS MULTIPLES

Les emulsions multiples s6n sistemes dispersos d’'una elevada complexitat tant des del punt
de vista de la formulacié degut a la dificultat que presenta I'estabilitzacié del sistema, com
des del punt de vista de I'estudi de I'alliberament de les substancies actives que es poden
incloure en les diferents fases que les integren.

Tot i aixi, aquestes “emulsions d’emulsions” constitueixen un camp de recerca de gran
rellevancia en l'actualitat, degut a I'extens camp d’aplicacié que se’ls preveu en diferents

ambits de la industria farmaceéutica, cosmeética i quimica.

No cal dir que en ser tan diverses les possibilitats d'Us, ho seran en major mesura els
components, que s’hauran de seleccionar en funcié de cadascuna de les aplicacions

concretes.

Per aquesta rad, I'apartat que es presenta, després de reflectir breument les caracteristiques
de formacio i estabilitzacié de les emulsions “simples” i multiples, i les principals aplicacions
d’aquestes ultimes, es centra exclusivament en I'estudi més detallat de les aplicacions de
les emulsions multiples per a I'aplicacio topica, i en la part experimental d’aquesta memoria
es concreta amb formulacions inédites d’aplicacié topica per al tractament de infeccions
fungiques superficials de la pell.

1.2.1 Les Emulsions Multiples: Conceptes Basics

Per abordar I'estudi de les emulsions mdltiples, cal recordar d’entrada els trets basics de la
formacio i estabilitzacié de les emulsions simples i/o classiques W/O i O/W.

1.2.1.1 Les Emulsions com a Sistemes Dispersos

En general es pot parlar de sistema dispers o dispersié quan existeixen dos o més fases, i
estant subdividides alguna d’elles en particules discretes (Heusch i cols., 2002). Una emulsié
és un sistema dispers heterogeni format basicament per dues substancies liquides
immiscibles estabilitzades per un sistema emulgent (Becher i cols., 1972). En una emulsio,
un liquid esta dispers en el si d’un altre en forma de petites gotetes constituint la fase interna
o dispersa’. L'altra fase que envolta aquestes particules s’anomena fase externa o
continua? . La mida de gota de les emulsions sol ser de l'ordre de micres, son

termodinamicament inestables i per aixd es requereix aplicar energia per a la seva formacio.

Les emulsions es poden classificar segons diversos criteris (Becher i cols., 1972). Segons
la naturalesa de la fase dispersa es coneixen dos tipus d’emulsions:

'° Fase interna, dispersa o discontinua
20 Fase externa, dispersant o continua
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» emulsions en oli (W/Q), la fase dispersa és aquosa i la fase continua oliosa.

* emulsions en aigua (O/W), la fase dispersa és oliosa i la fase continua aquosa.

Aixi doncs, en la nomenclatura classica i/o habitual, la fase externa és la que s’indica al
darrera de la barra.

Segons el volum de fase dispersa les emulsions també es classifiquen en:

» Diluides: el volum de fase dispersa és igual o inferior al 20% i el seu
comportament reologic és newtonia.

« Concentrades: el volum de fase dispersa esta entre 20-74% i el seu
comportament reoldgic és no newtonia.

» Altament concentrades: sén emulsions en les que el volum de fase dispersa és

igual o superior al 74% i els seu comportament reologic és viscoelastic.

Les emulsions s6n termodinamicament inestables i per aixd es requereix aplicar energia per
a la seva formacié. L'obtencié d’emulsions del tipus W/O i O/W depén de diversos factors.
Per exemple, si una de les dues fases esta en una proporcié molt alta hauria de constituir
en principi la fase externa. Tot i aixi, si per aconseguir la divisié de la fase interna en el si de
I'externa només s’ha emprat energia mecanica, les fases es separaran rapidament. Per
afavorir la formacio i estabilitzacio de les emulsions resulta de gran importancia la preséncia
de tensioactiu(s)?' que sén molécules amfifiliques?® que presenten una part hidrofoba?® (o
apolar) i una part hidrofila®* (o polar). Per tant ho podriem definir com una entitat dual polar-
apolar. Aquestes molecules consten d’'un grup polar com per exemple alcohols, acids,
sulfats, sulfonats, fosfats, amines, amides, etc. El grup apolar o poc polar generalment és
una cadena hidrocarbonada alquidica o benzilalquidica. La part polar té afinitat pels solvents
polars com l'aigua i s'anomena generalment la part hidrofila o hidrofilica. Pel contrari el grup
apolar s'anomena la part hidrofoba i hidrofobica i també lipofilica. La part hidrofobica és una
cadena hidrocarbonada lineal (i a vegades ramificada) mentre que la part hidrofilica és un
grup ionic o fortament polar (Fig.15).

Aquestes molécules disminueixen la tensié interfacial i, per tant, 'energia requerida per al
procés d’emulsificacio, i confereixen estabilitat a les gotes de fase dispersa respecte a la

2! El terme tensioactiu fa referencia també al terme Surfactant, agent de tensié superficial. La paraula surfactant ve de
I'angles que vol dir “Surface Active Agent”. El terme emulgent fa referencia a una propietat dels tensioactius que es fan
servir per preparar emulsions.

22 |a paraula amfifiliques prové de dos arrels gregues, i el prefixe “amfi” significa “ doble”, del dos costats “alrededor” i
per altra banda I'arrel “filo” significa “afinitat”.

2 Hidrofoba, lipofila, apolar fan referéncia al mateix terme.

24 Hiidrofila, hidrofilica, polar fan referéncia al mateix terme.
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coalescencia. Els tensioactius, segons el cas, també poden actuar com agents emulgents,
solubilitzants, humectants, detergents, espumants i dispersants.

Part Polar o Hidrofila

ol
“— Part Apolar o Hidréfoba J/Xr \‘

Aigua

Figura 15: Representacié esquematica basica d’'una molécula tensioactiva amb la regié
apolar, o lipdfila i la regi6 polar o hidrofila.

Aquestes substancies amfifiliques posseeixen la caracteristica de modificar les interaccions
interfacials mitjancant la promocié de fendmens d’adsorcié. Aquests son coneguts com
agents de superficie o tensioactius. Aixi doncs, tots els tensioactius sén compostos amfifilics,
perd no tots els compostos amfifilics es poden considerar tensioactius, com I'alcohol etilic,

gue és un component amfifilic perd no és un tensioactiu ja que no té cap activitat interfacial.

Les molecules tensioactives poden classificar-se segons I'estructura molecular. D’aquesta

manera els tensioactius es poden classificar en:

» Cationics

e Aniodnics

» Anfotérics
* No lonics

e Altres

Regla de Bancroft

Bancroft el 1913 va ser el primer investigador que va comprendre que I'estructura d’'una
emulsio, obtinguda mitjangant un tensioactiu, depén en gran mesura de la naturalesa
d’aquest tensioactiu. Bancroftva establir una regla empirica (sense donar més explicacions)
establint que el liquid en el qual la solubilitat del tensioactiu és major actua com fase continua
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de 'emulsié. Es a dir, la Regla de Bancroft mostra com la formacié i I'estabilitat de les

emulsions estan estretament relacionades amb I'eleccié de I'agent emulsionant.

Balanc HLB

Segons el balang hidrofil-lipdfil o HLB (“Hydrophilic-Lipophylic Balance”), terme introduit per
Griffin el 1949, els tensioactius amb valors alts d’'HLB formen emulsions O/W i els
tensioactius amb valors baixos d’HLB formen emulsions W/O.

El valor de HLB que se li assigna a un tensioactiu va directament relacionat amb la solubilitat
que té el tensioactiu. Un valor baix de HLB significa alta solubilitat en solvents apolars
(tensioactius hidrofobs o lipofilics), mentre que valors alts de HLB impliquen solubilitat en
solvents polars (tensioactius hidrofils). Per formar una emulsié del tipus oli en aigua (O/W)
s'utilitza un tensioactiu que sigui soluble en aigua, és a dir d'alt HLB mentre que per formar
una emulsié d'aigua en oli (W/O) es fa servir un tensioactiu soluble en oli, és a dir de HLB
baix. A grans trets una correlacié general entre HLB i I'ls del tensioactiu es pot veure a la

Taula 5.
HLB Us
4-6 Tensioactius per W/O
7-9 Agents humectants
8-18 Tensioactius per O/W
13-15 Detergents
10-18 Solubilitzants

Taula 5: Correlacié existent entre el HLB requerit i els usos per als diferents tipus
d'emulsions (segons Griffin, 1954).

En funci6é de la naturalesa dels emulgents, I'estabilitzacié de I'emulsié s’aconsegueix per
diferents causes:

» Per disminucié de la tensié interfacial entre la fase aquosa i I'oliosa: és el cas
dels tensioactius. Els tensioactius aconsegueixen la formacié d’'una pel-licula
monomolecular i flexible al voltant de les gotetes de la fase interna. Recentment,
s’ha demostrat que en emulsions O/W estabilitzades mitjancant emulgents no
ionics, la preséncia d'estructures laminars en la fase continua contribueix
decisivament a estabilitzar la pel-licula monomolecular d’emulgent, situada a la
interfase.
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» Augmentant la viscositat d’'una de les fases: és el cas dels col-loides hidrofils
naturals, com les gomes arabiga i de tragacanta, i sintétics com la metilcel-lulosa,
gue en ser substancies hidrofiles, es dispersen o s’inflen en l'aigua formant
solucions col-loidals, que es pot considerar que constitueixen pel-licules
multimoleculars al voltant de les gotetes.

« Acci6 doble, tant sobre la tensié interfacial com sobre la viscositat. Es el cas dels

emulgents no ionics.

Dintre de les substancies que s’'usen com a adjuvants per a viscositzar la fase aquosa i
aconseguir aixi I'estabilitzacié del sistema, cal esmentar també altres productes de sintesi,
com és el cas dels polimers de I'acid acrilic (Carbomer, Carbopol”). Els polimers acrilics
adquireixen la maxima viscositat, i per tant la major efectivitat, a pH propers a la neutralitat.
Algunes substancies actuen a la vegada sobre la tensi6 interfacial i sobre la viscositat. Com
exemple es poden esmentar alguns tensioactius no ionics en excés en emulsions O/W, com
és el cas de l'alcohol cetoestearilic. També cal esmentar que alguns solids finament dividits
s’adsorbeixen a la interfase i actuen com a emulgents, en combinacié amb els tensioactius
sintétics i/o macromoleculars que incrementen la viscositat. Es el cas de les argiles
col-loidals com la bentonita, el silicat d’alumini col-loidal i els silicats d’alumini i de magnesi
col-loidals, entre d’altres. La mida de les seves particules és molt petita en relacié amb la de

les gotes de la fase interna i formen una barrera mecanica que dificulta la coalescéncia.

Tot i aixi, cal recordar que si bé és fonamental per a obtenir una emulsi6 estable que estigui
optimament formulada, no és suficient aquesta condicié. A tall d’exemple suposem
I'elaboracié d’'una emulsi6 O/W mitjangant emulgents no idnics. Per bé que el sistema
emulgent orienti adequadament a emulsié6 O/W (emulgent d'HLB alt) i que aquest HLB
coincideixi amb el requerit per la fase oliosa, diversos factors com la temperatura a que s’han
escalfat les fases, la velocitat d’agitacié en incorporar-les, la ubicacié dels emulgents en la
fase prévia a la mescla, la velocitat d’agitacié en el procés de refredament i el temps de
refredament en emulsions espessides, entre d’altres, poden dur a I'obtencié d’emulsions de
caracteristiques diferents. Efectivament es poden obtenir emulsions més o menys

polidisperses, de diferents caracteristiques reologiques i per tant de diferent estabilitat.

Aixi doncs, cal remarcar que per a obtenir emulsions que presentin sempre les mateixes
caracteristiques, s’ha de treballar en idéntiques condicions. Per aix0 és indispensable
garantir la qualitat de les primeres matéries i treballar segons un protocol preestablert on
s’indiqui detalladament I'utillatge a emprar i el métode d’elaboracio.
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1.2.1.1.1 Estabilitat de les Emulsions

L’estabilitat de les emulsions depen de la naturalesa i concentracié dels seus components,
aixi com, el métode de preparacié entre d’altres. Tot i que les emulsions sén sistemes
termodinamicament inestables, poden permanéixer estables des de pocs segons fins a anys,
ja que poden presentar estabilitat cinetica (Becher i cols., 1983).

L’estabilitat de les emulsions la confereix essencialment I'agent emulsionant (generalment
tensioactiu), que modifica les propietats de la interfase aigua/oli dificultant el contacte entre
les gotetes emulsionades. També influeixen entre d’altres factors la naturalesa i concentracio
del tots els components aixi com el métode d’elaboracié. En les emulsions ben elaborades,
els globuls de la fase interna s6n monodispersos d’una mida que varia, segons I'emulsié, de

0.5 a 50 um en general.

La inestabilitat de les emulsions es manifesta essencialment en els fenomens de
sedimentacié o cremat, maduracié d’Ostwald, floculacié i coalescéncia. Aquest mecanismes

poden actuar individualment o conjuntament.

+ Cremat i sedimentacio: El cremat i la sedimentaci6 consisteixen en I'apropament de
les goticules de la fase interna degut basicament a la diferéncia de densitats entre la
fase dispersant i la dispersa (Fig. 16). Aquests agrupaments es poden dipositar tant a la
superficie com al fons dels recipient que conté I'emulsié. Quan I'apropament és a la
superficie parlem de cremat i quan és al fons del recipient parlem de sedimentacié. La
coalescéncia és produeix quan les gotes en contacte es fusionen entre elles formant
gotes de gran mida. El cremat és un fenomen reversible ja que agitant es pot tornar
homogeneitzar I'emulsié. En canvi, la coalescéncia és un fenomen irreversible ja que
indica la ruptura de I'emulsid, que en el seu estat més avangat portara a la completa
separaci6 de fases. L'estabilitat de les emulsions ha de permetre que el seu aspecte
macroscopic es mantingui invariable al llarg de la conservacié. Excepcionalment, segons
la densitat de les fases, pot aparéixer un lleuger cremat o una lleu sedimentacié: en

aquests casos les emulsions han de recuperar el seu aspecte inicial per agitacié normal.

» Maduracié d’Ostwald: La maduraci6 d’Ostwald (“Ostwald Ripening’) es deu a la difusié
de la fase dispersa des de les gotes més petites fins a les més grans, el que provoca
que les gotes petites disminueixen la grandaria i les més grans I'augmentin. Aquest
procés es una conseqiéncia de la diferent pressié de Laplace de les gotes de diferent
grandaria i és un mecanisme irreversible (Taylor, 1995, 1998; Tadros 2009).

» Floculacié: La floculacié es degut a I'associacio de gotes formant agregats degut a les
Forces atractives de Vander Waals entre les gotes. Aquesta agregacié manté les gotes

34



Capitol Il: Objectius i Pla de Treball

amb la seva propia identitat, es a dir, no hi ha ruptura del film interfacial. Depenent de la
intensitat de les Forces de Vander Waals la floculacié pot ser reversible o irreversible.

» Coalescencia: Mitjangant aquest procés les gotes de I'emulsié es fusionen entre elles
per formar gotes de mida més gran. Es un mecanisme de desestabilitzacié irreversible
com ja s’ha dit. El cremat és reversible ja que es pot restablir ’lhomogeneitat de I'emulsié
agitant. La coalescéncia és irreversible, i indica la ruptura de I'emulsio, que en el seu
estat més avancat portara a la completa separaci6 de fases.

oy
g

SED

Cremat o Sedimentacio Maduracio d'Ostwald Floculacio Coalescéncia

Separacié de Fases

Figura 16: Tipus de fendmens d’inestabilitat de les emulsions (esquema segons Morral,
2011).

1.2.1.2 Emulsions Mdltiples

Una emulsié multiple és basicament la dispersié d’'una emulsié en una tercera fase. Les
emulsions miltiples sén sistemes complexos que la majoria d’autors defineixen com una
emulsié en una emulsid, és a dir, un sistema dispers en el que coexisteixen dos tipus
d’emulsions. En aquests sistemes les gotes de la fase dispersa contenen a la seva vegada
gotetes dispersades més petites. Aix0 significa que existeixen dos tipus d’emulsions:
emulsions O/W/O (oli-en-aigua-en-oli) on les particules aquoses disperses en la fase oliosa
contenen a més a més petites gotetes d’oli, i emulsions W/O/W (aigua-en-oli-en-aigua) on
les particules olioses disperses en la fase aquosa contenen a més a més petites gotetes
d’aigua (Fig. 17). En la nomenclatura habitual, les emulsions simples reben el nom
d’emulsions de primer ordre, ja que posseeixen una sola interfase, mentre que les emulsions
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multiples es consideren de segon ordre ja que posseeixen dues interfases. Es possible
obtenir emulsions de tercer, quart i cinqué ordre i fins i tot més.

Emulsions Simples Emulsions Multiples

w/0 o/w o/w/o W/O/W

@ o eeo

@
O ° ®
Y
7 =

XY &

i \ R
Aigua Qi Oli Aigua Oli Aigua Ol Aigua Oli  Aigua

Figura 17: Representacié esquematica de dues emulsions simples (W/O i O/W) i dues
emulsions multiples (O/W/O i W/O/W).

Les breus consideracions efectuades a I'apartat anterior sobre la formacio i estabilitzacié de
les emulsions simples donen ja idea de la dificultat per obtenir i estabilitzar emulsions
multiples, aixi com per aconseguir que les emulsions obtingudes tinguin les mateixes

caracteristiques macroscopiques, microscopiques i d’estabilitat.

Els emulgents que s’empren per a la seva estabilitzacié son basicament els mateixos que
per a les emulsions simples, si bé recentment apareixen en el mercat tensioactius de

caracteristiques especifiques idonies per a I'obtencié d’aquest tipus de sistemes dispersos.

Des del punt de vista de la seva aplicacié algunes emulsions multiples es poden considerar
com a reservoris o sistemes de membrana liquida. Efectivament, els compartiments interns
i externs estan separats per una membrana liquida capag de vehicular ingredients actius en
ambdos costats. Existeix la possibilitat, en funcié de la férmula de que es disposa, que un
ingredient actiu dintre del compartiment intern, en certes condicions, es desplaci al
compartiment extern i el sistema es comporti com una forma d’alliberacié prolongada. Si
lingredient actiu esta inclos dintre del compartiment extern, en certes condicions, es
desplagara al compartiment intern i aquest es comportara com un sistema “segrestador”.
Basicament, el gran interés despertat per les emulsions multiples en relacié a les emulsions
simples es deu a la capacitat de retardar I'alliberacié de la substancia activa encapsulada.
Per tant les emulsions multiples no sols sén sistemes molt més complexos que les emulsions
simples, sind que també constitueixen un camp d’investigacio recent i prometedor gracies a
la seva capacitat multicompartimental i les seves capacitats d’alliberacié prolongada i
sostinguda. Els estudis més nombrosos sobre aquestes emulsions es basen en sistemes
W/O/W.
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Si a més, es tenen en compte altres factors que entren en el camp de la dermatologia, es
constata que els productes exclusivament oliosos actuen de manera oclusiva, mentre que
els sistemes polifasics, com sén les emulsions, tenen major agradabilitat al tacte i un menor
efecte oclusiu, que seria en sentit de major a menor, les A/O i les O/A, aquestes ultimes dites

també rentables i que ja no sén oclusives.

Les emulsiones multiples foren observades ja en 1925 per Seifriz, quan va detectar la
formacio de petites gotetes en la fase dispersa d’una emulsié simple i va ser el primer en
publicar fotografies al microscopi de les mateixes (Seifriz, 1925). Becher també observa la
formacié de gotes multiples durant la inversi6é d’'una emulsié i Sherman comprova que les
anomenades emulsions multiples s’obtenien de forma inesperada durant el procés
d’emulsificaci6 ordinari a altes concentracions de fase dispersada o d’emulgent. Del Pozo
Ojeda i cols. senyalaren la preséncia d’aquests sistemes en cerats formulats amb borat sodic
als quals s’han atribuit classicament I'efecte refrescant sobre la pell ("cold creams") (Del
Pozo i cols., 1952).

Pero en l'actualitat, la caracteritzacié de les emulsions mdultiples fixa parametres molt més
concrets amb la finalitat no només de garantir-ne I'estabilitat, sin6 també de possibilitar
I'obtencié de parametres reproduibles tant des del punt de vista fisico-quimic com
biofarmaceéutic.

Nomenclatura

En segon lloc, trobem en la literatura cientifica denominacions de les emulsions mdltiples
com ara emulsions dobles o emulsions triples ( "double emulsion" o "triple emulsion"). De
fet, el terme emulsié doble seria el més apropiat ja que coexisteixen dins el sistema dos
emulsions. L'emulsi6 triple és també acceptable i d'Us habitual, perd aquest terme és
desaconsellable ja que no s'aplica a emulsions multiples reals sind a preparacions diverses
constituides, per exemple, per un emulsi6 simple gelificada, o una emulsi6 amb
microparticules en suspensid o fins i tot una emulsié simple en la qual s'incorpora un

ingredient en la fase aquosa i un ingredient en la fase oliosa (Seiller i cols., 1996).

Diversos autors han proposat nomenclatures determinades per a identificar els diferents
tipus d’emulsions miltiples que es presenten en la practica. Aixi Florence i Whitehill (1982)
classificaren les emulsions multiples que obtenien en tres tipus: A, B, C., en funcié de la
mida i nombre de gotetes a les fases internes de les emulsions multiples (Fig. 18). Els autors
del treball experimental preparen tres tipus diferents d’emulsions aigua-miristat d’isopropil-
aigua utilitzant diferents tensioactius no ionics. L’'emulsié primaria W/O, estabilitzada amb un
2,5% de Span" 80, es redispersa en igual volum d’aigua que conté un 2% de un tensioactiu
hidrofil: Brij” 30 en el sistema A, Triton X-165 en el sistema B i una barreja 3:1 de Span”

80/Tween™ 80 en el sistema C. Les emulsions del tipus A presenten gotes multiples petites
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(diametre aprox. 10 um) que generalment (un 80%) contenen una Unica gota aquosa interna
de diametre mig proxim a 3 um. Les emulsions del tipus B estan formades per gotes multiples
majors (diametre aprox. 20 um) que contenen nombroses gotetes aquoses més petites
(aprox. 2 um) que en les emulsions dels tipus A. Els sistemes C presenten gotes multiples
molt grans (diametre aprox. 25 pm) amb un gran nombre de gotes internes en un estat
aparentment floculat. Segons Davis i cols. (1987) solament les emulsions del tipus C tenen
aplicacié com sistemes d’alliberacié de substancies.

©©©

Figura 18: Tipus de emulsions (A, B, C) segons mida i nombre de gotetes en la fase
interna (segons Florence i Whitehill, 1982).

Sheppard i Tcheurekdjan (1977) proposen una notacié que utilitza subindexs per designar
les emulsions multiples. Aquesta notacié permet distingir quan la composicio de les fases
aquoses i/o olioses és idéntica, identificant-les amb un subindex, mentre que quan son fases
de composici6 diferent tenen subindexs diferents. Aixi per descriure una emulsié W/O/W de
fases aquoses amb diferents composicions, es pot dir que la fase aquosa W1 esta dispersada
en la fase oliosa O, constituint 'emulsié primaria W+/O, i a la vegada es redispersa en una
fase continua externa de diferent composicié (W5). Per tant la notacié de I'emulsié multiple
en aquest sistema sera equivalent a la notacié W1/O/Wo.

Analogament, un sistema oli/aigua/oli pot escriure’s segons la notacié O1/W+/O.. | si les fases
homonimes fossin d’igual composicio la notacié seria W/O/W i O/W/O respectivament.

Aquests autors denominen els sistemes W1/O1/W2 o O1/W1/O2 com emulsions de segon
ordre amb tres constituents. Quan les fases internes i externes sén idéntiques, les emulsions

W/O/W i O/W/O reben el nom de segon ordre amb dos constituents.

Altres sistemes més complexos poden descriure’s com emulsions de tercer ordre, quart,
cinque, etc. Utilitzant doncs aquesta terminologia, les emulsions simples O/W o W/O serien

emulsions de primer ordre.
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Finalment cal esmentar que en la nomenclatura anglosaxona i francesa les emulsions
multiples A/O/A i O/A/O corresponen a les emulsions W/O/W, O/W/O i H/L/H, L/H/L

respectivament.

Quant als emulgents, imprescindibles per estabilitzar les interfases de signe contrari que
coexisteixen en les emulsions multiples, solen identificar-se com a emulgent o sistema

emulgent primari (E 1) i emulgent o sistema emulgent secundari (E II).

Per a les emulsions mdltiples del tipus W/O/W, les molécules de I'emulgent | (E 1), de
tendencia lipdfila, s’orienten a la interfase interna W/O, i les de I'emulgent Il (E Il) de
tendéncia hidrofila, a la interfase externa O/W.

1.2.1.3 Mecanismes d’inestabilitzacio de les Emulsions Mdltiples

Els mecanismes d'inestabilitzacié de les emulsions mudltiples son varis i complexos, i
engloben des de I'apropament (similar al cremat) i possible fusié (coalescéncia) de les
gotetes de I'emulsid primaria que constitueixen la fase interna de I'emulsié multiple, fins a
I'apropament i conseqlient coalescencia de les gotetes que a la seva vegada constitueixen
la fase interna de dita emulsié primaria. Aquestes gotetes poden també ser “expulsades” de
I'emulsié que constitueix la fase interna i per tant, degut a la seva afinitat amb la fase més
externa de I'emulsié mltiple, difondre’s i desaparéixer en el si d’aquesta.

Florence i Whitehill (1981) han estudiat els possibles mecanismes de ruptura d’emulsions
multiples tipus W/O/W. Dits mecanismes s’equematitzen a la Figura 19:

Coalescéncia

OOt @23
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Figura 19: Esquema de les possibles vies de ruptura que poden seguir els sistemes
W/O/W (segons Florence i Whitehill, 1981).
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(a) Coalescencia de les gotes olioses (simples o multiples);

(b, ¢, d, e) Expulsio individual de les gotetes aquoses internes;

(f) Expulsié de més d'una gota;

(9) Expulsié de totes les gotetes internes a la vegada (poc freqlent);
(h, i), (j, k) Coalescéncia de les gotetes internes abans de I'expulsid;
(I, m, n) Sortida de I'aigua per difusié, a través de la fase oliosa,
produint una reduccié gradual de les gotetes internes.

Aquests autors han estudiat en tres sistemes diferents W/O/W, el canvi en el nombre i
grandaria de les gotes internes, i els canvis de diametres de les gotes multiples durant un
periode de temps. L'observacié d’aquests canvis va permetre als autors dissenyar un
esquema de les vies de ruptura de les gotes multiples (Fig. 19).

1.2.1.4 Composicié i métodes d’obtencio

Avui en dia, les emulsions multiples ofereixen més estabilitat que en el passat, i la formulacié
i elaboraci6 a escala de laboratori i industrial s'ha convertit en una tasca més facil. Degut a
la preséncia de diferents interfases, la formulacié i elaboracié d’emulsions multiples és més
complexa i delicada que les emulsions simples i/o classiques que posseeixen una sola
interfase. De totes maneres, gracies als nous excipients i concretament els emulgents
polimérics, que proporcionen una pel-licula forta, gruixuda i ben definida al voltant de la
interfase W/O la formulacié d’aquestes sistemes ha esdevingut més senzilla (Seiller i cols.,
1998).

1.2.1.4.1  Principals excipients utilitzats per a Via Topica

Els ingredients utilitzats per a la formulacié d'aquests sistemes s6n molt nombrosos i
practicament idéntics als utilitzats en la produccié d'emulsions simples. No obstant aixo
I'eleccié de cada un d'ells i la concentracié també sén uns factors determinants per a la
caracteritzacio i estabilitat d'aquests sistemes. L'objectiu d'aquest apartat és recollir la
majoria d'ingredients utilitzats per a I'elaboraci6 d'emulsions multiples en la bibliografia actual
i en segon lloc establir els métodes d'obtencié actualment utilitzats per a I'elaboracié
d'emulsions mdltiples.

En primer lloc els constituents de les diferents fases en funcié de la seva hidrofilia i lipofilia,
és a dir els components de la fase oliosa, aquosa i els emulgents, com a possibles
components de les diferents fases del sistema dispers. En segon lloc els additius i/o
adjuvants que poden contenir aquests sistemes formulacions i la naturalesa de les

substancies encapsulades.
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Per Ultim es descriuen els meétodes més usuals avui dia per a l'obtencié d'emulsions

multiples.

A continuaci6é es descriuen els principals excipients emprats en I'elaboracié d’emulsions
multiples per via topica, classificats en funci6 de la seva hidrofilia i lipofilia, com a possibles
components de les diferents fases del sistema dispers.

Fase aquosa

La fase aquosa tant interna com externa esta constituida basicament per aigua desionitzada
o destil-lada. A més de I'emulgent hidrofil, pot portar addicionades substancies actives o
adjuvants. En la fase aquosa és possible introduir per exemple:

» estabilitzants: sucres, electrolits (NaCl), o caseinat sodic.

» modificadors de pH: acid lactic, fosfat sodic.

e conservants, per evitar el desenvolupament microbia: parabens, sorbat sddic.

» hidrocol-loides i polimers que augmenten la consisténcia i proporcionen una certa
reticulacié al sistema: gelatina, carboximetilcel-lulosa, pectina, gelosa, gomes (goma
xantana), alginats, polimers de I'acid acrilic (carbomer), etc.

* marcadors per al seguiment de I'estabilitat: glucosa, 6-carboxifluoresceina, MgSQOea,
colorants, entre d’altres.

Els electrolits son les substancies més utilitzades. Basicament la finalitat d'aquestes

substancies és:

« Promoure un balang osmotic entre la fase interna i externa

« Incrementar l'estabilitat dels sistemes mitjancant el fenomen de "salting out". Es a
dir, hi ha competicié entre I'electrolit i el emulgent lipofil per les molécules d'aigua, el
gue provoca que I'emulgent sigui menys hidrofil i que emigri cap a la interfase. Aixo
donara lloc a una interfase més rigida i a una barrera mecanica més efectiva.

» Com aindicadors en la ruptura del sistema

Nielsen i cols de Beiersdorf (1994) aconsellen utilitzar concentracions d'electrdlits entre 0,3-
0,8%. Les emulsions multiples obtingudes utilitzant aquestes concentracions no van mostrar
alteracio de la fase interna, de la mida de goticula, oferien una llarga estabilitat térmica a
diferents condicions d'emmagatzematge i més oferien una excel-lent compatibilitat sobre la
pell. De Luca i cols (1990) assenyala que els electrolits s6n substancies elementals per
estabilitzar I'emulsié primaria i troba que la concentracié (MgSO.) optima és el 0,7%. En la
mateixa linia Sufier i cols (1998) avaluen la influéncia del CINa en la fase interna de I'emulsié
multiple W/O/W. Els resultats van mostrar que I'addicié de NaCl en la fase interna emulsié
primaria W/O provocava un increment de la viscositat de I'emulsi6 primaria W/O i de I'emulsioé
multiple W/O/W. En tots els casos la preséncia de NaCl en la fase interna estabilitza el
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sistema multiple i I'0Optim percentatge de NaCl estava compres entre 0,4-0,6% (De Luca i
cols., 1990).

Fase oliosa

La naturalesa de la fase oliosa pot tenir un efecte significant en la formacié i el comportament
de les emulsions multiples. Al igual que les emulsions simples O/W i W/O, algunes
caracteristiques com l'oli, la viscositat i la polaritat poden determinar la distribucié de la
grandaria de gota i I'estabilitat de I'emulsié (Garti, 1998). Les fases olioses més utilitzades
per a la preparacié d’'emulsions multiples W/O/W i O/W/O s6n els hidrocarburs, triglicérids,
esters i altres substancies. Quant als hidrocarburs refinats, la parafina liquida és la més
utilitzada. També s’han utilitzat hidrocarburs com hexadeca, dodeca, octa, ciclohexa,
heptametilnona, tolué i esqualé entre d'altres. Segons De Luca la parafina millor tolerada per
obtenir resultats satisfactoris és una parafina viscosa (viscositat entre 110-230 cP), parafines
més liquides donen lloc a resultats no tan satisfactoris (De Luca i cols., 1990).

Els triglicerids sén acids grassos saturats i insaturats, de cadena llarga esterificats amb la
glicerina. Els triglicérids més utilitzats per a la formulacié d’emulsions mdltiples sén l'oli de
cacauet, oli d'oliva, oli de sésam, oli d’'ametlles dolces, oli de blat de moro, oli de rici, oli
d’avellana, oli de germen de blat, oli de girasol, oli de cartam, oli d’argan, oli de soja i fins i
tot barreja d’olis. Cal ressaltar que en els estudis experimentals publicats es ressalta la
dificultat de dispersar els olis descrits anteriorment en la fase aquosa en comparacié amb
els hidrocarburs (Davis, 19817).

Segons Florence i Whitehill (1982) el procediment habitual és utilitzar olis minerals ja que
produeixen emulsions multiples més estables que les elaborades amb olis vegetals. Davis
troba que l'estabilitat de les formulacions amb determinats olis decreixia en aquest ordre:
parafina liquida>esqualé>oli de sesam> oli de blat de moro i cacauet.

Els ésters grassos de cada llarga més utilitzats sén el miristat d’isopropil, oleat d’isopropil,
palmitat de octil, palmitat d’isopropil i oleat d'etil. Altres substancies com ara els ésters
d'origen semisintetic com els triglicérids de cadena mitja (MCT) o caprilat/caprat de trigliceril
també s6n ampliament utilitzats. Aquestes substancies sén olis lleugers en comparacio6 als
descrits anteriorment i produeixen emulsions amb una viscositat menor i una fase externa

oliosa menys greixosa.

També s'han utilitzat altres substancies com alcohols grassos, ceres i algunes silicones soles
0 barrejats amb altres olis per ajustar la viscositat de la fase grassa, entre d'altres (Rocha-
Filho i cols., 1989). L'oli de jojoba també s’ha utilitzat per I'elaboraci6 d’EM. Com silicona
també s'ha utilitzat I'oli de silicona (DC® 200 Fluid 50 CST, Dow Corning).
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La naturalesa de la fase oliosa és un factor molt important a I'nora de caracteritzar el producte
final. Les caracteristiques fisicoquimiques com la polaritat, densitat i viscositat sén molt
determinants (Florence i cols., 1982).

En la preparacié d'una emulsi6 W/O/W, Frankenfeld i cols el 1976 utilitzen una barreja
constituida per proporcions variables de parafina espessa i fluida per variar la viscositat
global de la fase oliosa. Els resultats van mostrar que per a una concentracié de parafina
fluida superior al 50% I'emulsi6 és inestable. Per Panchal i cols (1979) la viscositat no és
només I'inic factor a tenir en compte sobre I'estabilitat de les emulsions mdltiples. Els autors
comproven que aquests sistemes constituits per parafina liquida de viscositat elevada era
menys estables que sistemes constituits amb querosé de viscositat molt menor.

Una certa homogeneitat es desprén a I'hora d'escollir la concentracié de la fase oliosa. Es
possible constatar que la fase oliosa més freqlientment utilitzada son els hidrocarburs i que
la seva concentracio es troba entre el 20-50%.

Emulgents

Els emulgents que s'utilitzen per a I'estabilitzacié d'emulsions multiples sén basicament els
mateixos que per a les emulsions simples, si bé recentment les industries de tensioactius
han llangat al mercat productes de caracteristiques especifiques idonies per a I'obtencid
d'aquest tipus de sistemes dispersos. No obstant, en ocasions s'empren també barreges
d’emulgents, tant per preparar I'emulsié primaria com per preparar I'emulsié multiple final. A
la bibliografia es troben excepcionalment emulsions mdultiples preparades amb un sol
emulgent (Distefano, 1983).

Les emulsions multiples estan constituides per dos liquids immiscibles com a minim. Per a
la seva realitzacié es necessita la preséncia minima de dos emulgents, tal com s’ha indicat
anteriorment. Per a les emulsions multiples tipus W/O/W les molécules d'emulgent |, de
tendéncia lipodfila s'orienten a la interfase interna W/O i els de I'emulgent Il de tendéncia
hidrofila a la interfase externa O/W. Originen aixi, si el percentatge i la naturalesa dels
emulgents és I'adequat a la fase oliosa, dues pel-licules monomoleculars. Les parts apolars
dels emulgents es troben a la fase oliosa, mentre que la part polar es troba a la fase aquosa
interna o externa (Seiller i cols., 1996). Segons Florence i cols (1982) perqué una emulsio
multiple W/O/W pugui tenir un minim d'estabilitat han de preparar-se amb dos emulgents, 1
emulgent per estabilitzar I'emulsié W/O (lipdfil) i un emulgent secundari capag de estabilitzar
una emulsié O/W (hidrofil), i aquest és el pilar basic per a la preparacio de sistemes mdltiples.

Per ales emulsions multiples tipus W/O/W les molécules de I'emulgent |, de tendéncia lipofila
s’orienten a la interfase interna W/O i les de I'emulgent Il de tendéncia hidrdfila a la interfase
externa O/W. Originen aixi, si el percentatge i la naturalesa dels emulgents és I'adequat a la
fase oliosa, dues pel-licules monomoleculars. Les parts apolars dels emulgents es troben a
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la fase oliosa, mentre que la part polar es troba a la fase aquosa interna o externa. Aixi doncs
els emulgents aixi disposats formaran amb la fase oliosa un embolcall a les vesicules

aquoses internes.

En la preparacié d’emulsions multiples s’utilitzen tensioactius anionics (tot tipus de sabons),
tensioactius cationics (sals d’amoni quaternaris, o sals d’amines) i tensioactius no ionics
(esters de glicerol, de sorbita o de sacarosa). S’han utilitzat fins i tot emulgents de
procedéncia microbiana aillats de soques de Corynebacterium Sp. PPS-II. (Panchal i cols.,
1979).

El tipus d’emulgent seleccionat depén de I'aplicacié de I'emulsié mdltiple. Es evident que
segons l'aplicacié en la industria cosmética, farmacéutica i alimentaria, la toxicitat dels
components és un factor a considerar. Matsumoto assenyala també que per a l'obtencié
d'uns nivells dptims de gotes mdltiples cal la utilitzacié de tensioactius no idnics en detriment
dels emulgents ionics (Matsumoto i cols., 1976). Els tensioactius no ionics (ésters de glicerol,
de sorbita, de sacarosa) representen la majoria dels emulgents emprats per a I'elaboracié
d'emulsions multiples atés que sén menys toxics, presenten menys incompatibilitats, la seva
efectivitat no es veu modificada per variacions de pH, tenen poca interacci6 amb
components idnics i a més sén ben coneguts en la formulacié d'emulsions (Florence i cols.,
1982; De Luca i cols., 1988).

Com s’ha indicat, per formar una emulsid6 multiple es requereixen com a minim dos
emulgents: un emulgent | per formar 'emulsié primaria i un altre emulgent Il per estabilitzar
aquesta fase enfront a la fase externa de I'emulsié multiple. No obstant en ocasions s’han
utilitzat barreges d’emulgents tant per preparar I'emulsié primaria com per preparar 'emulsioé

multiple.

Toti que hi ha emulgents i fases olioses molt més adaptades que altres, tots els constituents
habituals de les emulsions permeten obtenir emulsions multiples, tot i que vegades s’han de
satisfer certes condicions relatives com poden ser les concentracions Optimes dels
emulgents | i ll, i 'THLB de la barreja d’emulgents. Qualsevol que sigui el tipus d’emulgent
utilitzat existeix una concentracié optima per estabilitzar el complex sistema i trobar un

equilibri entre les proporcions relatives dels mateixos.

Dins dels emulgents més emprats cal destacar els no idnics. Cal assenyalar, pel que fa als
E |, els esters de sorbita de cadena llarga hidrocarbonada, els derivats perfluorats i sobre tot
els emulsionants macromoleculars tipus cetil-dimeticona-copoliol (CDC). Pel que fa al E I
els més utilitzats son els ésters de sorbita polioxietilenats, els copolimers d’oxid d’etilé i d’0xid
de propile, els alcohols grassos fortament etoxilats i els condensats de poliglicerol (Seiller i
cols., 1996).
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Matsumoto i cols. (1976) demostren que el principal factor que influeix en la formacié d’'una
emulsio W/O/W és la relacié entre 'emulgent lipdfil en la fase oliosa i 'emulgent hidrofil en
la fase aquosa continua. Indiquen que per preparar una emulsié W/O/W (aigua/parafina
liquida/aigua) mitjancant el procediment de dues etapes (veure I'apartat seglient) amb un
rendiment de globuls multiples igual o superior al 90% aquesta relacié ha d’ésser 10/1 o
superior, i utilitzen concentracions superiors al 30% de I'emulgent lipdfil Span” 80 (emulgent
) en la fase oliosa. Si augmenta la concentracié d’emulgent Il en la fase aquosa, el rendiment
disminueix sensiblement degut a la solubilitzacié de 'emulgent | en la fase aquosa externa,
donat que la concentracié d’emulgent Il és elevada i superior a la seva concentracié micel-lar
critica. Aixi, guant més augmenta la concentracié de 'emulgent |, s’incorpora en les micel-les
de 'emulgent Il, per el que disminueix la concentracié d’emulgent | en la fase oliosa capag
d’estabilitzar el sistema W/O. Aquest fet pot provocar la ruptura de la fase oliosa i la pérdua
dels globuls aquosos interns. En canvi, un increment de la concentracié d’emulgent lipofil
proporciona major rendiment de gotes mudltiples. Si bé Matsumoto i cols. utilitzen
concentracions d’emulgent lipofil superiors el 30%, habitualment s’utilitzen concentracions
compreses entre el 11 10%.

En aquest sentit Matsumoto i cols. (1976) van trobar que la utilitzacié de tensioactius no
idnics en la segona etapa de emulsificacio oferia un rendiment major en gotes multiples que
emprant tensioactius ionics. Més recentment s'han introduit emulgents polimerics com els
alquil-dimeticones-copoliols molt versatils, perd la seva innocuitat després de I'administracié
oral a llarg termini queda per confirmar. Altres emulgents utilitzats freqiientment sén els
emulgents polimerics com ara els copolimers d'oxid d'etile i 0xid de propilé (polyoxyethylene
/polyoxypropylene block copolymer), (Whitehill, 1981). Per als emulgents hidrofils s'utilitzen
els copolimers d'oxid d'etilé i Oxid de propile, també es troben els emulgents tipus éster i una
cadena llarga hidrocarbonada. Cal assenyalar que referent als emulgents E |, els ésters de
sorbita de cadena llarga hidrocarbonada, els derivats perfluorats i sobretot els emulsionants
macromoleculars tipus cetil-dimeticona-copoliol. Els emulgents E |l dels més utilitzats sén
els ésters de sorbita polioxietilenats, els copolimers d'oxid d'etile i oxid de propile, els
alcohols grassos.

Segons Florence i Whitehill (1982) la preparacié d'emulsions W/O/W requereix un valor
optim de HLB del tensioactiu lipofil comprés entre 2-7 i en l'interval 6-16 per al tensioactiu
hidrofil. Altres autors situen els marges en 3-6 i 8-18 (Liebowitz, 1977) respectivament o 2-6
i 10-16 (De Luca i cols., 1988) respectivament.

Emulgents polimérics

Molts treballs cientifics publicats estan basats en els emulgents comercials de tipus no idnic.
Malauradament molts d'aquests tensioactius produeixen emulsions mdultiples amb una

estabilitat limitada. Durant aquests Ultims anys s'han formulat emulsions mdltiples amb
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emulgents polimérics tant per a I'emulsié primaria com la secundaria. Aquest tipus de
tensioactius poden mostrar respecte als tensioactius no ionics una eficacia superior pel que
fa a I'estabilitat dels sistemes obtinguts.

Un tensioactiu poliméric és un homopolimer format per estructures repetitives anomenades
"blocs": Oxid de polietileé (POE); polivinilpirrolidona (PVP); acid poliacrilic (PAA). Aquests
homopolimers sén hidrofilics i tenen una activitat en la interfase W/O.

Un dels exemples més representatius sén els "A/B/A block copolymers" per a I'estabilitzacio
d'emulsions W/O: Pluronic® (de BASF) i Synperonic® PE * (Evonik Industries). Aquests tri-
blocs copolimers consisteixen en dos blocs de Polietilenglicol (POE) i un bloc d'doxid de
polipropilé (PPO). Un altre exemple d'aquests tensioactius és el Arlacel® P135 (Evonik
Industries). Aquest consisteix en dos blocs d'acid polihidroestearic (PHS) i un altre bloc
d'oxid de polietileé (POE). La cadena POE és soluble en aigua i proporciona un gran
ancoratge a la interfase i les cadenes PHS s6n molt solubles en la majoria de solvents
hidrocarburs i la majoria de solvents polars.

Altres Components i Estabilitzadors

Viscositzants com acacia, gelatina, goma xantana, cel-lulosa i els seus derivats sén el més
utilitzats per incrementar la viscositat i consequentment l'estabilitat al sistema. La
incorporacié d'additius permet millorar I'estabilitat de les emulsions multiples. Es possible

introduir per exemple:

* Modificadors de pH: acid lactic, fosfat de sodi, trietanolamina.

» Conservants: per evitar el desenvolupament microbia. Per exemple, parabens,
sorbat sodic i altres.

» Hidrocol-loids i polimers que augmenten la consisténcia i proporcionen una certa
reticulacié al sistema: gelatina, acacia, derivats de cel-lulosa (carboximetilcel-lulosa,
...), pectina, gelosa, gomes (goma xantana), alginats, polimers de l'acid acrilic
(carbomer), Veegum®, Aerosil®, alcohols grassos, sals d'alumini, PVP, etc ...

* Altres substancies: BSA, aminoacids.

1.2.1.4.2 Meétodes d’obtencié de les Emulsions Multiples W/O/W

Les emulsions multiples tipus W/O/W s6n les que troben major camp d'aplicacié per via
topica. Per aquesta rad a continuacié es centrara I'estudi en aquest tipus de formulacions,
objecte del treball experimental que es presenta.

El procediment emprat per a obtenir les emulsions multiples és un factor determinant en les
caracteristiques del producte acabat. Si la técnica operatoria no és I'adequada, o no estan
correctament establertes les condicions de temperatura, velocitat d’agitacio, temps
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d’abocament, etc, no només pot passar que amb una mateixa férmula s’obtinguin emulsions
multiples cada vegada de caracteristiques fisico-quimiques diferents (quant a la reologia,
mida de les gotetes, estabilitat, etc), sind que a partir d’'una férmula dissenyada per obtenir

una emulsié multiple, es pot obtenir una emulsié simple.

Aixi doncs, els diferents autors proposen metodiques especifiques per a I'obtencié de les
emulsions multiples, si bé 'ampli ventall de possibilitats que tedricament existeix no sempre

es pot aplicar perquée depén basicament de les caracteristiques dels emulgents.

El procediment més classic d’obtencié d’emulsions mdltiples d’aplicacié tdpica que, pel seu
ampli camp d’aplicacié engloben la majoria dels sistemes emulgents, és el d’obtencié
d’emulsions mdltiples en dues etapes, si bé en casos concrets s’aconsellen altres
metodiques. Les diferents teécniques d’obtencié han estat molt ben didacticament exposades
per Seilleri es transcriuen a continuacié (Seiller i cols., 1998).

* Procediment en dues etapes
* Procediment per inversié de fases
» Procediment per dispersi6é d’'una fase laminar

* Procediment per inversié d’un isotrop oliés

Sherman afirma que els sistemes multiples es poden obtenir de dues maneres. Un métode
seria un sistema amb una alta concentraci6 de fase dispersada i I'altre a forga d'estabilitzar
el sistema amb una barreja de emulgent hidrofil i lipdfil (1968). La formulacié i elaboracié
d'emulsions mltiples és un procés complex i delicat comparat amb les emulsions classiques
degut basicament a la preséncia de dos interfases. Perd els procediments utilitzats
d'obtenci6 que existien en els Ultims anys han pogut ser millorats i validats, com sén el procés
en dues etapes i el procés per inversid de fases, i s'obtenen uns alts nivells de reproduccio.
Dels métodes que es descriuran a continuacié el métode en dues etapes d’emulsificacié
poden encapsular principis actius amb més efectivitat i nombrosos investigadors han
estudiat la formulacio i aplicacié de les emulsions multiples usant aquesta metddica (Okochi,
2000).

Teécniques d’elaboracié

En el treball experimental que es presenta en aquesta memoria tots els sistemes dispersos
tipus emulsions multiples s’han preparat mitjancant la técnica descrita a la literatura cientifica
com metode en dos etapes segons Fig. 20 (Matsumoto i cols., 1976).

Aquest métode va ser descrit per primera vegada per Herbert el 1965. La primera etapa
consisteix en la preparacié de I'emulsié primaria W/O i la segona etapa, en la dispersié
d'aquesta emulsié en aigua que conté un tensioactiu hidrofil. L'emulsié primaria W/O és
prepara abocant sota agitacié la fase aquosa sobre la fase oliosa que conté I'emulgent |

47



Estudi Galénic i Biofarmaceéutic d’Emulsions Muiltiples de CLT, ECN i BFZ d’aplicacié topica

(lipofil) dissolt i prosseguint I'agitacié durant un temps (d'uns segons a diversos minuts). Un
percentatge d'aquesta emulsio (entre el 78% i 22%, segons els autors) s'aboca acuradament
sobre una solucié aquosa de emulgent Il (hidrdfil) | s'agita durant un temps que oscil-la entre
uns segons i diversos minuts. Segons de Luca i cols., la segona etapa d'emulsificacié és
clau per a l'obtencié d'una emulsié miltiple estable (De Luca i cols., 1988). A la primera
etapa d'emulsificacié és pot efectuar amb els procediments habituals com els ultrasons o
I’lhomogeneitzacié. En la segona etapa s'utilitzen agitadors de baixa poténcia i fins i tot
agitacié manual (Florence, 1982). L'agitacié amb la qual es dispersen les gotes, constitueix
un factor critic per a l'estabilitat de les emulsions mdltiple. El primer pas consisteix en
preparar, a 70-80 2C una emulsi6 simple de fase continua oliosa. Sigui quin sigui el sistema,
l'aigua, I'oli i els emulsionants, s6n barrejats mitjancant un agitador de turbina classic al
voltant de 30 minuts a una velocitat de 1000 rpm. En una segona fase, pel métode en dues
etapes, 'emulsié en fase continua oliosa és afegida lentament a la fase aquosa. La segona
dispersié es realitza igualment mitjangant un agitador de turbina, normalment a temperatura
ambient, durant un temps al voltant de 30 minuts, perd a una velocitat més baixa, de I'ordre

d’alguns centenars de voltes per minut.
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EMULGENT 1°
ULGENT EMULGENT 2°
(Lipofil) idrofin

" (Hidrofil)
+

FASE OLIOSA FASE AQUOSA

~ | < PRINCIPIACTU

L] 75°C

@ 1 @ T amb

Vel. Alta > Vel. Moderada

«  FASEAQUOSA

-———\ VISCOSITZANT

Y

EMULSIO PRIMARIA
W1."G1 h J
FASE AQUOSA

EXTERNA W,

™t > Vel. Moderada

LJ

EMULSIO MULTIPLE
W,/O/W,

Figura 20. Esquema de la preparacio d’emulsions multiples segons procediment en dues
etapes descrit per Matsumoto i cols (1976).

1.2.1.1 Aplicacions de les Emulsions Mdltiples

Les emulsions mudltiples troben aplicacié en la industria farmacéutica, cosmetica, i
alimentaria fonamentalment per I'encapsulacié de principis actius, ingredients cosmeétics,

nutrients, enzims, aromatitzants i altres substancies.

Herbert i cols publiquen el 1965 el primer treball interesant concernent a les aplicacions de
les emulsions mdltiples per a la administraci6é de certes vacunes. Avui en dia s’ha posat de
manifest la importancia terapéutica d’aquests sistemes per a la aplicacié en la industria
farmaceéutica. El clar exemple esta en les nombroses publicacions cientifiques publicades a
nivell internacional. Si bé, actualment encara no existeix cap preparat farmaceéutic en el
mercat si que es troben diferents patents de productes cosmétics en el mercat de diferents
laboratoris.
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En el camp farmacéutic s'utilitzen les emulsions multiples per a I'administracié oral,

parenteral i topica. Aixi, com a exemple d’aplicacions més representatives podem esmentar:

» Sistemes d’alliberacioé prolongada i sostinguda de medicaments

» Sistemes d’alliberacié dirigits (“Drug Targeting Delivery’)

* Vehicles per a 'administracié de vacunes

» Tractaments de detoxificacid, en sobredosi de farmacs, i immobilitzacié d’enzims
» Protecci6 de substancies en front I'ambient extern

« Emmascarar el gust desagradable de certs principis actius

«  Substitutius d’eritrocits

El potencial d’aplicacié més important es basa en aprofitar el sistema d’alliberacié controlada
d’un principi actiu incorporat en la fase més interna de I'emulsié miltiple. Aixd ofereix
interessants aplicacions per a I'encapsulacié de substancies actives. En aquest sentit les
aplicacions farmaceutiques més importants es caracteritzen per aprofitar la difusié d’un
principi actiu incorporat en la fase més interna de I'emulsié multiple fins la fase més externa
amb la finalitat de prolongar I'accié de certes substancies. Per exemple: antiinflamatoris
(indometacina), anticancerigens (5-fluoro-uracil, metotrexat), antimalarics (cloroquina),
antagonistes  opiacis  (naltrexona), antiglaucomatosos (pilocarpina), antibidtics
(bencilpenicil-lina, cefaloridina), analgésics potents (pentazocina), antiasmatics (terbutalina),
antiglaucomatosos, hipoglucemiants (insulina).

També es doéna el cas contrari, és a dir, orientada a aconseguir una difusié fins la fase més
interna de I'emulsié multiple, i aixi poder detoxificar per captacié de substancies en casos
de sobredosi (barbitarics i salicilats) i per a la immobilitzacié de certs enzims (lipasa, ureasa

i amilasa).

A continuacio es detallen les aplicacions més importants sobre la utilitzacié de les emulsions
multiples per a les aplicacions topiques i mucoses.

1.2.1.4.3 Emulsions Multiples d’aplicacio Topica

Les possibilitats d’aplicacions topiques de les emulsions multiples per a I'alliberacié d’'una
substancia activa estan, avui en dia, en fase d’estudis de preformulacié. En efecte, fins ara
solament hi ha un nombre limitat de treballs publicats. Tot i aixi el camp d’aplicacié és cada
dia més clar tant en 'ambit de la via topica sobre mucoses (amb prometedors estudis que
demostren I'eficacia d’aquests sistemes de dosificacié per a modular I'alliberament de
substancies actives) com en I'ambit de la via topica sobre la pell i, tant des del punt de vista

dermatologic com estrictament cosmeétic.
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Via topica sobre mucoses

El primer estudi referent a linterés potencial de les emulsions miltiples després de
I'administracié sobre una mucosa va ser publicat per Attia i cols. 1986. Els autors determinen
el coeficient de difusié del hidroclorat de pilocarpina present en diferents sistemes
emulsionats (emulsions O/W, W/O i emulsions multiples W/O/W i O/W/QO), en solucions
aquoses a I'1% i en suspensions olioses. Els resultats indiquen que el coeficient de difusié
del principi actiu en aquests sistemes és independent de la localitzacié del principi actiu. En
els assaigs in vivo s’avalua el temps de resposta a la pilocarpina en l'activitat en I'ull de
conills, la mesura de I'efecte midtic i de la pressié intraocular (IOP) i el temps de miosi. Quan
la pilocarpina és administrada en forma de suspensid, el tensioactiu emprat retarda I'aparicié
del pic de pressio6 intraocular (IOP) perd no el de I'efecte miotic. L'aplicacié d’emulsions
simples -sigui O/W o W/O- comporta un mateix temps de laténcia del pic de IOP, pero amb
diferent amplitud. Es nota diferéncia també en el temps de laténcia i en I'amplitud de la
resposta miodtica. Les emulsions multiples O/W/O i W/O/W produeixen idéntica amplitud del
pic de IOP, perd les emulsions W/O/W retarden molt I'aparicié del pic.

Kassem i cols. (1994) preparen una emulsié multiple d’hidrocortisona per avaluar la
biodisponibilitat del principi actiu a I'ull. La biodisponibilitat en I'ull es valora mitjangant un
estudi comparatiu entre emulsions multiples O/W/O i W/O/W, emulsions O/W, W/O i
solucions aquoses. S’observa que la biodisponibilitat augmenta segons I'ordre seglent:
solucié, O/W, W/O/W, O/W/O. A més a més, els parametres sobre 'activitat del principi actiu,
dependents de la naturalesa de la fase oliosa de I'emulsi6, augmenten segons I'ordre:
solucié aquosa, W/O/W, O/W, W/O i O/W/O. L’estudi conclou suggerint I'is del sistema
O/W/O perqué representa el sistema d’alliberacié optim de la hidrocortisona. El mateix autor
desenvolupa altres emulsions multiples O/W/O i W/O/W de prednisolona i avalua el sistema
d’alliberacié del principi actiu en I'ull de conills. El principi actiu sempre és incorporat en la
fase externa de I'emulsié multiple sense dependre del tipus d’emulsié. La finalitat de I'estudi
és examinar la relaci6 entre el volum de la fase externa i els parametres d’activitat del principi

actiu en I'ull (Kassem i cols., 1995).

Ismail i cols. preparen i comparen una emulsié simple i una emulsié multiple amb una solucié
aquosa i micel-lar d’hidroclorat de xilocaina al 2.5% per I'administraci6é oftalmica. L’estudi
conclou mostrant que I'emulsié multiple de xilocaina presenta allargament en I'accié, menor
irritacié en I'ull i major eficacia demostrada en comparar-la amb la solucié aquosa (Ismail i
cols., 1989).

Via topica sobre la pell

Kundu i cols. estudia emulsions multiples W/O/W i O/W/O d’aplicacié dérmica. Dites
emulsions estan composades per parafina liquida, ésters de sorbita i tragadors com el
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salicilat de sodi i salicilat de metil. S’estudien in vitro després de I'aplicacié sobre una cél-lula
de Franz equipada amb una membrana semipermeable d’acetat de cel-lulosa i també in vivo,
després de I'aplicaci6 sobre I'abdomen de porc (Seiller i cols., 1996).

Raynal i cols. (1993) posen a punt una emulsié multiple W/O/W per al tractament de 'acne.
En la fase oliosa intermédia es vehicula I'espironolactona, en la fase aquosa externa una sal
de clorhexidina, i dins en la fase aquosa interna el lactat de sodi. Per tant, aquesta emulsié
multiple incorpora tres principis actius amb la finalitat d’obtenir una triple accid: per un costat,
tractament de I'acne per 'espironolactona, per altre costat combatre els bacteris amb la sal
de clorhexidina i finalment hidratar I'epidermis, sovint seca, amb el lactat de sodi. Els estudis
d’avaluacio de I'activitat d’aquesta emulsié després de I'aplicacié sobre la pell estan encara
per publicar.

Tokgoz i cols. (1996) avaluen el comportament d’'una emulsié multiple W/O/W de vitamina
C. El treball consisteix inicialment en encapsular la vitamina C dintre de la fase aquosa
interna d’'una emulsié W/O/W amb la finalitat de protegir-la contra I'oxidacié i posteriorment
estudiar la influéncia in vitro del vehicle sobre la difusié transcutania de la vitamina C.
L’emulsié mostra una gran estabilitat a temperatura ambient (>2 anys) i la propietat de
protegir la molécula contra I'oxidacié. L'absorcié percutania de la vitamina C, préviament
marcada, s’avalua in vivo en bidpsia de pell de ratolins en una cel-lula de difusié del tipus
Franz i es compara amb una emulsi6 W/O i una soluci6é hidroalcohodlica. Els resultats
obtinguts han permés afirmar que el millor vehicle per a I'absorcié de la vitamina C segueix
I'ordre: W/O/W, W/QO i solucié hidroalcoholica.

Laugel i cols. (1998) publiquen un treball en que investiguen I'alliberacié de la hidrocortisona
en diferents vehicles i la distribucié del principi actiu sobre la pell (dermis i epidermis) després
de I'absorcié percutania. El treball consisteix en comparar una emulsié multiple O/W/O amb
una emulsié simple W/O en termes d’oclusivitat i romanéncia. La romanéncia s’avalua
utilitzant un sebometre que mesura els nivells d’oli en la pell. L’oclusivitat es determina
segons un métode gravimetric. L'estrat corni es representa per un disc de gelatina amb una
humitat relativa del 100%. S’avalua la pérdua d’aigua a través d’aquest disc cobert per una

fina capa d’emulsi6.

Fredro-Kumbaradzi i cols. (1996) preparen una emulsié multiple W/O/W d’hidroclorat de
lidocaina incorporat en la fase aquosa interna pel procediment d’emulsificacid en dues
etapes. L’autor investiga el gradient de pressié osmotica entre les dues fases aquoses en
preséncia de diferents quantitats de clorur de sodi incorporats inicialment en la fase aquosa
interna. Els assaigs es completen mitjancant estudi microscopic, determinacié de la
grandaria de particula, conductimetria i reologia.
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Alguns autors afirmen que I'aplicacié de la vitamina C per via topica inhibeix les radiacions
UV que danyen la pell dels porcs. La vitamina C (acid ascorbic) té com a funcié ser un
cofactor bioldgic i antioxidant. També presumiblement se li han associat beneficis en
importants patologies que van des del cancer fins al refredat comu. Silva i cols., han assajat
una emulsié multiple O/W/O de vitamina C. En aquest estudi es compara els resultats d’'una
emulsié O/W i una emulsié O/W/Q utilitzant en els dos casos la mateixa fase oliosa i aquosa
per determinar el potencial d'Us d’aquest complex sistema per I'aplicacié topica. Els assaigs
han demostrat que la baixa alliberaci6 de I'acid ascorbic de les emulsions multiples O/W/O
suggereixen la utilitzacié d’aquests sistemes complexos per a I'aplicacié topica de vitamina
C sobre la pell (Silva i cols., 1997).

Les emulsions mdltiples en cosmetica constitueixen un ambit cada vegada més estudiat ja

que la utilitzacié d’aquests sistemes tenen I'avantatge de:

» possibilitar la distribucié de tres ingredients en tres fases

» possibilitar la proteccié de substancies actives incorporant-les a la fase interna de
I'emulsié primaria

» possibilitar I'alliberacié controlada i permanent d’ingredients actius vehiculats a la
fase més interna

» permetre combinar les propietats d’hidratacié i proteccié d’'una emulsié W/O amb la
sensacio de frescor d’'una emulsié O/W

Aixi les emulsions multiples W/OMW resulten excel-lents per preparar formulacions
cosmétiques. Una aplicacié basica podria ser de formular un producte, per exemple un
ingredient soluble en aigua (a-hidroxiacids), un ingredient soluble en oli (perfum) i un altre
ingredient soluble en aigua (una vitamina). En aplicar-se sobre la pell pot controlar-se el
nivell de ruptura de 'emulsié maltiple per proporcionar un efecte “retard” en I'alliberacié dels
ingredients actius. Per altre part, també pot controlar-se la reologia de I'emulsi6 (utilitzant
agents espesants o gelificants en la fase externa) per augmentar el seu efecte cosmeétic
sobre la pell. En realitat la majoria d’estudis procedeixen d’emulsions multiples W/O/W i
encara sén pocs els estudis amb emulsions O/W/O.

1.2.1.4.4 Les Emulsions Multiples com sistemes per al disseny de microparticules

Les emulsions multiples poden constituir una etapa intermeédia en l'obtencié de diferents
formes de dosificacié. La preparacié de microparticules a partir d'emulsions multiples obre
un extens camp de possibilitats, ja que substancies hidrosolubles i liposolubles podrien ser
incorporades respectivament. Avui en dia hi ha nombroses técniques de microencapsulacio
que utilitzen emulsions multiples per a la formacié dels sistemes d'alliberament de

microparticules.
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Els compostos actius, com els péptids i les proteines, s'estan convertint cada vegada més
en un tipus més important d'agents terapeutics, resultat de I'alt nivell de coneixement de la
funcié d'aquestes substancies en fisiopatologia i dels rapids avencos en el camp de
I'enginyeria genética i/o biotecnologica (Hutchinson i cols., 1990). El desenvolupament de
les tecniques de DNA recombinant ha permes que aquests compostos estiguin disponibles
a major escala que en el passat. No obstant aix0, els péptids i les proteines disponibles, es
caracteritzen generalment per una curta semivida biologica, es degraden facilment pels
enzims, i la majoria d'ells no travessen bé les barreres bioldgiques a causa de la seva pobra
capacitat de difusié i al seu baix coeficient de repartiment, el qual és desfavorable per a la
difusi6 en membranes lipidiques (Couvreur i cols., 1993). Per aquestes raons, la
encapsulacié d'aquest tipus de principis actius en sistemes d'alliberament de microparticules
utilitzant diferents tipus de polimers biodegradables s'han estudiat molt intensament durant
aquests Ultims 25 anys (Blanco-Prieto i cols., 1998).

Un dels metodes més comuns per a la preparacié de microparticules és el métode
d'evaporacié del solvent de la fase interna d'una emulsi6 O/W. Aquests sistemes O/W
impliquen la dispersié d'una solucié organica del polimer i del principi actiu, en una fase
aquosa continua. Els farmacs lipofils han estat retinguts amb cert éxit en microparticules
preparades mitjancant aquest métode, mentre que es va observar poca eficiencia
d'encapsulacié amb farmacs hidrofils, que es desplacaven de la fase organica dispersa a la
fase aquosa continua (Blanco-Prieto i cols., 1998).

Des que es va poder desnaturalitzar I'estructura de certes proteines en preséncia d'un
dissolvent organic (Middaugh i cols., 1990), i amb la finalitat de millorar la incorporacié de
molécules hidrosolubles dins de les microparticules, s'han desenvolupat diferents métodes
de microencapsulacié. Tots aquests métodes suposen en la majoria de casos, I'Us de
sistemes d'emulsions multiples, que sén adequats per a la microencapsulacié de péptids,
proteines i, en general, de compostos hidrosolubles (Blanco-Prieto i cols., 1998).

1.2.1.4.4.1 Microparticules: Técniques de preparacio emprant Emulsions Multiples

Actualment hi ha diferents técniques de microencapsulacié que parteixen d’emulsions
multiples, per a la formacié de sistemes d'alliberament sostingut de microparticules. La
tecnica d'evaporacié de solvent d'un sistema W/O/W per a la preparacié de microparticules
és el metode més utilitzat i investigat. El métode d'evaporacié del solvent W/O/W usant
polimers biodegradables el va desenvolupar inicialment el grup industrial japonés Takeda
(Blanco-Prieto i cols., 1998) amb la finalitat de millorar I'encapsulaci6 de farmacs hidrofils en
microparticules. Aquesta técnica de preparacié de microparticules, també denominat
"metode d'assecat en aigua", consisteix en dissoldre el principi actiu en aigua destil-lada
(fase aquosa interna) i el polimer en un dissolvent organic volatil immiscible en aigua (fase

organica). Posteriorment s’emulsiona el sistema incorporant la fase aquosa interna sobre la
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fase organica obtenint d'aquesta manera I'emulsi6 primaria o emulsié interna (W/O). Aquesta
emulsié W/O s'introdueix, sota agitacié intensa i utilitzant un agitador mecanic (Blanco Prieto
i cols., 1994), en la fase aquosa externa que conté un emulgent, formant I'emulsié multiple
W/O/W. L'emulsié multiple resultant es manté sota agitacié continua, aplicant buit per aixi
permetre, que s'evapori el dissolvent de la fase organica, induint la precipitacié del polimer,
i per tant la formacié de microparticules carregades del farmac.

1.2.1.4.4.2 Aplicacions

Aquesta tecnica d'evaporacié de solvent d'un sistema W/O/W permet encapsular amb éxit
principis actius hidrosolubles (per exemple: péptids, proteines, antigens) en una gran varietat
de polimers. Dins d'aquests polimers el PLA i PLG, copolimers de I'acid polilactic i de I'acid
polilactic/glicolic, els polimers més investigats i avangats, s6n els més ampliament utilitzats
per la seva excellent biocompatibilitat. L'Us de sistemes d'alliberament basats en
microparticules preparades per la técnica W/O/W té, al seu torn, un futur prometedor en
terapéutica com ara la possibilitat d'aconseguir I'alliberament d'antigens o péptids per via

parenteral i també ofereixen perspectives interessants per a I'administracié oral d'antigens.

Actualment el disseny de microparticules obre un gran camp d'aplicacié en terapéutica
d'aquests sistemes. Només s'ha de veure que en qualsevol base de dades de caracter meédic
es recullen sempre un gran nombre de publicacions al respecte. En aquet sentit les principals
aplicacions es troben en I'alliberament d'antigens, vacunacions d’administracié oral, vacunes

unidosis i I'alliberament de péptids entre d’altres (Blanco-Prieto i cols., 1998).
1.2.1.4.5 Les Emulsions Multiples en la Industria Alimentaria

Les aplicacions potencials de les emulsions multiples en la indlstria alimentaria han estat
objecte d'estudi més recentment, comparat amb altres camps d'aplicacié (Matsumoto i cols.,
1981, 1985). En aquest sentit en els Ultims anys s'han presentat nombrosos treballs
experimentals i patents que abasten les aplicacions en la industria alimentaria, sobretot en
el mercat japonés on es troba el major nombre de publicacions i patents, amb relaci6 al
mercat europeu on no hi ha encara cap producte en el mercat (Raynal, 1998).

Tal com es veura, un cop llegit aquest capitol, es podran apreciar la similitud existent entre
les aplicacions que cerca la indUstria farmacéutica i les que interessen a la industria
alimentaria. Un clar exemple és 'emmascarament de qualsevol ingredient contingut en una
emulsié multiple per pal-liar I'efecte desagradable de qualsevol principi actiu o ingredient

alimentari.

Hi ha basicament dos aspectes que tenen interés per a la utilitzacié de les emulsions

multiples en tecnologia alimentaria:

55



Estudi Galénic i Biofarmaceéutic d’Emulsions Muiltiples de CLT, ECN i BFZ d’aplicacié topica

- L'existéncia d'una fase aquosa (o oliosa) encapsulada en una emulsié O/W/O (o W/O/W)
que permet la proteccié de nutrients en diversos tipus de menjars, agents aromatics volatils,
aixi com el control del seu alliberament (Dickinson i cols., 1994; Owusu i cols., 1992).

- En necessita menys fase oliosa per elaborar una emulsi6 W/O/W, comparat amb una
emulsié O/W amb la mateixa fraccié de volum de fase dispersada. Per tant les emulsions
multiples poden ser usades en el desenvolupament de productes baixos en calories,
productes alimentaris de contingut reduit en greixos ("low-fat products"), com ara productes
per amanir, maioneses o productes per untar o estendre. Aixi mateix, en aquests casos, les
emulsions miltiples presenten les mateixes propietats reologiques que les emulsions
simples O/W (Raynal i col., 1998).

A continuacié es presenten algunes de les aplicacions més recents de les emulsions

multiples en la industria alimentaria. Basicament aquestes aplicacions poden resumir-se en:

» Encapsulacié d'ingredients volatils o sensibles: Existeixen aplicacions que fan
referéncia a la reducci6 en I'alliberament d’ingredients encapsulats, emmascarar el
gust desagradable d'ingredients, encapsulacié de saboritzants (Dickinson i cols.,
1994; Owusu i cols., 1992).

« Formulacié de productes amb baix contingut en greixos.

e Formulacié de productes per amanir i untar o estendre.

» Estabilitzacié d'escumes (Raynal i cols., 1998).

1.2.1.5.4 Emulsions Multiples en la Industria Quimica: Processos de Separacio a través de
Membranes Liquides

Alguns autors han descrit les emulsions multiples com "membranes liquides", ja que el liquid
que separa les dues fases actua com una membrana semipermeable en el qual el solut pot
difondre d'una fase a una altra (Florence i cols., 1982).

En general els processos de separacié a través de membrana inclouen dues fases liquides
separades per una tercera fase que correspon a una membrana fina. Habitualment aquestes
membranes son solides, bé poroses o no poroses. En el cas de membranes poroses els
processos de separacid/extraccié tenen lloc per difusié i en el cas de membranes no
poroses, l'intercanvi entre les dues fases és per solubilitzacié selectiva del producte a

separar, en el material de la membrana.

El procés de separacié mitjangant membranes pot tenir lloc també a través de membranes
liguides que permeten solucionar alguns dels inconvenients de les membranes solides. Per
exemple, la solubilitat selectiva i el coeficient de difusio de les substancies a separar, sén
molt més grans en les membranes liquides que en les membranes solides. Aixi 'estructura

propia de tres fases de les emulsions miltiples permet el seu Us com a membranes liquides.
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En un sistema tipus W/O/W, la membrana correspon a la fase oliosa i si el sistema fos
O/W/O, la membrana correspondria a la fase aquosa.

En la literatura cientifica actual un dels sistemes que inclouen membranes liquides es
coneixen amb les sigles ELM ("Emulsion Liquid Membrane"), concepte introduit per Li en
una patent de 1968. La membrana liquida d'un gruix de una micra aproximadament i similar
a una bombolla de sabd correspon a la fase intermédia d'una emulsié mdltiple. A través de
la membrana liquida emigra el component a extreure (Li, 1968). Aquest component es troba
inclos en la fase externa i difon a la fase interna del sistema. Per aquest motiu alguns autors
afirmen que les emulsions multiples poden ser considerades com a sistemes de membrana
liquida, jugant un paper de membrana dialitzant i difonen a través seu substancies
essencialment immiscibles en ella (Seiller i cols., 1987).

Els processos basats en ELM han estat comercialitzats en nombroses aplicacions (Cahn i
cols., 1998). En aquest sentit les aplicacions de les emulsions multiples que trobem a la
bibliografia actual es basen en el tractament d'aiglies residuals i en la separaci6é de metalls
pesants. Les emulsions multiples per aquesta finalitat només sén estables durant el procés
de refinat i permeten purificacions de gran qualitat (Rocha-Filho i cols., 1989). El producte
extret i difés cap a la fase externa és transformat per reaccié quimica amb algun component
especific de la fase interna, el que provoca que quedi retingut en ella, ja que perd la seva
capacitat de difondre (Davis, 1981).

Un bon exemple d'aplicacié de les membranes liquides és I'Us d'una emulsié multiple W/O/W
per extreure acids organics d'aiglies residuals (Li i cols., 1971) aixi com la separaci6
d'hidrocarburs en una emulsié O/W/O (Cahn, 1988). També Li i cols en 1972 utilitzen una
emulsié multiple W/O/W per tractar aiglies residuals. Altres exemples més recents sén la
separacié de Crom (VI) i Coure (ll) en una emulsié multiple W/O/W continguda en una
simulacié d'aigles residuals (Chakravarti i cols., 1995, 2000).
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1.3 LA PELL. ANATOMIA, FISIOLOGIA | FUNCIONS.
SISTEMES DE TRANSPORT CUTANI.

La pell és I'drgan del cos huma més gran i visible, i pateix un procés d’envelliment que es
presenta en multiples manifestacions i problemes (Fore, 2006). La pell és una membrana
gruixuda, amb diverses estructures annexes, que recobreix la superficie del cos. Aix0, no
obstant, no pot ésser considerada un simple embolcall corporal, perqué li corresponen
funcions diverses i variades que la converteixen en un organ mes de l'organisme. Entre
d’altres funcions més rellevants, destaca la proteccié del cos davant diversos agents externs,
com també la participacié activa en la regulacié de la temperatura corporal i, fins i tot, en la
regulacié del medi intern. D’altra banda, la pell ha d’ésser considerada un organ sensorial,
perque s’hi localitza el sentit del tacte i detecta diverses sensacions com el fred o I'escalfor
(Ferréandiz, 1989).

La pell recobreix la superficie de I'organisme i continua, als orificis naturals, amb les
mucoses. Es compon de tres capes de teixits diferenciats, de la qual la més externa és
'anomenada epidermis, la mitjana dermis i la més profunda I'hipodermis (Fig. 21). En
conjunt, és el organ més important tant en superficie com en pes del cos huma, constitueix
una membrana gruixuda, resistent i flexible que en la persona adulta té una superficie
aproximada de 2 m?, i pesa 4,5-5 kg., aproximadament el 7% del pes corporal total. El seu
gruix varia entre 0,5 mm en les parpelles fins a 4 mm en el tal6, perd en gran part del cos el

gruix mesura 1-2 mm (Tortora i cols., 2014).

En la pell es localitzen els anomenats annexes cutanis, unes estructures formades per
cél-lules diferenciades que realitzen funcions especifiques. Els principals annexes cutanis
soén les glandules sudoripares, les glandules sebacies i els fol-licles pilosos que formen els
pels i les ungles.

També s’hi troben nombrosos vasos sanguinis per on circula la sang que nodreix les
cél-lules. Igualment hi ha fibres nervioses algunes de les quals son sensitives i d’altres
regulen les funcions dels diversos elements que la componen (Fig. 21).

1.3.1 Anatomia de la Pell

Des d’'un punt de vista morfologic, la pell humana és un drgan estructuralment complex on

es poden distingir tres capes estretament lligades i interconnectades entre si:

» Epidermis (la capa més externa i visible)
» Dermis (formada per teixit connectiu)

» Hipodermis (Teixit subcutani adip6s)
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Figura 21: Vista en secci6 de la pell i el teixit subcutani
(segons Tortora i cols., 2014).

La part més superficial composada de teixit epitelial és la epidermis i la part més profunda
composada de teixit connectiu és la dermis. Mentre que la epidermis és no-vascular, la
dermis és vascular. Per aquesta ra6, durant un tall superficial a la pell no hi ha sangrat, en
canvi, un tall més profund que penetra a la dermis si que produeix sangrat (Tortora i cols.,
2014). La capa més profunda, la hipodermis i/o teixit subcutani, consta de teixit areolar i
adipds. Aquest teixit subcutani serveix com un diposit d'emmagatzematge de greix i conté

grans vasos sanguinis que subministren la pell®.

1- Epidermis: Es la capa més superficial. Esta formada per teixit estratificat escamés i conté
quatre tipus de cél-lules diferenciades (Fig. 22). Mesura entre 0.04 mm i 1.6 mm
depenent de la zona del organisme:

* Queratinocits: son el 90% de les cel-lules epidérmiques. Aquestes sén responsables
de formar la queratina. La queratina és una proteina fibrosa que ajuda a protegir la

25 Molts autors no reconeixen la hipodermis o el teixit subcutani com a capa propia de la pell juntament amb dermis i
epidermis (Tortora i cols., 2014). Altres autors descriuen la hipodermis com una capa de la dermis (Palmer i cols, 2016).

59



Estudi Galénic i Biofarmaceéutic d’Emulsions Muiltiples de CLT, ECN i BFZ d’aplicacié topica

pell i els teixits subjacents d’abrasions, calor, microbis i substancies quimiques. Els
queratinocits també produeixen uns granuls laminars, que alliberen una substancia
que disminueix I'entrada i pérdua d'aigua i inhibeix I'entrada de materials estranys.
Els queratinocits també produeixen citoquines en resposta al dany tissular (Venus i
cols., 2011).

Melanocits: corresponen a un 8% de les cél-lules epidermiques. Produeixen un
pigment anomenat melanina, de color negre-marronds, que contribueix a donar color

a la pell i a absorbir els raigs ultraviolats (UV).

Cel-lules de Langerhans: aquestes ceél-lules es produeixen a la medul-la dssia i

migren cap a I'epidermis. Participen en la resposta immunitaria enfront els microbis

que envaeixen la pell i son facilment danyades per les radiacions UV.

Cél-lules de Merkel: aquestes cél-lules estan localitzades a la capa més profunda de

I'epidermis, I'estrat basal. Aquestes tenen un paper important en la transmissio de

les sensacions cutanies.

Les diferents capes que componen I'epidermis son les seglents, des de la més profunda a

la més superficial (Fig. 21-25):
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a)

Estrat basal: Esta representat per una Unica capa de cél-lules que conté cél-lules
mare o “stem cells” que tenen una capacitat reproductora constant. Les cél-lules
mare per mitosi originen cél-lules noves anomenades queratinocits. Per aquesta rag,
I'estrat basal també s’anomena estrat germinatiu. Les cél-lules son petites i de forma
cuboide. Cada vegada que una cél-lula de I'estrat basal es reprodueix, es genera
una altra cel-lula que desplaca a la resta a un nivell més superficial. Igualment les
noves cél-lules que es formen van empenyent les que sén al damunt i les fan pujar
de nivell. En aquest procés les cél-lules passen a formar part de les altres capes
cel-lulars epidérmiques. Estan en continua renovacié i aix0 possibilita el
manteniment epidérmic, és a dir, un recanvi cel-lular, que és la suma entre la
renovacio6 i la descamacié. També hi ha la preséncia de melandcits que constitueixen

entre 5-10% del contingut cel-lular de I'estrat basal (Venus i cols., 2011)
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"~ Discs tactils
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Figura 22: Principals tipus de cél-lules contingudes en I'epidermis: (a) Queratindcits

(b) Melanaocits (c) Cél-lules de Langerhans (d) Cél-lules de Merkel
(segons Tortora i cols., 2014).

b) Estrat espinés: Format per 8 o 10 capes de queratindcits, que s’uneixen entre si a

través d’'unes prolongacions o espines anomenades desmosomes. A mesura que
les cél-lules maduren i avancen cap a la superficie es tornen més planes. També hi

ha la preséncia de Cel-lules de Langerhans i melandcits.

Estrat granulés: Format per 3 o 5 capes de cél-lules de queratindcits. Aquestes

cél-lules contenen abundants granuls de queratohialina (precursor de la queratina).
La queratina és una proteina que forma part de les capes més externes de
I'epidermis. La queratina forma una barrera que protegeix les capes més profundes
de ferides i invasions microbianes, i fa la pell impermeable davant la entrada i sortida
d’aigua.
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d)

En el procés de queratinitzacio,
experimenten un procés de desenvolupament essent empeses cap a la superficie. Aixi,
durant el trajecte van acumulant queratina, mentre que al mateix temps desapareix el
citoplasma, nucli i altres organs, i la cel-lula mor. Amb el temps la cél-lula queratinitzada es
desprén i és reemplacada per les cel-lules de la capa inferior que es va queratinitzant. Tot
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anormal de l'estrat corni.

Estrat transparent o stratum lucidum: Només esta present als palmells de la ma, les
puntes del dits i a les plantes dels peus. Consisteix en fileres de 4 a 6 queratinocits
transparents, aplanats i morts que contenen grans quantitats de queratina.

Estrat corni: Es la capa més externa de I' epidermis. Esta compost entre 25 i 30
capes de cél-lules aplanades i mortes completament plenes de queratina. Aquestes
cel-lules continuament es desprenen i sén reemplagades per cél-lules de capes més
internes. Les seves miultiples capes de cél-lules mortes ajuden a l'estrat corni a
protegir les capes més profundes d'una lesié i la invasié microbiana. La constant
exposicié de la pell a la friccié estimula 'augment de la produccid cel-lular i la

produccié de queratina que resulta en la formacié d'un call, és a dir, un engruiximent

Epidermis: . 7 Dead
Stratum ——— . = keratinocytes
corneum 2
Stratum —
lucidum
Stratum Lamellar

granulosum h.n granules
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epithelial cell
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Figura 23: Localitzaci6 de les principals cél-lules epidérmiques

(segons Tortora i cols., 2014).

les noves ceél-lules formades a les capes basals
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el procés des de que es forma una ceél-lula a I'estrat basal fins que surt a la superficie,

queratinitzada, i es desprén, té lloc entre 4-6 setmanes en una epidermis mitjana de 0.1 mm

(Tortora i cols., 2014).
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Figura 24: Vista en seccié de les principals capes de I'epidermis a 250X
(segons Tortora i cols., 2014).

2- Dermis: Es la capa de la pell que es troba entre I'epidermis i la hipodermis, i en depenen

sobretot la resisténcia i la flexibilitat de la pell. Mesura entre 0.3 mm i 3.0 mm depenent
de la zona del organisme. Es una capa molt més gruixuda que I'epidermis, i aquest gruix
varia d'una regié a una altra en el cos, aconseguint el seu major gruix en els palmells i
les plantes. Aquesta capa esta formada per una regi6 papil-lar i una regi6 reticular. La
regié capil-lar és una porcié superficial de la dermis, que representa una cinquena part
del gruix total de la tota la capa, composada de teixit connectiu formada per fibres de
col-lagen i fibres elastiques. Les papil-les dérmiques alberguen els vasos sanguinis.
Aquestes també contenen, corpuscles del tacte (o corpuscles de Meissner) i les
terminacions nervioses lliures que sén responsables de la sensibilitat al tacte. Altres
papil-les dermiques poden contenir diferents terminacions nervioses lliures que son les
encarregades de les senyals que donen lloc a sensacions de calor, fredor, dolor,
pessigolleig i picor.
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La regi6 reticular, la part més profunda de la dermis, unida al teixit subcutani, consisteix
en teixit connectiu amb importants gruixos de col-lagen i algunes fibres elastiques. En els
espais entre les fibres hi trobem algunes cél-lules adiposes, els fol-licles pilosos, nervis,
glandules sebacies i glandules sudoripares. Les fibres de col-lagen a la regi6 reticular
estan disposades en forma de xarxa i tenen una disposici6 més regular que les de la
regié papil-lar. L'orientacid més regular de les fibres de col-lagen ajuda a la pell a la
resisténcia durant I'estirament. Els vasos sanguinis, nervis, fol-licles pilosos, glandules
sebacies, i sudoripares ocupen els espais entre les fibres. La combinacié de fibres de
col-lagen i elastiques en la regio reticular proporciona a la pell forga, extensibilitat,
capacitat d'estirament, i elasticitat. Aquesta capacitat d'extensibilitat de la pell es pot
veure facilment al voltant de les articulacions i durant I'embaras i I'obesitat (Tortora i cols.,
2014).

L’espai que queda entre les cél-lules i les fibres de la dermis és ocupat per la substancia
intersticial, d’'una composicié quimica complexa. Entre els seus components més
abundants hi ha els mucopolisacarids com I'acid hialurdnic, format per proteines i hidrats
de carboni. A través de la substancia intersticial, 'oxigen i les substancies nutritives

provinents dels vasos sanguinis difonen cap a les cél-lules de la dermis i I'epidermis.

Figura 25: Tall de pell vist al microscopi que permet diferenciar I'epidermis de la dermis i

3-
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observar les fibres de col-lagenes tenyides de color blau (Ferrandiz, 1989).

Hipodermis: anomenat teixit subcutani, és la capa més profunda de la pell i s’uneix als
teixits subjacents. Aquesta unio6 és laxa i permet el lliscament de la pell sobre els drgans
que recobreix. L’hipodermis es compon basicament de cél-lules de greix o adipocits
caracteritzades per la capacitat de sintetitzar i emmagatzemar greixos. De fet, el greix
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contingut en els adipocits constitueix la principal font de reserva energética de
'organisme. A més, I'hipodermis actua com encoixinat de la superficie del cos i
proporciona aillament térmic (Tortora i cols., 2014).

1.3.2 Fisiologia de la Pell

Ara que es té una comprensié basica de l'estructura de la pell, es pot apreciar millor les
seves multiples funcions. Entre les nombroses funcions de la pell s’inclouen la
termoregulacid, funcié protectora, funcié sensorial, funcié excretora i d’absorcio,
I'emmagatzematge de la sang i la sintesi de la vitamina D (Tortora i cols., 2014).

» Funcié homeostatica o regulacié de la temperatura corporal: En resposta a elevades
temperatures ambientals o a un exercici fisic dur, I'evaporacié de la suor de la
superficie de la pell ajuda a disminuir una elevada temperatura corporal i canviar-la
a una normal. En canvi, en resposta a baixes temperatures ambientals, la produccié
de suor disminueix, cosa que ajuda a conservar la calor. Canvis en la pressio

sanguinia de la pell ajuden també a regular la temperatura corporal.

» Funci6 protectora: La pell cobreix el cos i el proveeix d’'una barrera fisica que
protegeix les capes de teixits inferiors de l'abrasié fisica, invasié bacteriana,
deshidratacié i radiacié ultraviolada (UV).

» Funci6 sensorial: La pell conté un abundant nombre de terminacions nervioses i
receptors (Corpuscles de Meissner, Cel-lules de Merkel) que detecten els estimuls
relacionats amb la temperatura, tacte, pressio, vibracié i dolor. Es a dir, proporcionen

informacidé relacionada amb els estimuls externs.

» Funcié excretora i d’absorci6: A través de les glandules sudoripares, a més
d’eliminar calor i aigua del cos, la transpiracié és un vehicle per eliminar petites
quantitats de sal i alguns components organics. L'absorcioé de substancies solubles
en aigua a través de la pell és practicament insignificant, perd determinades
substancies liposolubles poden penetrar a la pell. Aquestes inclouen les vitamines
liposolubles (A, D, E i K), certs medicaments, els gasos oxigen i didxid de carboni.
Materials toxics que poden ser absorbit per la pell inclouen dissolvents organics tals
com acetona i tetraclorur de carboni; sals de metalls pesants com el plom, el mercuri

i arsenic.

» Reservori sanguini: La dermis esta formada per una extensiva xarxa de vasos
sanguinis que transporten del 8 al 10% de la sang total d’'una persona adulta. Per

aixo la pell és considerada com un reservori de sang.
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» Sintesi de vitamina D: La sintesi de vitamina D comenga amb I'activacié d’una
molécula precursora anomenada calcitriol, que es troba a la pell, a través dels raigs
ultraviolats (UV) de les radiacions solars. A continuacié els enzims del fetge i els
ronyons, modifiquen aquest precursor produint la molécula activa calcitriol, la forma
més activa de la vitamina D. El calcitriol és una hormona que ajuda a I'absorcio6 del
calci dels aliments del tracte gastrointestinal a la sang. Només una petita quantitat
de exposicio a la llum UV (uns 10 a 15 minuts com a minim dues vegades a la
setmana) es requereix per a la sintesi de vitamina D. Les persones que eviten
I'exposici6 al sol i les persones que viuen en climes més freds del nord, per evitar la
deficiéncia de vitamina D poden requerir suplements de vitamina D. La majoria de
les cél-lules del sistema immune tenen receptors de vitamina D, i les cél-lules activen
la vitamina D en resposta a una infeccid, especialment en infeccions respiratories,
com la grip. La vitamina D és creu que millora l'activitat fagocitica, augmentant la
produccid de substancies antimicrobianes en els fagocits, regula la funcié

immunitaria i ajuda a reduir la inflamacié.

1.3.3 La Pell com via d’administracié de Farmacs

La pell ha estat considerada classicament com una membrana impermeable entre el cosi el
medi extern. Es una barrera auto reparable que protegeix I'organisme en front atacs quimics,
fisics, microbians i radiologics. Compleix a més, una funcié homeostatica de control de la
temperatura i humitat corporal (Williams i cols., 1992).

L’Us potencial de la pell com via d’administracié de farmacs generalment s’ha concebut com
I'aplicacio topica en el lloc on sén requerits (Chien i cols., 1994). Fins fa unes décades, el
disseny de les formulacions d’aplicacié topica considerava la pell com una mena d’estructura
protectora enfront substancies exdgenes i una eventual absorcié sistémica de farmac per
aguesta via s’entenia com un efecte advers o indesitjable. Pero, les investigacions al voltant
de la permeabilitat cutania ha posat de manifest que, amb I'is de técniques de formulacié
adequades, la pell pot utilitzar-se tant per tractaments locals com sistemics. Actualment la
possibilitat d’utilitzar la pell com via d’alliberacié de farmacs va més enlla del limit de
I'aplicacio local, aixi que constitueix a més una alternativa per aconseguir efectes sistemics.
Aixi doncs, les formulacions administrades sobre la pell es poden classificar en dos grans
grups segons la seva diana terapéeutica. D’'una banda es pot aconseguir una absorcié
sistémica del farmac, el que s’anomena administracié transdérmica, o bé una acci6 local

circumscrita al lloc d’aplicacié, el que s’anomena administracioé local (Boix i cols, 2013).

Per els sistemes transdermics, I'objectiu en el disseny de la dosificacié és maximitzar el flux
a través de la pell fins a la circulacié sistemica i simultaniament minimitzar la retencié i el

metabolisme del farmac en la pell. En contrast, les formes d’aplicacio topica es pretén, en
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general, minimitzar el flux del farmac a través de la pell maximitzant en temps de retencié
en la mateixa (Dean, 1994). De totes maneres tant els sistemes transdérmics com els
sistemes d’administracio tdpica, el farmac penetra a través del estrat corni, la capa més
externa de la pell. En aquest sentit, considerem I'increment de la penetracié del farmac a
través del estrat corni aixi com el increment de la retencié del farmac en el estrat corni i/o
epidermis quan es desenvolupa un sistema d’alliberacié topica de farmacs. El metabolisme

del farmac en la pell també hauria de ser minimitzat.
1.3.4 Permeaci6é Cutania

1.3.4.1 Vies de Penetracio a través de la pell

El subministrament de farmacs a través de la pell segueix sent un repte per la comunitat
farmaceéutica i per els formuladors galénics. Aixd és en gran part, a causa de les excel-lents
propietats de barrera d'aquest drgan que ha evolucionat per permetre als humans sobreviure
en un ambient sec. Tot i que la pell és un teixit de multiples lamines, és la capa més externa,
I'estrat corni (SC) que comprén la barrera més important a la permeacié de principis actius
(Lane, 2013).

El mecanisme de transport de substancies actives a través de la pell segueix un procés de
difusié passiva, de forma que les molécules de farmac van a favor d’un gradient de
concentracio, passant del compartiment en el que es troben en més concentracié al menys

concentrat.

La magnitud i velocitat d’aquest transport estan governats per la Llei de Fick. Existeixen
dues possibles vies per a la penetracié transdérmica: la primera a través dels apéndixs o via
transpedicul-lar (fol-licles pilosos, glandules sudoripares o sebacies) i la segona, a través de
I'epidermis (via intracel-lular i intercel-lular) (Fig. 26).

a) Viatranspedicul-lar o Apendixs: El pas a través dels apendixs es realitza a través
de les glandules sudoripares i fol-licles pilosos, resultant superior a través de
fol-licles. No esta considerada una via de penetracié significant ja que els
fol-licles pilosos i glandules sudoripares ocupen solament el 0,1% del area total
de la pell (Tregear, 1966; Scheuplein, 1967). No obstant aixo, I'administracié de
farmacs a través d'aquesta ruta pot ser important per a la permeacié de
compostos que es difonen lentament a través de I'estrat corni, polars i d’alt pes
molecular, com ara nanoparticules (Lademann i cols., 2011).

b) Epidermis: El pas de I'actiu a través de I'epidermis és el procés majoritari i depéen
de les seves propietats fisicoquimiques (pKa, pes molecular, solubilitat,
coeficient de repartiment, etc). També tenen influéncia el metabolisme, el gruix

de l'estrat corni, de la hidrataci6 de la pell i els excipients del vehicle utilitzat.
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» Viaintracel-lular o transcel-lular: consisteix en el pas de I’ actiu a través
de les cél-lules de I'epidermis (Ritschel i cols., 1988) i és la via més
utilitzada per les molécules hidrofiles o polars.

» Viaintercel-lular consisteix en el pas de I'actiu entre les matrius lipidiques
del estrat corni. Es la via més utilitzada per les molécules lipofiles.
Aquesta ruta en estudis experimentals s’ha vist que és la ruta
predominant (Lane, 2003). La longitud de la trajectoria de difusié s'ha
trobat per ser molt més llarga que el gruix del SC (20 um) i s’estima al
voltant de 300-900 um. El transport de molécules através d'aquesta ruta
implica la difusio seqlencial i particié entre els cap polars i les cadenes
alquiliques del espai lipidic intercel-lular (Albery i cols., 1979; Bodde i
cols., 1989).

Les molecules que tenen caracter amfifilic poden usar ambdues vies.

A B C
Estrat Corni
(10-20 um) - = - - -
® =] ) [=1 -
Epidermis < 7T ® S - P e
(50-100 pum) | L =3 o > ~ =
Cornebcits B3 Queratinocits Fol-licle Pilés

Figura 26: Esquema amb les principals vies de penetracié de la pell a través estrat corni:
(A) Via Intercel-lular (B) Via intracel-lular (C) Via transpedicul-lar.

1.3.4.2 Procés de Permeacié Cutania

L’absorci6 de farmacs a través de la pell és un procés complex en el que es distingeixen
varies etapes. El farmac travessa estrat corni, entra en contacte amb 'epidermis i per ultim
si arriba en quantitat suficient a la dermis, es pot incorporar a la circulacio general. El procés
de permeacio6 cutania pot dividir-se en tres etapes: penetracio, permeacio i absorcié (Boix i
cols, 2013).

1. Penetracio: Indica I'entrada de qualsevol substancia en una capa determinada o en
algun organ. Perqué es produeixi la penetracié es necessita, en primer lloc, que s’alliberi

I'actiu del vehicle que el conté. Aquest actiu ha de dissoldre’s, o bé ha d’estar dissolt
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(dissolucid), i difondre cap a la interfase vehicle-estrat corni. En aquesta primera fase la
formulaci6é galénica sera molt important donat que modulara el procés d’alliberacié de

I’actiu.

2. Permeaci6: Aquesta segona etapa esta influenciada per un procés de difusié de I'actiu
a través de la pell. La principal barrera que troben els actius per travessar la pell és
I'estrat corni (Boix i cols, 2013). Existeixen tres rutes principals del pas d’actius a través
de l'estrat corni (Fig. 26) tal com s’ha exposat anteriorment.

» Transapendicular
* Transcel-lular o intracel-lular

* Intercel-lular

3. Absorcié: Es el pas de la substancia al sistema circulatori (vasos sanguinis o vasos
limfatics) (Boix i cols, 2013).

En aquest sentit Majella Lane (2013) esquematitzen molt didacticament les etapes que
esdevenen durant la administracié d'un preparat d’aplicacié topica sobre la pell segons
mostra la Figura 27. L' alliberament d'un farmac contingut en una formulacié dermatologica
sobre la superficie de la pell i el seu transport a la accio6 local i/o circulacié sistémica és un
procés de multiples etapes. Inicialment, el farmac ha de ser alliberat del vehicle seguit de la
particié en el SC. Les molécules posteriorment es difonen (com a resultat d'un gradient de
concentracid) a través del SC abans d'un procés de particié en I'epidermis viva, i a més una
difusio a través de I'epidermis viva cap a la dermis. Els vasos limfatics i la vascularitat de la
dermis, clarificara el medicament de la pell. Aquest procés és eficient i, essencialment,
produeix una concentracié activa molt baixa en les capes de la pell per sota el SC. Un
nombre de farmacs pot interactuar amb les diferents capes de la pell en el curs de la
penetracié percutania, el que resulta una absorcié limitada. Aquestes interaccions que poden
ser reversibles/irreversibles s’uniran a diverses estructures en els teixit bioldogic, com ara la
queratina del SC i/o llocs especifics de la pell per produir una resposta fisiologica (per
exemple, activitat terapéutica o reacci6 al-lérgica).

Per tant, un farmac candidat ideal hauria de tenir suficient lipofilia per repartir-se per I'estrat
corni, perd també suficient hidrofilia per permetre el segon pas de particié en I'epidermis viva
i eventualment la circulacié sistéemica. Per a la majoria de farmacs, excepte aquells que sén
molt lipofils, el pas determinant de la velocitat per al transport del farmac a través de la pell
és el transit a través de I'estrat corni (Kalia i cols., 2001).
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Figura 27: Representacié esquematica dels processos implicats en el transport de farmacs
a través de la pell de qualsevol formulacié tdpica o transdérmica (segons Lane, 2013).

1.3.3.1 Cinetica de la Permeacié cutania

El fenomen de permeacié d’'un actiu a través de la pell és un procés complex en el qual
influeixen gran quantitat de factors. Vindra limitat per la difusi6é de I'actiu a través de l'estrat
corni (Chien, 1982), donat que aquest actua com a medi de difusio passiva, a través del qual
les molécules penetrants migren un cop dissoltes en el vehicle seguint les Lleis de Fick de
la difusié (Michaels, 1975).

Com és conegut, la difusié passiva és un procés en el qual la matéria es transporta d’'una

regi6é d’'un sistema a una altra, a favor de gradient de concentracié d’acord amb un moviment

aleatori de molécules. Aquest moviment aleatori posseeix una direccié preferencial, des de
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la regi6 de concentracions elevades cap a la regié de concentracions menors, tractant-se
d’un procés espontani i irreversible.

Aquest procés de difusié ve descrit per la primera Llei de Fick, la pell pot considerar-se com
una membrana complexa en la qual la quantitat de substancia (M) que difon a través d’'una
determinada area (S) per unitat de temps t és conegut com a flux (J) i la seva expressié
matematica és (Fick, 1855):

am
J =—— Eqg. 1
< (Ea. 1)
El flux sera proporcional al gradient de concentracio dC/dX, és a dir:
dc
J=-D— Eq. 2
N (Eq. 2)

On J és el flux de solut a través de la membrana i per unitat de superficie (mols/s.cm?, o
g/s.cm?); D és el coeficient de difusié de las molécula penetrant (expressat en cm?/s); C la
seva concentracié (g/ml) i X és la distancia que recorre la matéria perpendicular a la
membrana. El signe menys indica que el flux es mou en el sentit de disminuir la diferencia

de concentracions, és a dir, direccié cap a la zona més diluida.

En els estudis de permeacié transdérmica s’estudia normalment la variacié de la
concentracio d’actius en funcié del temps per a una zona concreta del sistema. L’equacié
que explica les variacions temporals de concentracié d’actiu en una zona localitzada de la
membrana es coneix com la segona Llei de Fick, la seva equaci6 deriva de I'equacio 1.

La concentracié de I'actiu contingut en un determinat volum de pell, només canvia com a
resultat del flux net de difusié de les seves molécules des de dins cap a fora de la zona
considerada. La diferéncia de la concentracié en el volum de referéncia és conseqliéncia de
la sortida i entrada de solut (veure Figura 28).
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Membrana

r’

[
Flux entrada Flux sortida
/
Compartiment / Compartiment <—— Flux de solvent
donador receplor per mantenir

les condicions
SINK

Figura 28: Model de difusié entre dos compartiments a través d’'una membrana.

Els canvis de concentracié de solut en el volum considerat en funcié del temps (dC/dt) i el
flux que difon de substancia per unitat de distancia recorreguda (dJ/dX) s’expressa
mitjangant I'equacié segient:

dC dJ
— = Eq. 3
dt dX (Fa.9)

Diferenciant 'equacié de la primera Llei de Fick (Eq.2) respecte a la X, obtenim:

2
di __d*C

X dx* (Ea- 4

Substituint dC/dt de I'equacié 3 en I'equacié 4, s'obté I'expressié matematica de la segona
Llei de Fick (Crank i cols., 1975):

dC_ _d’C
dt  dx’
Aquesta expressio (segona Llei de Fick) estudia els estats en els quals els canvis de

(Eq. 5)

concentracié de solut en funcié del temps en una zona determinada sén proporcionals als
canvis de gradient en un punt del sistema. El valor D ve afectat per la temperatura, la pressié,
les propietats del solvent i de la naturalesa quimica de les substancies que difonen. No

obstant, a la practica, el coeficient de difusié s’assumeix que té un valor constant.

Quan s'inicia el procés de permeacié, la quantitat d’actiu en pell és poc significativa i en
funcié del temps augmenta fins arribar a la quantitat maxima de dissoldre’s en el substrat.
En aquestes condicions s’estableix un estat d’equilibri estacionari, és a dir, la quantitat
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d’actiu permeat en funcié del temps és constant. La primera Llei de Fick considera el flux
(velocitat de difusio per unitat d’area) com un flux en estat d’equilibri estacionari i la segona
Llei de Fick es refereix en general, als canvis de concentraci6é d’actiu, en funcié del temps
durant el procés de permeacié de la pell per qualsevol gruix, x quan el flux no es troba en
estat d’equilibri estacionari.

Si es considera la difusi6 d’'un actiu a través d’'una area S de la pell d’'un gruix hi a la vegada
es consideren les concentracions d’actiu en la membrana en intim contacte amb les
solucions donadora i receptora, sén Ci i C2 respectivament, d’acord amb la Llei de Fick,

podem escriure:

joaM _ 6 -C
Sdt h

On (C1-C2)/h és aproximadament dC/dX

El gradient de concentracié d’actiu en el sistema pot assumir-se constant per un pseudoestat
d’equilibri estacionari.

L’equacio 6 indica que la part externa (limit) de les capes aquoses (suposadament estatica
i immobil) a ambdds costats de la pell, no afecten significativament al procés global de
transport de I'actiu.

C;
cd
Compartiment donador Compartiment receptor
Concentracio elevada Condicions SINK

de molécules de solut

Cz Cr

Gruix de la barrerra
o) h

Figura 28: Model de difusié entre dos compartiments a través d’'una membrana.

Les concentracions C1i C>d’actiu dins de la membrana normalment no sén conegudes, perd

poden substituir-se pel producte del quocient de repartiment K, per la diferéncia de
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concentracions d’actiu en el compartiment donador Cyi el compartiment receptor C, (veure
Figura 28).

El coeficient de repartiment K és igual a:

c C
K=—L=22 (Eq.7)
Cd CR
d’on:
C -C
K=—t 2 (Eq. 8)
Cd - CR
d’on:
C1-C2=K(Cg-Cr) (Eq.9)

Substituint el valor de (C+- C») de I'equacié 9 en I'equacié 6, s’obté:

am - DSK c,-C,;
dt h

Si es compleixen les condicions SINK en el compartiment receptor, C, = 0 llavors:

(Eq. 10)

dﬁ:DSK& (Eqg. 11)
dt h

0 bé:
J = DSK % (Eq. 12)

Si tenim en compte la unitat de superficie (S=1) I'equacié 12 queda segons:

J :DKC—hd (Eq. 13)

On D, Ki h sén constants i configuren la constant de permeabilitat, Kp, el seu valor de la
qual és:
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Kp =— (Eq.14)

La constant de permeabilitat (Kp) i el flux (J) sén els parametres més representatius de les
caracteristiques de permeacié d’un actiu quan el procés es desenvolupa en estat d’equilibri
estacionari. En general, a nivell experimental, sé6n dificils els calculs dels valors de la
constant de difusié d’'un actiu (D), del seu coeficient de repartiment entre el vehicle i la pell
(K), aixi com el gruix de la mateixa (h).

Malgrat aix0, el calcul de Kp és possible si es coneix l'area de la pell utilitzada en
I'experiéncia (S), la concentraci6 d’actiu en el compartiment donador (Cq) i la quantitat d’actiu
permeada (M) en el compartiment receptor, suposades les mateixes condicions “SINK”.
Dites condicions suposen que la concentracié d’actiu en el compartiment receptor sempre
és inferior al 15-20% de la seva concentracié a saturacié. En aquestes condicions, el valor
de Kp es calcula a partir del pendent de la relaci6 lineal entre la quantitat d’actiu permeada
i el temps segons equacions 151 16..

Quan la concentraci6 de solut en el compartiment donador és constant (CO0), és a dir, en el
pseudoestat d’equilibri estacionari, el valor del flux equival a:

J=Kp x Co (Eq. 15)

| d’aqui es pot calcular la constant de permeabilitat segons::
Kp=— (Eq. 16)

Si considerem que s’ha arribat a I'estat d’equilibri estacionari, la quantitat de solut que
travessa la membrana per unitat de temps (dM/dl), és constant, fet que equival a considerar
que el fenomen de difusié es desenvolupa d’acord amb un procés d’ordre zero. En aquestes
condicions, segons I'equacié 11, si s’assumeix que el coeficient de difusi6é de 'actiu (D), la
superficie de la pell (S), el coeficient de repartiment de I'‘actiu entre el vehicle i la pell (K), la
concentracidé de solut en el compartiment donador (Cq) i el gruix de la pell (h) romanen
constants durant I'experiéncia, pot simplificar-se de la seglient manera:

dd—]‘f = K, (Eq. 17)
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Per integracié d’aquesta equacio s’obté:

de = kljdt (Eq. 18)
M 0
Que la seva resolucio és :
M-Mo=kj (t-0) (Eq. 19)
és adir:
M=K;t+Mo (Eq. 20)

Tenim en compte que a temps zero, la quantitat de farmac en el compartiment receptor és
zero, I'equacié 20 queda:

M=Kt (Eq. 21)

Aquesta és I'equacié d’una recta que passa per I'origen i que relaciona la quantitat d’actiu
permeada acumulada en funcié del temps. El pendent de la recta (K7), constant de
proporcionalitat entre la quantitat permeada acumulada d’actiu i el temps equival al flux
(mg-h'-cm) si la quantitat s’expressa en mg, el temps en hores i la superficie en cm?.

Coneixent aixi el valor del flux, i d'acord amb I'equacié 15, pot estimar-se la constant de
permeabilitat (Kp), sabent Co (la concentracié d’actiu en el compartiment donador) (Eq.16).

El coeficient de permeabilitat o difusid D caracteritza la capacitat d’'un determinat actiu per
travessar la membrana (Flynn i cols., 1998). Per a una substancia que difon a través de les
diferents estructures de la pell, el coeficient de permeabilitat és el resultat dels diferents
coeficients de permeabilitat per a cada un dels estrats que ha de travessar (estrat corni,
epidermis i dermis) i que correspon a tres barreres diferents de difusié.

D’acord amb I'equacio 6, el flux és proporcional al gradient d’activitat termodinamica del solut
per a la concentracié a la que es troba. Aquesta activitat termodinamica pot variar en funcioé
del dissolvent i de la velocitat de difusi6 del solut a una determinada concentracié. L’activitat
termodinamica d’un actiu pot considerar-se constant, per una determinada concentraci6 si

s’utilitza una concentracié saturada.
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En general, tant a nivell d’experiéncies de difusio in vitro, com en les formes de dosificacio,
I'activitat termodinamica del solut, en les referides formes o en el compartiment donador no
és constant a l'inici del procés encara que la concentracié de solut romangui constant. Aixo
és degut a que transcorre un cert temps fins que la pell es troba saturada d’actiu, temps que
dependra de les caracteristiques fisicoquimiques de I'actiu, en particular en el que respecte
al seu coeficient de repartiment entre el vehicle i la pell (K). Per aquest motiu, la
representacié grafica entre les quantitats permeades acumulades de farmac i el temps no

és una linia recta, siné que en els primers temps és una corba convexa segons Fig. 29.

—&— Dol Infinlta
B Regio de flux en estal »
d'eguilibri
Quantitat
Permeada
(mg)

‘/mrlp& da latancia
o s _add :
5 13

1]

Temps (h)

Figura 29: Representacié de la funcié de permeacio simulada. Quantitat permeada
acumulada en funcié del temps, Q (1), (Boix, 1997).

Pot observar-se que la corba és convexa en els primers temps del procés i després es
transforma en lineal. Logicament, aixo és degut a que en els primers temps no es troba en
estat d’equilibri estacionari. En funci6é del temps, la velocitat de permeacié és constant, la
corba és practicament lineal i s’arriba a I'estat d’equilibri estacionari (veure Figura 29).

Si extrapolem la recta representativa del procés de permeacioé en estat d’equilibri estacionari
fins a 'eix d’abscisses, el valor de la quantitat d’actiu permeada acumulada val zero, i el

temps en el qual es compleix aquest fet equival al temps de laténcia (T)).

En conseqiéncia, el temps de laténcia indica el temps que es tarda, des de linici de
I'experiéncia, a arribar a I'estat d’equilibri estacionari.
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1.3.4.3 Factors que influeixen en el pas de les substancies actives a través de la Pell

Existeixen diferents factors que influeixen en el pas dels actius a través de la pell. Aquests

factors els podem dividir en: factors biologics de la pell i factors fisicoquimics de la pell i el

farmac.

Factors biologics:

78

Estat de la pell: La pell actua de barrera protectora i qualsevol agressio, erupcio,
inflamacié o lesi6 que alteri la seva integritat, fara augmentar la seva
permeabilitat. Qualsevol patologia o lesié que alteri la integritat o continuitat de
la pell afectara ldgicament a I'efecte barrera i, en consequiéncia, suposara un
augment de la permeabilitat. Es el cas, per exemple, de patologies
caracteritzades per un estrat corni defectués com les dermatosis que presenten
queratosi (psoriasis, eczemes, etc..). Aixd explica el fet de que les preparacions
topiques s6n més eficaces durant les primeres fases d’aquestes patologies i van
perdent la seva eficacia a mesura que es recupera la pell, exercint aixi la seva

funcié barrera (Brisson, 1974).

Edat de la pell: La permeabilitat de la pell varia en funci6é de la edat. Aixi, en
nens la permeabilitat a través de la pell és superior a la dels adults (Ritschel i
cols., 1988), degut a un major contingut lipidic de la mateixa i que I'estrat corni
encara es troba en formacié (Williams i cols., 1988). Aixi mateix la pell dels
ancians és més permeable que la dels adults (Bonina i cols., 1993).

Flux sanguini: Un increment del flux sanguini comporta un increment de la
velocitat de les molécules que difonen degut a una diferéncia de gradient de
concentracié superior entre la superficie de la pell i els teixits dérmics
(Ritschel, 1971). En canvi si el flux sanguini de la zona és baix o disminueix, la
substancia no pot difondre a mesura que penetra, convertint-se en un factor

limitant per I'absorcié del farmac (Barry i cols., 1983).

Zona corporal: La pell és un drgan que s’adapta a les diferents regions corporals
per satisfer les seves necessitats. El diferent gruix, la major o menor
vascularitzacié i el nombre d’estructures annexes fan que varii la velocitat de
penetracié del principi actiu en funcié de la zona d’aplicacié (Ritschel i cols ,
1988).

Metabolisme: L’epidermis presenta una activitat enzimatica, i en la superficie de
la pell trobem reaccions d’oxidacié i reduccid, reaccions hidrolitiques i reaccions
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de conjugacié. Al ser la pell un 6rgan metabdlicament actiu, algunes substancies
es metabolitzen durant el seu pas a través de la pell (Schaefer i cols., 1992;
Baron i cols., 2001).

» Hidratacié de la pell: La hidrataci6 de I'estrat corni augmenta el percentatge
d’absorcié percutania (Ritschel i cols., 1988). Una de les explicacions que es
dona és que la hidratacié incrementa les regions aquoses dels dominis de lipids
intercel-lulars, el que augmenta el caracter hidrofil del estrat corni. Aixo, a la
vegada comporta a una reduccié en el coeficient de distribucié entre el SC i
I'epidermis viva. Aix0 finalment afavoreix la cinética de transferéncia de farmacs
des de l'estrat corni fins a I'epidermis viva. Aquest mecanisme no funcionaria en
el cas de molécules que siguin molt liposolubles o quan estéericament els pas
esta impedit per la grandaria de la molécula (Bronaugh i cols., 1999). No obstant
'increment en la permeacié de farmacs degut a una major hidratacié de la pell
no sols depén del grau d’hidrofilia sindé també de la classe quimica a la que
pertany la molécula (Taylor i cols., 2002; Cross i cols., 2000).

» Temperatura ambiental: Un increment de la temperatura de la pell suposa un
augment del flux sanguini i, per tant, de la velocitat de permeacio i absorcié del
principi actiu.

Factors fisicoquimics de la pell i el farmac:

* pH de la pell: La pell té un pH de 4.0-6,0. Aquestes condicions de pH afecten a
la magnitud de dissociacié de l'actiu i, per tant, a la capacitat de penetraci6é a
través de la membrana (De-Meere i cols., 1983). Per altre costat, en funci6 del
pH de la formulacid i el pKa del farmac, aquest esta ionitzat en diferent grau. Les
molécules no ionitzades presenten més facilitat de permeacié (Menzel i cols.,
1978).

» Coeficient de repartiment (K): El coeficient de repartiment entre I'estrat corni i el
vehicle aplicat a la pell és un factor de gran importancia, donat que I'estrat corni
es comporta com una membrana lipidica (Ritschel i cols., 1988). Generalment,
amb el coeficient de repartiment proxim a 1, s’obtindra una permeacié adequada
de I'actiu a través de la pell. En canvi quan el coeficient esta per sota de 1, les
molécules sén massa solubles en aigua per poder-se dissoldre en I'estrat corni,
i amb coeficients de repartiment molt elevats, aquestes molécules quedaran
retingudes a nivell de I'estrat corni o presentaran dificultats per travessar les
capes inferiors de caracter més hidrofil (Leeson i cols., 1990).

79



Estudi Galénic i Biofarmaceéutic d’Emulsions Muiltiples de CLT, ECN i BFZ d’aplicacié topica

On:

80

Constant de permeabilitat del principi actiu: La constant de permeabilitat és una
constant de velocitat (Shaw i cols., 1991) directament proporcional a la constant
de difusié (D) i del coeficient de repartiment (K), d’acord amb I'equacié 14. Al
mateix temps la constant de difusié (D) ve afectada pel pes molecular de I'actiu
Aquesta constant disminueix si augmenta el pes molecular, segons la Llei de
Stokes-Einstein (Ritschel i cols., 1988):

(Eq. 22)
D= KT
677N

K és la constant de Boltzmann
T és la temperatura absoluta

r és el radi de les particules

n és la viscositat del medi

Concentracié del principi actiu: La penetracioé de I'actiu es produeix per difusio
passiva (Leeson i cols., 1990) i, per tant, depén del gradient de concentracions
que es produeix entre el vehicle i les capes de pell. Aquesta concentraci6 es
refereix a les molécules dissoltes en el medi, ja que sén les Uniques que poden
difondre a través del estrat corni (Shaw i cols., 1991).

Vehicle: El vehicle pot modificar I'absorcié de I'actiu per dos motius principals.
Per una part, la interaccié del vehicle-actiu i per I'altra, degut a la capacitat
d’alguns vehicles farmacéutics com poden ser emulsions, cremes, unglents,
gels, poden provocar canvis a l'estructura de la pell afectant a la seva
permeabilitat (Ritschel i cols., 1988). Els mecanismes per els que poden provocar
canvis sén una acci6 dissolvent del estrat corni, un increment en la hidratacio o

un increment en la temperatura (Maibach, 1984).

Propietats reologiques: La formulacié ha posseir una adequada extensibilitat i
adaptabilitat a la superficie i cavitats cutanies. Per aixd, es recomanable que
siguin formulacions amb fluxos de tipus plastic-tixotrdpic, caracteritzats per un
augment de la fluidesa durant I'aplicacid, seguida d’una recuperaci6 de la textura
inicial després de la extensi6 del producte, lo que permet mantenir-lo localitzat i
adherit a la zona d’aplicaci6.
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2.1 OBJECTIUS | PLA DE TREBALL

En el camp de la Industria Farmacéutica és molt rellevant la innovacié galénica que permeti
al farmac alliberar-se d’'una forma rapida, eficag i segura. En els ultims anys, I'enfoc i avang
de la investigacié farmacéutica en el camps dels sistemes dispersos, ha permeés el
desenvolupament de formulacions amb propietats fisicoquimiques i farmacologiques
desitjades, les quals modifiquen de manera acusada el procés d'alliberacié del farmac.

Les emulsions miltiples d'aigua-en-oli-en-aigua (W/O/W) sén sistemes dispersos de gran
interés per la seva estructura i propietats, com a potencials sistemes d'administracié de
farmacs, que es formen per inversi6 de fases de una emulsié6 simple. Almenys, es
requereixen dos agents tensioactius per a la formacié, un amb valor baix de HLB (Balang
equilibri hidrofil-lipofil) per a I'emulsié primaria W/O i l'altre amb valor alt d’HLB per a
'emulsificacié secundaria. Aquest sistema multiemulsionat proporciona en primer lloc,
proteccid dels farmacs inclosos en les diferents fases, capacitat per incorporar diversos
actius en els diferents compartiments de I'emulsié i alliberament sostingut de farmacs (Silva-
Cunha i cols., 1997).

El tractament topic de les micosis superficials i/o cutanies es prefereix sobre el tractament
oral, per evitar els efectes adversos sistéemics, per I'alliberament del farmac al lloc de la
infeccio6 i I'alt compliment terapéutic. Els farmacs antifingics es classifiquen, entre d’altres,
segons les seves propietats quimiques. Els derivats azdlics (inhibidors de I'enzim lanosterol
14-a-desmetilassa) constitueixen un dels grups més representatius i actualment soén els
farmacs d’eleccié per a quasi totes les micosis superficials i/o epidérmiques. Entre ells s’hi
troben:

» Clotrimazol (CLT)
* Econazol (ECN)
« Bifonazol (BFZ)

La lipofilia és una caracteristica d’aquests antifingics que afavoreix la penetracié del farmac
en l'estrat corni de la pell, la seva dispersié i la creaci6 d'un efecte reservori a concentracions
inhibitories en aquesta capa, els converteix en farmacs particularment indicats per al

tractament tdpic de les micosis superficials i/o cutanies.

Una vegada revisada la bibliografia recent en el camp dels sistemes dispersos es proposen
formulacions, tipus emulsions multiples W/O/W, basiques e inédites per a I'aplicacié topica
sobre la pell. En aquestes formulacions proposades s’hi vehiculen diferents agents
antifingics per tal d’avaluar les caracteristiques fisicoquimiques i per altim veure el grau de
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penetracid sobre la pell i la permeacié cutania dels preparats obtinguts. Donat que el primer
inconvenient de les emulsions és la seva inestabilitat, el present treball pretén, en primer lloc
interpretar la incidéncia dels components d’aquestes formulacions en les caracteristiques
fisicoquimiques, i en segon lloc justificar la viabilitat practica de les formulacions estudiades
mitjangant I'estudi del nivell de permeacié cutania ex-vivo i la seva eficacia microbiologica.
Per aconseguir aquests objectius la part experimental d’aquest treball inclou els seglents
apartats:

1. Revisar la bibliografia recent en el camp de les emulsions multiples W/O/W
d’aplicacié topica, i actualitzacié del coneixement sobre la terapéutica antifingica
actual per via topica.

2. Dissenyar unes emulsions multiples inédites utilitzant farmacs antifingics
azolics.

3. Desenvolupar i validar una metddica analitica per quantificar els principis actius
en els estudis d’alliberacio i permeacioé juntament amb la quantificacié del principi
actiu en els diferents sistemes dispersos obtinguts.

4. Caracteritzacié fisicoquimica dels sistemes dispersos obtinguts i determinar la
seva estabilitat.

5. Estudiar lalliberacié in vitro dels principis actius en les formulacions
desenvolupades mitjangant cel-les de difusid vertical tipus Franz i membranes
artificials, i determinar els corresponents models cinétics d’ajustament.

6. Realitzar els estudis de permeacié cutania ex-vivo en pell de porc i humana dels
principis actius en les formulacions desenvolupades mitjancant cel-les de difusio
vertical tipus Franz.

7. Comprovar l'eficacia antimicrobiana dels sistemes dispersos obtinguts i
comparar-los amb els preparats de referéncia del mercat farmacéutic.

Finalment, la realitzaci6 de tot aquest treball experimental ha donat lloc a la realitzacié de la
Tesi Doctoral, com a compendi de publicacions cientifiques de prestigi internacional, segons
permet la normativa reguladora actual de Doctorat?® de la UB, que es descriuen en el apartat
de resultats.

26 La normativa reguladora actual de Doctorat (Aprovada pel CdG en sessi6 de 16 de marg de 2012 i modificada pel
CdG de data 9 de maig i 19 de juliol de 2012, 29 de maig i 3 d’octubre de 2013, 17 de juliol de 2014, 16 de juliol de
2015, 15 de juny de 2016 i 21 de novembre de 2016) de la Universitat de Barcelona permet la realitzacié de les Tesis
Doctorals com a compendi de publicacions.
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2.1 OBJECTIVES AND WORK PLAN

In the field of pharmaceutical industry it is very important the innovation in drug delivery that
allows a quickly, effectively and safely drug release. In recent years, the focus and advance
pharmaceutical research in the fields of dispersed systems, has allowed the development of
formulations with desired pharmacological and physicochemical properties, which sharply
change the process of release of the drug.

The water-in-oil-in-water (W/O/W) multiple emulsions dispersed systems are of great interest
because of its structure and properties, as potential drug delivery systems, which are formed
by phase inversion of a simple emulsion. At least two surfactants are required for their
preparation, with a low value of hydrophilic-lipophilic balance (HLB) for the primary emulsion
W/O and high HLB value for the secondary emulsification. This multiphase system provides
first, protection of the drugs included in the different phases, the ability to incorporate different
actives in different compartments of the emulsion and the sustained drug release (Silva-
Cunha i cols., 1997).

The topical treatment of superficial and/or epidermal mycoses is preferred over oral therapy
to avoid adverse systemic release of the drug to the site of infection, and high compliance.
Antifungal drugs are classified, among others, according to their chemical properties. Azolic
derivatives (lanosterol 14-a-demethylase enzyme inhibitor) constitute one of the most
representative drugs for the treatment of superficial and/or epidermal fungal infections.
Among them there are:

* Clotrimazole (CLT)
 Econazole (ECN)
* Bifonazole (BFZ)

The lipophilic nature is a feature of these antifungal drug that promotes penetration into the
stratum corneum of the skin, their dispersion and the formation of a reservoir effect at
inhibitory concentrations in this layer, making these drugs particularly suitable for the topical
treatment of superficial and/or skin mycoses.

Once reviewed the recent literature in the field of dispersed systems, formulations type
W/O/W emulsion are proposed, which are novel, basic and recommended for application on
the skin. These formulations proposed convey different antifungal agents, their
physicochemical characteristics are evaluated and finally the penetration of the skin and skin
permeation preparations are obtained. As the first disadvantage of the emulsions is their
instability, this paper aims firstly to interpret the impact of these components on the physical
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and chemical formulations, and secondly to justify the practical feasibility of the formulations

studied by the skin permeation study level ex-vivo and microbiological efficacy.

To achieve these objectives the experimental part of this work includes the following sections:

1. To review the recent literature in the field of multiple emulsion W/O/W topical and
to update the knowledge of current antifungal therapy topically.

2. Design of a novel ME using azolic antifungal drugs.

3. To develop and validate a methodical analysis to quantify the active ingredients in
the release and permeation studies with the quantification of the active ingredient in
various dispersed systems obtained.

4. Physico-chemical characterization and the stability of the dispersed systems
obtained.

5. To study the in vitro release of the active ingredients in the formulations developed
by Franztype diffusion cell and artificial membranes and kinetic models to determine
the appropriate adjustment.

6. To perform skin permeation studies ex vivo pig skin and human active ingredients
in the formulations developed by Franz type diffusion cells.

7. To check the antimicrobial efficacy of the dispersed systems obtained and to
compare them with the preparations currently leading the pharmaceutical market.

Finally, the realization of all this experimental work has led to the completion of the thesis as

a compendium of scientific journals of international prestige, as required in the current

regulations of the PhD UB programme, which are described in the results section.
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CAPITOL lll. RESULTATS

87



Estudi Galénic i Biofarmaceéutic d’Emulsions Muiltiples de CLT, ECN i BFZ d’aplicacié topica

88
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3.1 RESULTATS

El treball experimental portat a terme en aquesta memoria ha donat lloc a tres publicacions
cientifigues en forma d’articles publicats en diferents revistes de prestigi internacional. Els
titols i autors es descriuen a continuacié i al mateix temps cada article va acompanyat d’'un

breu resum:
Article I:

“‘DEVELOPMENT OF CLOTRIMAZOLE MULTIPLE W/O/W EMULSIONS AS VEHICLES
FOR DRUG DELIVERY: EFFECTS OF ADDITIVES ON EMULSION STABILITY”.

J. Surer-Carbd, A.C. Calpena-Campmany, B. Clares-Naveros, C. Canadas-Enrich, L.

Halbaut-Bellowa.

AAPS Pharm Sci Tech. 2017. 18(2), 539-550.

DOI: 10.1208/s12249-016-0529-8

Impact Factor: 1,954 (2015)

Pharmacy and Phamacology 159/255 Q3 (2015).
Article Il:

“SKIN PERMEATION OF ECONAZOLE NITRATE FORMULATED IN AN ENHANCED
HYDROPHILIC MULTIPLE EMULSION".

J. Suner-Carbd, A. Boix-Montanés, L. Halbaut-Bellowa, N. Veldzquez-Carralero, J.

Zamarbide-Losada, N. Bozal-de-Febrer, A. C. Calpena-Campmany.
Mycoses. 2017. 60(3), 166-177.
DOI: 10.1111/myc.12575
Impact Factor: 2,332 (2015)
Dermatology 17/61 Q2 (2015); Mycology 12/29 Q2 (2015).
Article lll:

“A NOVEL BIFONAZOLE MULTIPLE EMULSION FOR EPIDERMAL DELIVERY:
INFLUENCE OF POLYSORBATE 80 UPON SKIN PENETRATION".

J. Suner-Carbg, A. C. Calpena-Campmany, L. Halbaut-Bellowa, B. Clares-Naveros, J.

Zamarbide-Losada, E. Barbolini, A. Boix-Montarés.

Sotmeés
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“DEVELOPMENT OF  CLOTRIMAZOLE
MULTIPLE  W/O/W  EMULSIONS  AS
VEHICLES FOR DRUG DELIVERY: EFFECTS
OF ADDITIVES ON EMULSION STABILITY”.

“Desenvolupament  d’emulsions  multiples de
clotrimazol com a vehicles per l'alliberament de
farmacs: Efectes dels excipients en la estabilitat de

'emulsio”.

J. Suner-Carbé, A.C. Calpena-Campmany, B. Clares-Naveros, C.

Canadas-Enrich, L. Halbaut-Bellowa.

AAPS PharmSciTech.
2017. 18(2), 539-550.

ARTICLE |
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Article I:

“DEVELOPMENT OF CLOTRIMAZOLE MULTIPLE W/O/W
EMULSIONS AS VEHICLES FOR DRUG DELIVERY:
EFFECTS OF ADDITIVES ON EMULSION STABILITY”.

Resum:

Les emulsions multiples han pres interés en els ultims anys com potencials sistemes
d’alliberacié de farmacs. L’'objectiu del treball que es presenta és el disseny d’'una nova
formulacié inédita que conté clotrimazol en una emulsié multiple. L'estudi ha desenvolupat
18 formulacions que contenen clotrimazol. Les formulacions han estat elaborades mitjancant
el metode conegut en dues etapes (“two-step emulsification method”), (Matsumoto i cols.,
1976). Les emulsions preparades eren diferents quant a la concentracié del co-emulgent
primari i secundari, i la naturalesa de la fase oliosa (triglicérids de cadena mitja, LP; oli de
jojoba, YB; miristat de isopropil, IM). Els preparats han estat estudiats en base a les seves
caracteristiques fisicoquimiques com pH, conductivitat, reologia, mida de particula, i I'analisi
de la estabilitat mitjancant I'analisi optica i termica.

Les conclusions mostren que I'estabilitat de les emulsions W/O/W és altament dependent
de la seva composici6. La formulacié més estable quant a caracteristiques fisicoquimiques,
reologia, menor mida de gota i estabilitat a 180 dies ha estat la formulacié JMLPO1 que conté
LP 11%, CDC 1.5%, Span® 60 2%, i sense preséncia polisorbat 80 (Tween® 80) en la fase

externa.

Aquesta formulacié pot ser una alternativa a les férmules comercials disponibles per al
tractament de les infeccions micotiques superficials i es proposa aquest sistema per a

I'encapsulacié d’altres agents antifingics imidazolics com econazol i bifonazol.
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AAPE PhanmSciTedr, Vol 18, Mo. 2, Februmry 201 7 (8 2806)
DHOE 101308%] 22490 16-0529-8
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Research Article

Development of Clotrimazole Multiple W/O/W Emulsions as Vehicles for Dmug
Delivery: Effects of Additives on Emulsion Stability

Joaguim Swier,' Ana C L’ﬂp-m.l..' Beatriz (lares,™ Cristing Cafisdas.” und Lydu Halbni

Recenved 17 January 2006, aorepaed 5 Aprd 2016 pubBshed online 28 Aprd X016

ARSTRACT, Muliple emulsions kave atracied considerable attention in reeent years for
application & potential delivery systems for different drugs. The aim of the present work & 1o
design o new formulation containng dotrimazole (CLT) loaded inio muliple emulsions by
two-step emuls e ation meihod for tmesdermal delivery. Different ingredionts and guantities
like primary and secondary co-cmukifiers and the nature of oily phase wore asayod in order
to optimize the best system for good. Resulting fomulations wone chamacterizad in toms of
dmoplet size, conductivicy, pH, entmpment efficiency, rheological behavior, and stability wnder
varions sorage conditions for 180 days. pH values of multiple emaulsions containing CLT
ranged from 704 2003 to 623 = 004 Droplet sie neeased when inecasing aomosytration
of sothitan stearate. The addition of polysorbate 80 resulted in significant deerease of nil
droplet size companing with these prepared without this CLT entmpment efficiency ranged
between 85.64% md 97 47%. All formulations exhibvited non-Newtonian pseudoplastic fow
with some apparent thivotropic behavior. Cross and Herschel-Bulkley cquations were the
model that best ftted experimental data In general the addition of 1% polysorbate 80
resulied in a decrease of viscosity values Mo signals of optical instahbility were observed, and
physicochemical propertics mmained dlmoxt constant when samples were stored at oom
temperature after 180 days O the contrary, samples goied at 400C exhibited promounced
increase in conductivity valses 24 b after elabomtion and some of them were unstable aftor
180 days of storage. TMLPO] was proposed as an inmovative and stable system to incorporate

CLT as active pharmaccutical ingradicnt

KEY WDRDS: clotmarols; muliple emubion theology; stabdility.

INTRODUCTION

Clotimazole (CLT), 1-/(2-chlorophe oy [diphen me thyl}-
1H-imidsrole, is an imidazole drog with a broad-spectium e ffect
against many fungi. 1t has been wsed for the troatment of skin
and vaginal infections caused by various species of pathogonic
dermatophvies and veasts (1) This effect is well known by the
inhibition of erposteral syntheis via steml] & demothylase
enzyme, promoting the fungal plasma membrane leakage. It
has been repored & 8 promising agent for sickle cell anemia
amd cancer (2, 31 Furthermore, ant-nftammatory effocts i

Electronic suppl ementary materinl The online vemsion of thin article
(bt 101 08 5 1224 901 615 298] comimins supplementary malerisl
which is availsbie to suthoreed e,

! Department «f Pharmacy and Pharmam ficsl Technokregy, Faculty
of Pharmscy, Tintveraty of Barcekina, Beroekna, Spain.

* Diepartment of Pharmacy and Phamaeuticsl Technology, Faculty
of Pharmacy, Tiniversaty of Gransda, Oramads, Spain.

"To whomn coftespondence should he addressed {e-mail
hea rod ares @ugres; )

o adps o

patients with Meumatod anhritis (4), noumoprstective. effeet
{5), and antimalaral effects (B) have been ako repored.
Meoverhelss some negative paoints kave ako been raised in is
climical applications, such as poor agueos solubility (0489 mg'l)
(T and low oral hicavailability with lape differences (5)- This
oral administration has been relatod to severe bopatic toxicity
(YL Allthese disadvantages make CLT a challenging the rape utic
maslocule for the rescarch of new drug delivery sytems. In this
way, several strategles have been proposed for the oml
administration such as complexation with eyclodextrins (8],
e mulEons eontaining sanoibers (100, and odered meso-
poros silica by wing supercritical carbon diowide (11). For the
topical adminktmtion, wchsolopical approaclss such @ solid
lipid nanopartickes and nanostructured lipid carriers (12, 13),
lipraomea, mosomes (14), bioadhesive liposomal gels (15), o
emulsion pels (16) have boen investigated. Odher topical
approaches are oll-core polymeric nanocapsules (17) or
hinadhesive patches [ 18]

Multiple water-in-oil-Hn-water [WAOYW) anukions are of
high interest due to their streeture and proporties as potential
dmg delivery systems which are formed by phase mwersion of
a ample epmkion. At least two surfactants are reguined for

- LR OO ) o) 2R A ol i §
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iy

the fomation, ome with low hydrophilc-lipophilic balamce
(HLE) value for the primary WOk amulgion amsd dse othéer with
high-HLEB valoe for the secondary enmukifbcation (19). This
multi-cmukified sygem provides protoction of the inchsdod
drug, capacity o incomorate several activitos in the diferant
caukion compartments, and sistained nelease (200

As CLT trestments are intended for both ora aed
topical mutes depending on the desired therapoutic effect,
we developed an efficient, convenlent, and flexible dmg
delivery system that could he wseful for these two rowtes. |
could be adminktcred topically by dimect application and
orally by the inclumsion in an sdogquate dosage form, such as
pelitine capsules, becawse the large quantity of surfactants in
formulations can induce gastrointestinal irntation {21).

The purposs of this rescarel was fust o serecn for an
appropriate primary WO emulsion by evaluation of
adoguate amount of the pamary surfactant and composi-
tion of the oily phase and secondly the addition of not of
polysorbate 80 in the external aqueows phase. After the
claboration of muliple WANVW emulsion for the CLT
entrapment, different physical parametes (droplet size
and mormphology, conductivity, pH), stahility, and rheolog
ical properties of the final formulation were imvestigated.

MATERIAL AND METHODS

Matedak

Clotrimazole, sodinm chloride, cewyl palmitaie (CP,
isopropyl myratate (IM), jojoba ol [YB), and polysorbate
A {Tween™ 80 HLBE 15) were obiained from Acofarma
(Barcelona, Spain), and sorhitan stearate (Span™ 60, HLB
4.7) was obtained from Fagron (Termssa, Spain). The
lipophilic  sudactamt cetyl dimethicone copolyal (CTHC,
14,000 MW, HLB 3; Abil® EM90), the amphoteric
surfactant cocamidopropyl betaine (CMB, T-u:g-n‘t' Betain F),
and the emukion stabilizer acrylic acid polymer (TGC, Tcgd“'
Carbomer 341ER] were supplicd by Evonik-Goldschmide
GMEBH (Emen, Gemuany). Capricfeaprdie triglyeenide (LF,
Labrafac™ Lyophile 134%) was supplied by Gattefose (Saint-
Fricat, France). Purified water wsed in all experiments was
seli-prodoced from a MIE-0® sygan (Millipore Therica
S AT, Madrid, Spain).

Preparathsn of Muliple Euubioces

Multiple cmulsions were prepared by the two-atep
cmulsification process. Firstly, the praimary WD emukion
was prepared and then gently dispersed (50%, wiw) in the
external waler in order to obtain 4 multiple emukion. &
total of 18 muliplk WAOW cmukions were elabomted
according to pre-formuolation studles by varying the
porcentage of the primary swrfactant sorbitan stearate
(2%, wiw) and the percentage of polysarbate &80 ((-
1%, wiw). “TMIP" series containing capriccaprylic -
glyeeride, “TMYB® scries containimg jojoba oil, and
“TMIM™ series containing isopropyl myristate: as oily
phases are shown in supplemental 1.

Primary W0 emukions were prepared by the slow
addition of the agqueois phase conmtaining the clectrolyie
(Mall) 1o the oily phase contaming CLT (1%, wie) o 8=
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20 wnder comtimaons stirnng uang 8 mechamcal stmer Schaott
EM 144 D Schatt [hérics, Barecona, Spain st 500 mum wnd
cooling up toapprovimately 25°C. The oily phase was prepared
proviosly by the addition of CLT, the selecied lipophilic
cmulsifving agent (CDAC or sorbitan stearate), asd the corme-
spanding ol ([P o YB or IM) prebeated st 822 These
prnsry WO coukions were eoded as ISEE JSYE, and ISIM
serie, respectivaly.

In the second stage, 308 (w/w) af the obtained primary
cmulsion was slowly added to the outer water phasze
contaimng the scoomdary hwlmphilic cmulsiter (CMB amd
or polysorbate 8} and TGC s a thickening apent while the
syatem was sirmed at 2500 rpmoat oom lemperature.  After
complete nclusion of the primary emulsion, the stiming was
contimed for 10 min until complote formation of multplke WY
W ermubions. BExternal agueoms gelified phase was pre-
pared provicusy by dissolving the eross-linkad TGO polymer
in a co-solvent system comprising deionied water, the
hydrophille emulsifying agents (CMB andfor polysorhate
H0), and TOC (previowly dispersed and neutralized). Before
thie sceond cmulsfcation, the thickening agont TGO was
dispersed by a 24-h resting phase at room tempersture. Choe
the thickener was wet out, it was also neutrmliEed by adding
the required quantity of MaOH solstion (10%., w/v) to obtain
pH value of &5-7.

Microscopic Analyds

Multiple WIOWY emulsions were cxnmdned wsing an
optical Leica DM 1000 LED light microscope (Leica
Microsvatoms, Wetzlar, Giermeany ), and images were capturaed
using & camira Lelca B3 [Laica Microsystems, Wetzlar,
Germany) at =300 magnifying power.

Conductivity md pH Studies

Conductivity measurements (uS'an) of the multiple WY
VW entlaions were measured ot room temperature with a
dilutica 1200 in MJi-Cr water under magnetie stirrig with a
comjuctivity meter Crikon GLEP 30 (Creon Instruments,
Aklla, Spain). Measurements wers performed at room
temperature. directy i the dilued sample [(meansSD,
#=3) 24 h and 180 days after elaboration

The pH of multiple WAKYW cmulsion samples was
performed at room femperature wing 8 digital pH meter
Crison macropH 2000 (Creon Ingruments 54 Alella, Spain
Measwements were performed in multiple emulsions by
direct immersion of the elecrode in the gas vial of the
sample (mean=50, n=3) at 24 b amd 180 days afier
claboration at room temperature,

Drroplet Size Meammemeni

Droplet sipe analysis of multiple WOOMN comubions was
perfomed by laser diffrmctometty (LD wsing & Malvern
Mastemizer 2000 | Mabrern Instrumenits, Woncestershire, 1UTK)
amd Milli-C} water as dispemsant, vielding the melative distri-
bution of volume of doplats in the range of sipe classes
aceording to the Mic theory. Moasuremenits were collected at
ronm empormture (mean = SO, n=3), The droplket size in
terms of volume distibution was reported & Dvil |, Dy,
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Clotrimazele Multiple W/AWVW Emukion Stabiity Stmdes

i3], and D|w0%), standard percentie readings for the
anabEis The volome-weighted mean dismeter, D)4, 3] (pm]),
was alsn obtained from the device. D4, 3] was neasumed 24 h
and 180 days after dlaboration at room fensperature.

D Content

The percentapge of imeorporated CLT (drog conteit | was
determined by spectrophotomet fe determination at 216 nm
wing 1 Hdies Beta spectrophotometer | Thermo Scientific,
Cambridge, UK). For sample preparation, tiplicate aliquots
af the blank and CLT loaded mubliple WIONW emulsions
(L5 g} accumtely welghed were dspersed in methanal (5 mlL)
using Eppendord contrifuge tubes and sonicated in oan
wltrasound bath for 16 min. After multiple WAOW emulsions
rupture by centrifugation at 13,00x<g for 30 min, the
resulting supematant was filkered (in Nylon dispoeable filter
holdas 045 pm) and properly diluted (1:10 with methanal
snd subsequently 125 with methaol phosphate buffer (7525
Fimally, absorbances obtained fromm drgg solutions were
processed in order to diminate the errar gven by possible
interferemecs of any caipient absorbing at the same wave-
length (A =216 nm), Thos, absorbapce blank samples were
subtracted from those. Resulis are reponed as neean £ 5D
(n=3)

Rbeokogical Propertis

Rheological measuraments were performed wsing a
Haake Rloostress 1 theometer [Themo Fiber Scientific,
Karlarube, Gemany). Anayses of multiple WO emul-
snim wore camied ot at 25+ 027, 24 h after preparation
For all of mesurentonts, the devies was connceted to n
thermostatic cioulitor Thermo Haake Phocnix 1T + Haake
C25P and 0 computer provided with the Haake Rheowin™
Job Manager v 3.3 softwane (Themo Electron Corparation,
Karlsmbe, Germany) to cxccute the tosts and Haake
Rheowin™ Data Manager v 33 software {Thermo Electron
Corpomation, Karlaube, Germany) to perfonn the asalyses of
the obwined dats, respectively. Two kinds of mesurements
were made for characterization, rotationsl meEssuraments,
and cecillatory tesls.

Roranomal Meagie e rp

Steadwstate measprements were addressed with cone
and plate goometry (2105 mm gap) with a fixed lower plate
sid amabik upper cone Haake OGV2* Ti (60 mum diameter,
2% angle). The shear strass (1) was measued as a function of
the shear rate | ¥). Veoosity curves (g=/T7)) amd fow cures
(r=fy 1) were reconded st 25= 015, The shear mte ramp
program included 3 min mmp-up period from O o 100 £7°
1 min constant shear rate period at 100 5, and finally 3 min
ramp-down period from 106 to 0 57", Data from the flow
curves (when resulted to he non-Mewbonian) were fitted wsing
mathematical models to ldentify the model that provided the
beat overall mateh of the expermentally obeerved thenlogeal
data: Bingham, Ostwald de Waele, Herschel-Bulldey, Casson,
and Cms. The adequacy of the rleological profiles to the
mathematical models was based on the correlation cocfficient
value (r) aud chi-sgquare valoe

L4t

The determination of the disturbance of the micms nac-
ture during the fest or apparent thixotropy (Pas) was
evaluated by determitation of the arca of hysteresis loop.
Steady-state viscosity (g, Pa &) was determined from the
constant share section at 100 57" and also from the ramp-up
period at 10 57" The rhenlogical propertics of the samples
were observed 24 b oafter prepamtion and during stomge
conditions at rosm tEnperatre.

el e Measirenents

Dynamic tosis were also performoed uwsing the samo
appamis described above bt with pamlle]l plae and plate
geontetry (Haake PPED Ti, &0 mm diameter, (5 mm gap
separation between plates). Firstly, osclllatory stress sweep
test was performed at 8 comstant frequency of 1 £ to an
increasing shear stress from 001 o 10 Pa in onder o
determine the linear iscoclastic region ( EVR) of the samples:
After the determimation of LVER, frequency swoecp test was
carried out varying the frequency mage withio (01-10 s7° at
a constant shoar rme within the lsear vieeoelastic region
(LVR), in order to detcrmine the related varistion of the
storage modulos {G"), kes modulus (GY), phase angle (5), and
the complx viecosty (g*) which were wed for sample
cluracte ri ation .

Stabllity Stwdies

g dcal Characterizafon of the Subiliny

Thee stahility of multiple WiOW anulsions was assesssed
im thplicate by multipke Leht scattering wsing the Turbiscan™
Lab(Formulaction Co., L'Union, France ). Undiluted samples
(=35 mL) were placed into cylindnical glas measanng celk
which were completely scanned by a reading hoad. A pattern
of the light fux as a fonction of the sample beight was
obtained giving a macroscopic ngerprint of the sample at a
prdetermined time. Measurmments were performed after
24 h after preparation at room femperature.

Laovieg-Tewn Niabilivy

Physicochemical properics of multiple WAOW cmul-
sloms samples @ droplet size (DJ4.3]), pH, and conductivity as
well a5 viseosity and drug content of samples were amalyzed
over a period of 180 days st room fempemiume asd compared
to the starting point Conductivity and pH measurements
were also addessed after storage st A6°C.

Thermal Siabiliny

Thermal sabiity tests weme ako performoed ot different
storage comditions for both prmary emulsons asd multiple
WO emukions. Test tubes were kept vertically and stored
at 4 =01°C (in refrigerator), 302 0017C, 4= 0.1°C in stability
cabins (Heracus B 5042 E and [ 42, Madnd, Spain), and moom
temperature. Macmscopic analyses were perfommed by the
direet phase bebavior observation in the reultam multiple
WA emulsions evaluating potential appearance of
creaming, phme sepamtion, or color changoes (¥haorvation
were made sach wesk for 180 days.
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s42
Reeae Stuilie

Redease studics were performed wsing vertical Frane
diffision aell (FDNC 400, Crown Glass, Somervlle, [FSAJ and
dialysis cellulose membrames ([MWO0 12-14 KDa) with an
effective diffusional ares of 254 em® at room lempersure. A
solution of metharol/waterframseuto P (4050010, w/v) was
med s moeptor medium: allowing sink conditions. Amounts
of IMLPOL and a commercial cream as referenee, equivalent
to 4 wg of CLT, woere added to the donor compartment.
Samples (300 ul) were withdrawn from the receptor chamber
at selected time intervals for 75 b and meplaced with the same
solume of receptor mediom.

The concentration of mleased CLT was measared by

gpectropliotometry as described proviously
Statlstical Analysls

Hauls are expressed s mean <50 of @t least three
replicates. Orne-way amalysiE of vanance [AMNOVA) was
carried ouf testing the differences botwoen the mean values
wming Priand, V. 3 software [Gmph]"ad" Software, Ine., San
Dhicpn, CA). Reults were comsidered to be significam if
oL,

RESULTS

Elaborathsn of Muliple WA Emulsions

The feshly prepared mukliple WOORW emukions ap-
peared as white (cxcept TMYE sedes that appeared wllow-
izh), odorless, and homogenows: without any dgns of phase
separation. TMIMO3 and IMIMOGT maultiple anukion were
mot formed dwuring the clahorstion process. In the case of
simple Wil emukiom, they appeared as white (except IMYB
series that appeared yellowish ), odorless, and M1
with high comsiktency. Phase sepamtion of all simple W0
emulsions was evident 24 b after preparation.

Micmseopic Stodies

The optical micrescopy method confirmed the structures
of mukiple WARW cmukions. Small droplets wore present in
the internal phase of the nultiple globules. Fgore 1 shows
photomicrogmphs of multiple WAO'W emulsions 24 b after
preparation. Chserved droplet dismeters of multiple W/OFW
emulsions were 2060 pm appreimatay, Thoese resulis were
later in accordance with those of LIV measurcment in maost
cased It can be ako obsered that intermal droplets of the
primary WiCk emulgions were 1-10 pm approxinately.

pH and Condsctimetdc Analyses

pH values of muliple WOOW cmukiors containing CLT
at iy mnged from 7042 003 to 623 = 004 in samples kept at
room emperature. For sangples kept at 4°C, the pH ranged
from 710z 003 to 6. X 2000 (supplemental ). Moreover,
pH values of multiple WION emukions were similar to the
pH of the owter agueous phase (pH outer agueous
phase =6.8%= (W02 and 6.92 £ 001 at room temperture and
407, respectively . Values of electrical conductivity of samples
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ranged from 35262 40to 1983 465 pScm i samples kept at
ronm tenperatune after 24 b {supplomental 2.

Droplet Size

Thee avemge values of D)3, 4] for the trial formulations,
acormpanied by their respoctive standard deviation, are
shown in supplemental 2. Figore 2 shows droplet size
distribution of multiple WAO'W emukions. Vilus are the
mean dismeter (n=3) of volume distribution Div0.1),
DYw 5], and DYv0.2), 24 b oand 180 days storage at room
temperature. i con be obsarved more eterogencos distri-
Tmtion in JMLP series, followed by IMYB and fisally TR

g Con bt

LT comtent was determined and expressed as percent
by the difference betwesn total and free cotoentrations of
drug in multipke WAON emulsion samples. Diug content
valoes ramped betweon 8564 % for TMDMOI T and ¥7.47% for
JMLP which cxhibited the highest drog content walie
After performing a Student 1 test, no satistically signilieant
differences (p=0005) were observed between multiple WDy
W emaulsions.

Bheologheal Stndies

Flow aisd visoosity curves are depicted in Fig. 3 The flow
curves indicated some apparent thixotropie behavior in the
system. The rheograms displayed a ysteresis koop with the
dorwmwand curve badow the upwar] curwe. The apparcn
thixot opy values ranged between 2488 mPals for TMIMIT
] #4903 mPass for IMYBO3.

The mathematical model that provided the bast overall
match of the experimentally olserved rheological data hased
on the highest correlation coefiicient of the linear regressions
(F) and the lowest Chi-sgquare valse were Cross asd, in some
caaes, HerscheFBulkley models in asoonding stretches { from 0
to 1 =) and Cros modd in all cases in descending
stretehes (from 100 to 0 87°), Figare 4o shows the viscosty
versus slear stresa curves for the primary WO enukions
(ISP, TSYBO1, and JSIMUL samples). Figure 4b shows the
visormity versis shear stress cutves of the final internal
agueoss phase with and withowt polysorbate 800 Fioally,
Fig. 5 shows the sweep stness curve with storage and loss
modulus dats s 4 fusction of shear stress (Pa) of the
multiple WIOWW emulsion samples:

Stability Studies

Stability of muliple WIOW cmukions was asaayed Ty
optical measurement of backseattering (BS) readmgs, doe to
the opacity of samples which gives kinetic information on the
proces |eading to phase separation. If the desiabilization
plenmnenon oocurs, 4 backscattering increase wersis time
can be obsarved. Varistions = 10% indicate wstable form-
lations {221 Mosigiak on the variation of the droplet volume
fraction (migration) of mean sie (coalescence) were ob-
sened (%ABS <10%).

In order to nvestigate long-time stability of multiple
WOFW emulsions. doplet ske (D431, pH, and conductivity
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as well as viscosity of all samples were analyzed over o period
af 180 days at mom tempemture. Conductivity and pH
meamements were ako sddressed aftor storape at 40°C.
Photommicrographs: at varions time imtervals are shown in
supplemental 2. Mo significant changes in droplet sie
distibution were observed after storage time except in the
case of IMYB02, which modified the droplet sioe between
PTG Shopmat & and 6199 =4 9 after 180 days of storage at
room temperature.

Regarding pH, values remained constant over time
allowing maximum stability and suitability for topieal appli-
cation; pH values after 18D days of storage at room
temperature were in the mnge of 6132000677 = 003 and
55 2050922 (03 at 40°C. In this lme, conductivity valucs
vaned from 325 5.7 to 2193 271 pSfom for samples stored
al mom temperature after 180 days. These results showed
slight increase inconsductivity during this storage comsd ifions,
remaining amos identical in the followmg formouolations:
JMLPFY, IMLPG, IMYBOIT, IMIMMT, and TMIMOIT.

Contrarily, samples stored at 40°C exbibited prosounced
increass in oonductivity walues M b oafter chbomtion and
some of than wore wstable after 180 days of storage
[supplemental 2). The stomge offest on the roology of
muliple WO cmulsions & shown in the supplemental 4.

The drug content in samples was epeated in triplicate
after 180 dayvs of stormge at mom temperatun, and no
statistically significant differences wene ohserved when com-
pared with results at g

Finmally, stability under thermal conditlons revealed that
after & months, motiple WOW emulsions exhibited no
precipitation of drsg, phase separation, creaming, and amy
change of appearance amd viBual obseration in any of the
samples kept at room temperature (Table Ty except TMIMS
and JMIMOST which were not formed during elaboration
proces. At 40°C, TMLFNT became unstable after 117 days,
as well as IMIPO2 (36 days), IMYBOD (21 days), IMYBO2
(21 days), IMIMI {15 dayn) IMDMDIT (15 daya), and
TMIM2T (98 days).
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Redeme Sindics

Figune & shows the release of CLT from JMEPGL and a
referemoe creame A slightly higher reease from TMLFG
when companed with the cream was observed. The total CLT
release was reichiod in 25 b approsinately.

DISCUSSION

As primary factors affecting the formaticn of multiple
WO cmulsions are the choemical nature of compoments,
the concentration of the surfactants wed in both steps of
cmulsification, the volome fraction of the primary emukion
in the whide mukiple emulsions, and the mixing conditions
{23).

The selection of the ol phase was conducted by
preliminary stodies according to the formation of prisary
cimulsons WO and te solubilEation of CLT. Tifferent oils
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[ parafiin ol cator oil, sweet almond oil, and whaat germ oil)
were tested and then discarded due to their low capacity for
the desohition of CLT and urstable sydem obtained The
naure of oik sclocted (LP, YB, and M) arc also wel
tokeratod on the skin In thi lise, other preliminary studies
revealed optimal esults for comecntmtions  of polymeric
surfactant about 1-13% (wiw) and oily phase betwesn 12
amd 18% ().

The ime of the required femperabure in the primay
emulsion should be controled; in our case, BIFC was required
im order o get the melting point of oil phase. Several studics
reported the neod of stabilization the primarvy WO cmulsion
against Booculation and coslescence (19). [mercasing the
oamotic pressure by electmobytes inside dmoplets counteracts
the Laplace msponsble for Ostwald riponing proccsses by
imcreasing the hwdmophobicity in the dispersed phase (24). For
this reason, clectmlte NaCl was incorpomted at 025% (wf
w). This concentmtion is sufficiently high so & o compensate
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for Laplace pressure but, at the same time, low enough 0 as
1o inhibit camotic swelling of the wator inner doplets {25).

O the other hand, polymeric emukifiers are highly
sultable for increasing the long-tem stability of emulsons
in combination with low-weight emulsifiers. The polymerie
emulsifier mod in this work was CDC. Tt is an ideal low-
HLB polymeric emulsifier for producing the inmitial
WO omulsion that can be emulsified in oan  external
agooos gelified phase containing the hydrophilic cmuolsi-
fier with wery good stabilizing properties (26). Besides,
two different surfactants were added, sorhitan stearate
with HLBE 4.7 and polysorbate 80 with HLE 15. The low-
HLE surfactant is dominuntly bydrophobic and is added
to the oil phase. The high-HLB sufactant is dominantly
bydrophilic and is added to the ouler continuous agueous
phase. The concentration ratio of these two surfactants is
alzo important (o the stability and vield of multiple WO
W emulsions (23). For this reazon, the incidence on
stability of different amowsts of these componanis was
also evaluated, & well s the aily phase that provides
preater stahility,

According 1o optical microscopy images,. multiple
WAONW comldon samples could be comsiderad as tvpe C
as reported by Flomence and Whitehill [(23). They de-
scribed type C emulsions as emukions composed of large
drops that eotrapped large number of droplets inslde
themselves. This amalysik also confimed the minor yield
of muldpk W/OWW cmukions prepared with M when

compared with IF and YB. In fact, JMIM{3 and
TMIMIBT failed to form completely after elaboration.

pH walues showed good compatibility for dermal
adminetration. Conductimetric analysis was carncd ot
in order to measure the entrapped electrolyvie in the inmer
agueous phase of the primary emulsion and detect amy
leakage from this phase to the outer agueous phase
When no migration of dectroltes encapsulated in the
immer water occur, the multiple emukion system could be
catalogued as stable. An inerease in oonductivity imvolies
a migration of electralytes (27). It can occur a5 & result of
diffimion or deoplet breaking. Swong osmotic impact of
HaCl may case destroction of ol fillm amd thus plase
imversion [25).

I was ooted that multiple WAOW emulsion dmoplet
size increased in formulation series prepared at increasing
concentration of sorbitan stearate from 2% 10 4% in the
intersal phase (o.p, IMIPD] 4039203 pm; IMIPGS
13414231 pm at 24 h of preparation). It may be
attnbuted to the kigher sceumulation of sudactant at the
interface, resulting in a thicker interfacial flm and honee
increase of droplet size (29). This increase was then also
olerved i visoosity walumes. Morcover, it has to be
pointed out that the addition of stabilizer polysorbare 80
in the gelling acryic acid polymer resulted in significant
decrease of oil droplet size comparing with those prepared
withowt this (eg., TMIPE 404 =03 pm; TMLPOIT 312
=02 um at 24 b of preparation). ldentical chameterbstics
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were observed in all samples during the 180 days of
stormge (e, TMLPO] 4lid =03 pm at 24 kg TMLPOL 382
=1 a 180 days). The iscorporation of CLT in multiple
WO cmubion syatems results in oan increase inosie
ditribution and was  appreciated whes compared with
unloaded multiple WO emukions (eg., IMLPO loaded
A4 =03 pm; JMLPM mnloaded 302202 pm). An
imcrease in droplet size after drug icorporation is a
general pheromenon observed with soveral drugs (300
Heterogeneity in droplet size distribtion was in the
following order TMLF = ITMYB > TMIM. Ti might be
due to the reguired HLB to be emukified, [P < YH < IM
{1, &5 and 115, respectively) in the primary Wik
efmlai o

Understamding of multiple "WAOW emulsons rhealogy
iz an important factor for botl elaboration and handling
operations and physical stability (31 Tt could provide
also imeful information on the multiple WOOOW emukion
structure and drug delivery (32). The results of the
steady-state rheological measurements flrst showed that

100

89 10

=]
1 et}
Fig 4 Vomsity curves of primsry emudsion JSLPOL, TSY B, snd
JSIN0] series after premrstion (8) and evemal spusme phase
withow pedysaorhate 80 (- § and with podysorhate 830 (+3 (B

assayed muliple WANW emulsionrs were dependent on
shear rate (Fig. 3). All formudations exhibited non-
Mewtonian peeudoplastic fow and shear thinning behavior
showing a consistent decrease in viscosity with incieasing
shear rate from O to 100 s’ The thizotropie behavior
demonstrated a disturbance of the multiple WO
cmukion micretrociure mder the effect of shear mie.
In this case, the shear indwees irreversible structural
changes which eoukl be intcrpreted as a breakup of
multiple droplets withowt inversion producing o docrease
of volume fraction and comsequently a decrease in the
viscosity or a phase inversion to WO producing a
substitution of o more viscous phase for the extermal
phase and consquently an anhancement of the visoomity
vilees (33). Mobctheless conceming topical administra-
tion, the thixotropy iz a desired propefy becawse it
contributes to increase the retention time of the formala-
tion in the local of application {341

Mathematical modek that best fit experimental dats
were the Cross equation that provides a4 geoseml model for
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Fig. 5. Stomge modulus (O ), loss modalas (7], and phase angle (&
of the developed multiple WAWW emubims diring sweep sinexs =
on IMIPO L, MY BOL and IMITMO] samples 24 h afier preparstion at
15! Erequency

peeadoplastic materials and Heschel-Bulkley which & a
three-parameter model wed to describe  viscoplastie
materiak.

Conccming vecpsty moasurements, the nabune of the oil
was important in the final properties of muoltiple W00
cmulsion sywitems (3. I & bolioved that the visoosity of the
oil phase has 8 dominant effect on the physicochemical
characteritics of multiple W/OFW emulsions. In this line,
JMYB series were the samples with hipghest values and TMIM
series the loss viscous samples at 1087

The primary emulsons are non-Mewtonian, and the
videosity decredses with an inercase o shear stress
supporting the resuls obtined in the fingl multiple W/
VW emulson samples Tt owas moted that in freshly
prepared IMYB seres at increasing sorbitan stcarate rale
(2, 3, and 4%, IMYBOL, IMYBO2, and TMYBIG, respec-
tively), wiscomity values incrensed too [mipplementsl 2.
Similar tendency was exhibited in ITMIM series but wot in
JMIP scries. O the other hand, as Fig 4b shows, the
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addition of polworbate 80 became the infermal agueos
phase less visocous This fact was then observed in the final
multiple WYOMN emulsions. The addition of 1% polysar-
bate 80 resulted in a decrease of viscosity in all samples
excopt JMIPR. This tendency might be related by the
smaller droplet sze (35).

The fow arsd vsosity eorves of WON cmulsions
(Fig. 3) showed not only their psudoplastic belvawior
accompanied by a slightly appament thixotropy but also their
acceptable stability under the shearing stress which did mo
cased drastic imewersible changes in their structure | the
upwand and downward curves ame not oo separate ) which s
an advamtage for skin application due to the shear thinming
effect. Morcover, the higher viscosity values for INYBOF
and TMIPCY] emukions compared to the other ones under
stody are a benefit to the physieal stability of the swtom
during stomge [36].

Al regands the dynamic theology, this meassrement
provides mone direct correlation with micvod mcture than
steady theology since matorials eanm be examined at rest
state withowt causing any disruption of their undedying
strochres.

The end point of the LVR was determined = a
crtical atmess when the ' valoe was dropped 10% from
the linear level. The critical stress was found at strosses
below approximately 2 Pa for all formulations studied at
187" According to the resulis, 4 constant shear stress of
1 Pa (50% of the critical value) was selected to perform
the froquency sweep test (Fig. 7). These tests reveaked the
proponderance of the elastic behavior over the viocous
(G =07). It is known as elastic platcaw. " is an indicator
of ehstic behavior and meveals the ability of system to
stomge clastic cnorgy associated with recoverable elastic
deformation. &' is a measure of the dynamic visoous
behavior that relates to the dissipation of energy
asanciated with unmeoverable viscous loss. 1t was also
observed that the valoe of @ incressed in most cmes
when the sorbitan stearate rate increased (2, 3, and 4%),
which was accompanied by an increase in the mean
droplet diameter too. In this semse {37), increased
clasticity with e supmentation of sirfactast was also
reparted

However, the iscomporation of polyorbate 80 dra-
matically deersased the clastic behavior and globule size.
Regarding the obtaimed g™ walues, oscillatory wisoosity
tests supported the results of rotational tess. The highest
visoosity was observed in JMYB formulation series at
T

The oscillatory tests ako show that multiple comikions
display viecoelastic properties with predominant clastic com-
ponent (Figs. 5 amd 7). The exhibition of large platesy zome
evidences the exbtence of a strocture that promotes the
physical stability of the system duc to its clastic charactenstic.
Im this repard, IMYBOM showld be highlighted s double
emulsion presents higher vahses nob only for & et ako for
" and i* (Fig. 7).

Miysical destabilization was mesrured using an optical
analyzer allowing for real-time kisetic information on the
process leading o phase separation. B could be also
posgible to discriminate between droplet migration
(ereaming, scdimentation) and droplet size varation
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Tahle 1. The Influence of Tempemtre oo Swhility of Multiple WO Emulsions
Formulaoon - aded Room tempe aturne Drays AFC Danys Hq€ric Drays
JHILP Stahle =210 Siable =T Sahbe =270
JMLPOIT Sishle = IT] Siahle =27 FPhame separxtiaon 117
IMI P Sishie =20 Stshile =2 Fhase separation 54
JHLPOIT Sizle =IT Simhle =X FPhase separstion 177
TMT PO S1shle =TT Sishle =T Smhle =270
JMLPOST Stahie =20 Stahle =21 Satde =270
JAYRO] Sizhle =T Phaee sepamation 8 Phasme separstion 21
IMYRAT Stzhle =270 Sishle =N Sable =270
INYRO2 Stahie =TT Phare sapmration 5A Phaies sepamtion 21
IMYBIZT Sizhie =271 Sizhle =21 Sahe =270
INMYBIIE Stahle =270 Sahle =2 Sahle =270
INYRAST Stshie =20 Sishle =T Suhe =270
BN ] Siahle I Siahle 1T Phase separation 15
JMIMOIIT Stalie =20 Stahle =21 Fhase separation 15
TRIENTE Stshie =20 Sishle =T Suhe =270
JTMIMIIET Sishle =X Sishle =27 Phase separation ko
MRS 1 ] Phase separation 4] Phase mapmration i FPhass separation 1]
TR T Phass separatim 1] Fhaese sepamation a Phasms separstion 1]

{coalescence, flocculation). Figure & shows the BS profles
of IMLPOE, TMYBO2, and IMIMOIT. The keft side of the
curve comesponds to the bottom of the vial, whereas the right
side corrasponds to thesample behavior on the top of the vial. It
can be obscrved that there are constant signals
|muperimpostion] without vanations, Peaks at the top amd the
hottom of the vial corpspond to the menbom made by the
sample m contact with glas. Furthemore, mstability was
defined either by 4 loss of viscosity, o phase sepamtion, of 4
phase inversion In generml, observed samples by optical
microscopy remased invariant over the whole storage period
(oo temperature) indicating the abscmce of extermal and
internnl phase separation or imerslon.

As can be observed from supplemental 4, anvong
IMYE serica viscosity values shightly iscreased over flme
cxcept IMYB and IMYBO2 dus to initial destabilization
confivmed by thermal stahility studies at 405 Shight
imcrease was also observed among JMLP seres except

5000+
4000+

3000+

1!1]["1]1
L

2

Cumulative released
amount of clotrimazole
(ug)

IMIP which exhibited small deerease. Fimally, TMWIM
series behaved  similarly among them with slicht and
uniform increase in viscosity values over time. Visocosity
changes in multiple WY cmulsions over tme could
depend on the diffusion from the inner agueous phase to
the outer continuous phase or vice versa. In this manmer,
diffssion of water from the continwous agueous phase into
the mner agqueous phase entail o increase in visoosity
The oppoite process resulis in & visemity decresse. This
pasmapge of water in one way or the other is driven by
osmotic pressure differences (58], Amyway, all observed
these champes were small revealing optimal stahility of
multiple WAOW omulsons. Finally & expected, tompera-
ture had an important influcnce in stahility of these
syatema. It seems that IMLP sens were the best stables
against temperatwe conditions becase all formulations
wore stable after 180 days at 30°C, ahhowgh at 40°C
results were simdar with TMYB serics

% Reference

Fig. & Relmase profile of CLT

5D 75 100
Time {h)

From TMIPO] =nd fom &8 oesm

el renoe §
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Clotrimazale Multiple WANW Emulkion Stability Stmdies
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CONCLUSHONS

In conchsion, this stsdy demonsteated that stability of
maltiple WO emulzsions B highly dependent on composi-
ton As a fuke, the most stable formulations wepe acliowed
using L P and can be smhilized by a combination of polymeric
and low lipophilic co-smukifics. TMEPO with CEH 1L5%,
sorbitan stearte 2%, and LP 11 % appeared to be the highest
long-term stable ME with the lowest droplet siee, good
physicochemical chamcteristics, flow behavior, and high
encapaulation efficiency at different storage conditions for
the 180-day storage. These proposed multiple W/AOOW
cimulsions are stable sptems with rheological behavior which
might be an excellent alternative o the commercially
available formalas for the treatment of skin fungal infection.
The formulmions proposed might be ako utilized as wseful
systems for other imidazolic antifungal drups In fact, other
drugs like ecomazoke and bifomazole are being studied as
potential candidates.
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Formulation coded series and composttion of Multiple W/O/W emulsions (percentage, wiw)

CAPITOL liI: Resultats

FORMULATION CODED SERIES
CAPRICICAPRYLIC TRYGLICERIDE JOJOEA OIL ISOPROPYL MYRISTATE
COMPOSITION JMLF | JMLF | JMILF | JMLPG | JMLFD | JMLFU | JMYE | JMYE | JMTS | JMTED | JMTED | JMTE0 | JMIN | JMIM | JSIM | JMING | JMING | JMING
o | = | . T T 7 01 @ | o 1T =T 57 o | oz | w3 | a7 7T 3T
Olly phass

Ciofimazzie 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | o0 | 100 | too | 100 | 100 | oo | o0 | oo | oo | oo | 1o
A EM 90 (cetyl dimethicone

15| 15 | 15| 15 1.5 15 |15 | 15| 15 | 15 15 15 | 15|15 | 15| 15 15 | 1s
capaiyal)
Span® 50 (sorbitan stearste) | 200 | 300 | s | zoo | 300 | 400 | zoo | 300 | 400 | 2oo | 3oo | 4oo | zoo | soo | 400 | zoo | soo | emo
ﬁ;ﬁwm'-m“"’mg 1100 | 1100 | 1100 | 1100 | oo | oo |- - - - - - - - - - -
Jojoka oil {YE) - - - - - - |1toa | oo | 1ioo | oo | 1100 | Hoa |- - - - - -
sapropy! Myslstate (IM) - - - - - - - - - - - | 11001100 | 1100 1100 | 1100 | 1100
Cetyl paimitate zo0 | zoo | 200 | 200 | 200 | 200 | 200 | 200 | 200 | 200 | zoo | zoo | zoo | zoo | 2oo0 | 2oo | 2oo | 2oo

Imbarmal aquenus phase
Sodum chionde p2s | 025 |o2s | oezs | ozs | o2s | o2 | oas |ozs | o2s | o2 | oes | oos |oos |oos | oss | onss | ooss
Detonized water a5 | 3125 |a0zs | se2s | 3135 | sz | azes | 3125 | 2025 | azes | 3125 | moos |azas | sies |a0es| azas | mias | soes
Exismal agueous phass

Teqo® Betain F
.: Tl P o7 | o7 | o7 | o7 0.7 a7 | o7 | o7 | o7 | o7 o7 g7 loer o7 |o7r | o7 | o7 | o7
Tego® carbomer 341 ER

oz | oz | oz | oz 0.2 gz | oz | oz | oz | oz 0z oz oz |oz | oz)| oz | oz | o=
{carbomer’
Tweens 80 {polysorbate B} - - - 100 | 100 | 100 - - - 100 | 100 | 100 - - - | 100 | 100 | 1m0
Diedonlzed watar 4500 | 4500 | 4900 | 4500 | 2600 | 430 | 4900 | 4500 | 4900 | 200 | 4moo | 4300 | 4500 | 4000 | ssoo| ssoo | ssoo | seoo
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Physicochemics] properties st different times and temperstures. U5 mnstable, ri: room temperstone
D[4,3]: volume-weizhied mean diameter.

Oil Phase A,| P/ Viscosity (mPas) Droplet Size (um) pH* Conductivity* (uS/cm) Drug

App at24h D[4.3] content
Form f1p|ve|m | SPT™ at s at100s" t e 1e0cays o Lo ! roncays Lioneys Loan Latn Lroneys Ligoaays (%)
code 60 | 80 atrt at40°C atrt at40°C atrt at 40°C atrt at 40°C

JMLPO1 | 1% 2% HH 2425427 49216 404 +03 38.2+0.1 6.42+0.01 | 652+0.01 | 6.55£0.02 | 6.01+0.04 198.3+6.5 2493145 219.3+741 2694 +8.3 97 47%
JMLPOTT | 1% 2% | | +H/+++ 84112 2412 312+0.2 30.1£0.3 6.65+0.01 | 6.74+£0.01 6.4+0.01 | 550+0.05 | 256.7+3.2 299.7+32 | 278.7+184 UNS 96,88%
JMLPO2 | 1% 3% HH 5019 H“4+ 610 +3.1 63.1+3.1 6.73+0.07 | 661£0.06 | 6.32+0.01 | 6.01£0.01 | 305.8+10.5 221895 303.7 +14 UNS 95,06%
JMLPO2T| 1% 3% | | +/+++ 926+13 183+1 825136 721+14 6.80+0.03 | 6.79+0.01 | 627 +0.01 | 622+0.02 | 2758+5.3 381823 2920+6.4 UNS 96,75%
JMLPO3 | 1% 4% ]+ 2408431 395913 134.1+341 1225+25 7.04 £0.03 7.1£0.03 6.58 +0.01 | 6.92+0.03 2813 +6.1 3256 +7.1 2920+7.1 3395+84 92,69%
JMLPO3T| 1% 4% | o | +H/+++ 1136+19 274+4 1240+52 144587 6.23 +0.04 6.2+0.01 6.13+0.01 | 593+0.01 | 2909+35 325.0+6.5 309.0 +3.5 360.5+6.5 96,16%
JMYBO1 1% 2% +HH 3882+40 75048 60.7 £18 53.9+25 6.41+0.04 | 655+0.02 | 6.49+0.03 | 6.18+0.06 3526 +4.1 82.6+11 2876+25 UNS 93,62%
JMYBOTT 1% 2% | | ++++ 1201+19 2435 30404 26.0+3.0 6.62+0.01 | 6.72+0.01 | 6.65+0.03 | 6.61+0.08 | 300.9+0.9 401989 307.3+0.6 426.7 £3.6 86,87%
JMYBO02 1% 3% +HH 5284157 1187418 998 +56 62.0+4.9 6.67+0.06 | 647+0.20 | 645+0.01 | 6.20+0.4 331739 350.7+6.9 296.7 +0.7 UNS 95,95%
JMYBO2T] 1% 3% | | +H+++ 138920 29216 346 £0.7 32.0+£0.9 6.59+0.04 | 665+0.02 | 6.46+0.01 | 6.18+0.02 301545 410585 325.0+5.7 4125+6.6 92,02%
JMYBO3 1% 4% +HH 5980478 2427115 68.5+28 60.0£0.5 6.60+0.02 | 6.62+0.01 | 6.47+0.04 | 6.32+0.01 | 250.6+4.9 369.8+8.9 313.3+47 4009 +5.6 90,16%
JMYBO3T] 1% 4% | % | ++++ 2093430 3439 28.1+£10 258 £16 6.68+0.01 | 667+0.01 | 6.64+0.01 | 6.20+0.01 | 278915 4015+10.5 289.7+29 425.0+4.8 88,39%
JMIMO1 1% | 2% +HH 6577 137+ 37.8+0.3 38.7+04 6.71+£0.02 | 668+0.02 | 6.75+0.01 | 6.69+0.07 | 260.5*2.1 1255+4.1 280.3+25 UNS 96,07%
JMIMOTT W% | 2% | % | ++H++ 33343 10240 30.1£0.9 27.7 £11 6.81+0.01 | 6.78+0.03 | 6.77+0.03 | 6.04+0.04 | 2905*13 995+58 2910+0.9 UNS 85,64%
JMIMO02 1% | 3% +HH 190121 2782 41604 40.9+0.7 6.59+0.01 | 6.56+0.01 | 655+0.02 | 6.33+0.01 241519 3516+9.9 260.7+15 | 400.8+10.5 93,67%
JMIMO2T % | 8% | 1% | ++H+ 943+18 1999 33430 29.7+29 6.72+0.02 | 6.66+0.01 | 6.73+0.01 UNS 268.7 £8.9 98.7 £115 269.6 +3.1 UNS 87,29%

JMIMO3 1% | 4% UNS UNS UNS UNS UNS UNS UNS UNS UNS UNS UNS UNS UNS UNS

JMIMO3T % | 4% | % | UNS UNS UNS UNS UNS UNS UNS UNS UNS UNS UNS UNS UNS UNS
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JMLPO1 (90 davs) JMLPO1 (120 days)

JMLPO2 (90 days) JMLPO3 (180 days)
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JMLPO1 (180 days)

JMYBO1 (180 days)

JMYBO3 (180 days)

TMIMO1 (180 days)
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JMIMOIT (180 days) TMIMO2 (180 days)
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Viscosity changes dunng storage at 235 °C of multiple OVW/0 enmlsions
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“SKIN  PERMEATION OF ECONAZOLE
NITRATE FORMULATED IN AN ENHANCED
HYDROPHILIC MULTIPLE EMULSION?”.

“Permeacio del nitrat d’econazol en pell en una
emulsié multiple hidrofilica millorada”.

J. Suner-Carbd, A. Boix-Montafiés, L. Halbaut-Bellowa, N. Velazquez-
Carralero, J. Zamarbide-Losada, N. Bozal-de-Febrer, A.C. Calpena-

Campmany.

Mycoses.
2017. Vol 60 (3) , 166-177.

ARTICLE Il
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Article ll:

“SKIN  PERMEATION OF ECONAZOLE NITRATE
FORMULATED IN AN ENHANCED HYDROPHILIC
MULTIPLE EMULSION”.

Resum:

L’alliberacié de farmacs antifungics d’aplicacié topica local esta molt limitada per I'extrema
liposolubilitat dels seus principis actius. Una emulsié multiple de nitrat d’econazol al 1% s’ha

comparat amb una formulacié comercial de referéncia.

Les emulsions multiples (ME) s6n un potencial vehicle per millorar I'alliberament de nitrat de
econazol (ECN), un antifingic destinat a infeccions fungiques epidermiques. L’'emulsié
multiple de nitrat d’econazol al 1% es compara amb una formulacié comercial en aspectes
com la reologia, mida de gota i de I'activitat antifingica in vitro contra espécies de Candida.
L alliberament in vitro del principi actiu, la permeacié en pell humana i la retencié de farmac

s’han investigat utilitzant cél-lules de difusié vertical tipus Franz.

L’analisi reologica va demostrar un comportament pseudoplastic no-newtonia amb
propietats reofluidificants i tixotropia. No es van observar variacions significatives de la mida
de particula durant 'emmagatzematge durant 6 mesos. Les dues formulacions van mostrar
nivells similars d'alliberament aconseguint valors asimptotics en 5 h. Els nivells de permeacio
en pell d’econazol de I'emulsié mdltiple han estat significativament superiors als de la
formulacié comercial, atribuible a diferéncies en la polaritat dels components i els excipients
de la formulacié. Per contra, s’han obtingut nivells d'acumulacié de farmac similars a la pell
(40 a 130 ppm). Aquestes concentracions han estat comparades amb els valors obtinguts
de MIC (de 2 a 78 ppm), confirmant I'eficacia antimicrobiana in vitro de les dues formulacions.
Una retenci6 de la pell similar i una taxa de penetracié més alta sobre les formulacions

existents és considera un enfocament millorat per dirigir el farmac a I'epidermis profunda.

L’ emulsi6 multiple proposada comporta una eficacia antimicrobiana idéntica que la
formulacié comercial assajada, perod les propietats reoldogiques de I'emulsié mdltiple milloren
en la textura i en I'extensibilitat per la qual cosa aquesta fara millorar I'adheréncia al

tractament.
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1 | INTRODUCTION

Summary

Local delivery of imidazolic antifungals is Bmited by its extreme lipophilicity. Multiple
emulzions (ME)} are a porentizl vehicle to enhance the defivery of econazole nitrate
{ECN}, 2n antifungsl targeted to deep-seated epidermal yeast infections. An 1% ECH
hydrophilic ME was compared with 3 commercial formulation in terms of rheology,
droplet size and in vitno antfungsl actvity against Condida species. Comparative in
witre drug release. human skin permeation and drug retention were investigated using
vertical diffusion ceflz. Rheology demonstrated a pseudoplastic shear thinning with
thixotropy facilitating skin residence. Mo significant aggregation or droplet size varia-
tions were observed during a &-month stability storage. Both formulations exhibited
similar release levels achisving asymptofic values in 5 h. ECH skin permeation levels
from the muldple emulsion resulted to be significantly higher than those of the com-
mercial formulation, atiributable to differences in formuolation polanty and excipients
composition. Conversely, similar drug accumulation kevels in skin were obtained (20-
130 ppm). These concentrations resulted to be comparable with obtsined MIC values
{2-78 ppml, confirming the in vitro antmicrobial efficacy of both formulations. A simi-
lar zkin retention #nd & higher permeation rate over the existing formulations is con-
sidered an improved approach to target the drug to deep epidermis.

KEYWODRDS
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opbimize the adhesion and rheology of those formulations for 2 better
drug perrmeation

Imidazolic antifungal drugs are indicated for the treatment of yeast
external infecbons, widespread diseases which renge from superficial
skin or mucosal infections to invasive and disseminated infections."
Formulations for local therapy zre desirable to achieve the highest
drug penetration into deep epidermis, the site of action. Nevertheless,
these drugs are markedly lipophilic and largely retzined in the stratum
cormeem (SCRP difficulting the treatment of deep-seated epidermal
infactions. Concerning mucosal administration, formulations suffer of-
tanly from poor retention &t the targst site, o it is also interesting to

Some formslaton strategies can sobve these imitations, for exam-
ple, iposomal formulations or lipid nanocarmiers.*® in particular, mul-
tiple emulsions {ME] allow the vehiculizaton of lipophilic substances
inside an agueous extamal-phase formulation that releazes the drug
from the inner phases.® These emulsions are complex systems formed
by phasze inversion of a simple emubion.” Az an example, W/O/W
emulsions consist of an hydrophilic disperse system of 2 lipophilic
phiase containing inside smaller hydrophilic droplets similar to the =u-
ternal continuoaws phase. Inotherwords, intemnal 2nd extemal aqueous
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phases are separated by an oily phase that can dissobve the lipophilic
drug. Comman difficubties of ME formudation are the sabilization of
the internal WO emulzion and the achievement of an equilibrated
combination of vohmme fractions. Mowedays, polymeric emukifiers”
provide 3 strong, thick and well-defined film eround the W/ O interface.

zeneral edventages of WO/ muttople emudsions are the protec-
oion of the entrapped drug, their ability to vehiculize differant actives
in the different emulion phases or their sustsined releaze effects”
They have been wadely applied in varous fislds of pharmacy™®** such
a3 vaccines adjuvants,*® wehicles for anticancer agens,™ prolonged
drug delivery systems™"" or taste-masking agentz*®

Relating imidazolic anGfungsts, econazole nitrate (ECN) i highly
effective against Candida aibicans. ™ It is very slightly soluble in water
(148 ugfml) and soluble in methanoP**** and surfactants such as
Tween® BO {>10 mg/mL).™ It has a partition coefficient (logP) of about
5.5 and a pKa of 4.6 (strongest basich™ > Commercial formulation of
topical ECH consists of 2 1% cream mage up by different macrogols
and liquid parafin where the drug cannot be completely dissobved
and is partially suspended *® This formulstion is apphied ower skin or
FrABCosE Dwice 3 day during a minimum of two weeks depending on
itz therapeutic indication.™ Given the large duration of treatment and
the freguent adminizraton requirements, the aim of this study was
o investigate the effect of solubifzerz-containing multpie emulsion
ower the ECH zkin permestion and penetration searching for a bemar
patisnt-compliant formulaton.

In general, szole anGfungals tend to be highly lipophilic and they
can readily particon into the lipid-nch intracellular space of the SCR
The challengs iz to develop & stable formulation that facifiate: drug
penetration into deep epidermis. In thiz sense, rheological character-
iztics have been enhanced maintaining the high release levels and the
in witro antimicrobial activity ageinst Condids species of & commercial
formulation

2 | MATERIALS AND METHODS

21 | Materials

Econazole nitrate (ECN) was supplied by Acofarma Distribucion, 5.4
{Terrasza, Spain). Diethyleneghycol monoettyd ether (Transouncd® M,
mediem chain tighyrenides {Labraphac® Lipohile 1349) were 2 gift
from Gattefossé. 5.A (Saint-Priest, Francel Cetyl dimethicone co-
polyal (Abi® EM 901, cocamidopropyl betasine (Tego® Betsin Fl and
carbomer [Tego™ Carbomer 341 ER) were supplied by Evonik Degussa
{Eszen, Germany). RPMI-1640 synthetc medivom 2% G contaming glu-
tmmine, pH indicator withowt bicarbonate and glucose and Sabowraud
dextroze agasr were supplied by Invitrogen (Madrid, Spain). Methanal
HPLC grade wa: obwmined from Fisher Scientific (Madrid, Spain)
Sodism dodecyl sulphate, sodium hydrocdds and po@ssium mono-
hydrogen phosphate were ob@ined from Panress (Barcelona; Spaink
Hank's stock solution was obtzined from ThermoFisher Scientific
{Barcelena, Spain. Deionised water, with & condectance lower than
007 mSfcm, was prepared on-site. Nylon and polyzulfons mem-
branes were supplied by Waters Corporation (Milford, MA, USA) and
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Pall Corporation ((Geiman Sciences, Ann Arior, M1 LSA) respectvely.
Commercial formulation of 1% econszole nitrate available in the
Spanizh market (Ecotam®, Sesderma 51 was used as a comparable
formulaton.

22 | Preparation of multiple emulsions

Pravious formulation stisdies™ led us the optimisation of 3 water in oil
in water (WO W basis able to vehiculize ECM dissobved at 1%6. Based
on those results, two muldple emulsions were prepared: 3 dreg dis-
persed ME and its corresponding placebo. Freparation was based on
2 two-step emulsification process.” The first emulbsification consisted
of 8 W/O primary emulsion. The second emulsification dispersed
eqgual parz of the primary emulzion (WD) and an external aqueous
phase conzaining both an kydrophilic emulzsifier and a thickening agent
icf. Table 11

221 | Preparation of primary emulision

Intermal W/ ermaslsion wias prepared by slow addition of 8 preheated
{80 = 2%C) agueouwrs solution of NaCl (W} to an oily phase 10,) con-
taining the hpophilic emulzifiers (cety dirmethicons copolyol and di-
ethyleneghyool monoethyl ether) and also capric/caprylic trighyceride
preheated to the same temperaturs. that afiowed the dizsolution of
ECH. Mechanical stiming (Schaott iberica, Barcelona, Spain) was main-
tained at 300 rpm unti coofing to 25°C.

222 | Preparation of W/O/W emulsion

In & second =tage, the W /0, emufsion was siowly added to an equal
ammount of external aqueous phase (W] at 250 rpm at room t2m-
perature. This W, phase was previously prepared dispersing at room

TABLE 1 Percentage composition [wiw] of the formulation baziz
of econazole nitrate multiple smulzion

Percentage
Jiity phaze {0,
Econazole nitrat= (ECN] 1.00

Cetyl dimethicone copolyol (COC, ABIT EM =y 150
Diethylen=ghcol monaethy! sther (Tranzcutaf™ P 200

Capric/ caprylc triphyceride |Llh|11}hit. fpophil= 1100
134%)
Internad agueous phazs (W]
Sodium chloride 025
Purtfied water st pH 6.5-70 375
Externa| squepus phaz= ['ﬁ'=|
Carbomer [Fazo® Carhomer 241 020
Coramidoprogyl bataine (Tega™ Betsine F) 070
Purtfied water st pH 6.5-70 4w1g0*

"In caze of placeba formulzton, drug amount was cormected with water.



Capitol V: Resultats

M;Lw[ LEY

SUSER-CARED e al

i e = i, e

temperature the cross-finked polyacrylic polymer [carbomen) in &
dissolution of the hydrophilic emulsifier [cocamidopropyl betine] n
deionised water. Complete dizscluton of carbomer waz achieved by
24 h. Afterwards, neutralization of the carboxyfic groups was carmed
out uzing 10% sodium hydroxide soluton untl pH 8.5-7.0. After com-
plets addiion of the primary W0 emulsion over this gelified aqueous
phaszs, paddle soming was prolonged for 10 min untl complete forma-
ton of an homogensous W/YCHW mulople emulsion.

2.3 | Macro- and microscopic analyses

Macroccopic organoleptic characteristcs were studied to detect any
visible sign of unstability such a5 creaming. phase separation or colour
changes. Formulations were zlso investgated by microscopic analy-
sis to evaluate their homogeneiy degree and droplet size. Mulople
WO emulsions were examined wsing an optical Leica D 1000
LED light microscope (Leica Microsystems, Weizlar, Germany] and im-
Fgec were captured using & camera Leica EC3 [Leica Microsystems,
Wezlar, Germany} st =400 magnifying powsr. Measurements were
taken directly and also after carefully diludng samples (1:20) with
water fust ending formulation and monthly duning a S-month stability
study.

24 | pH

pH was measured at room temperature (23°C) using a digital pH meire
[Crizon micropH 2000, Crison insouments 54, Alella, Spainl with an
emulston electrode |viscows samplesh. Measurementz wers dong in
triplicate in ME samplas, the outer aqueous phase (W, viscous gell and
the commercial formulation. Tests were performed during sgeing tims
for samples kept at room temperature. Mean, 50 values zre reported.

25 | Droplet size

Resuits of mricroscopic particle size were supplemenied by laser dif-
fractometry (LDY using & Malvern Mastersizer™ 2000 with a zample
disperzion unit (Mahem Instruments, Worcestershire, UK) yieliding
the volume distribution of the pardcies. Measurements were per-
formed dmecthy with the non-diluted formulabons which were added
to deionized water [disperzans) under stming. The fundamental size
distribution is based on volumes distribution and sccording to the Mis
theory. The stabstics of the distributon were calculated using the
derived diameters Dm.n] as in Eguation 1, an internatonally agreed
method of defining the mean and other moments of particle size ™

7 e
im.nl= [W] (1)

where m is the mode of guantitation (volume in our case) and n is
the percentle of the detribudon. For example. Dfv.0.5] iz the size
in micrometres of the 50% of the volume dropletz. This value is also
krowm &z the mass madian dizmeter (MMDO] or the median of the vol-
ume distribution. LD anzslyziz reported also the Ofw.01] and D, 0.9],

standard percentie readings. Addiconally, the following parameters
ware reported: Violeme-surface mean diameter, that is the surface
area mament mean dameter, namead as O[3,2], and volume-weighted
mean diarmeter, or mass moment mean dizmeter, named a5 D[4,3] and
caloulzted as:

.t

Dj43|= gn = 2)
e

nmm=§:# @

where nis the number of particles with diameter o

The average particle size distribution of the different formulations
was analysed in wiplicate afrer 24 h and after one month of prepars-
tion for samples stored a1 room temperaturs (23 £ 5°C). Values werz
reported a5 the mean of at least three valees, standard devistion (500

2.6 | Stability studies

A& J-month stability test in isothermal conditicns was run 3t differ-
ent storage conditions for the multple emulzion. Test glass tubez
were stored vertically kept at 5+ 3°%C, 25 = 2°C, 40 £ 2°C in stability
chambers [Heraeus B3042 E and | 42, Madrid, Spain). pH and visual
mezsursments were checked each week curing storage period such as
precipitation of drug, phase separation, creaming or amy other macro-
zoopic changs. Microscopic observations were performed a8t 24 h of
preparation and each month dunng storags.

In addition, long-term {six months) physical w@bifity was estd-
mated wming multiple fight scattering with 3 Turbizcan® Lab Expert
\Farmudaction, Ulnion, Francel This meazurement quantifies the
backscattering [B85) and/or transmizsion (T) of a pulsed near-infrared
light source (k. = 380 nm} projected through the zample. The r=ading
head consists of two synchronous optcal detectors: A transmizsaon
detector receives the wansmitted light through the sample | 1807 from
the incident radigbon} and 3 backscatiering detector that receives the
light backscattered by the sample [135° from the incident radiation).
The formulations in this study were milky and opague. preventing
from the meazurement of ight tranzmizzion. Therefore, only BS pro-
files were used to predict the physical stability. Undiluted formulations
=33 mL} wers placed on & cylindrical glass measuring cell (zample cedl
lemgth -50 mm) which was completely scanned by the reading head
The entire zample cell length was scanned scguiring BS data each
40 prn and each houwr over 8 period of 24 h. A plot was produced with
L85 on the y-axis and the zample length on the x-axis. Measurements
were performed at 24 h after preparation and slzo after six months of
25°C storage.

27 | Rheology

The rheglogical propertes were studied at 24 h after preparation and
at the end of the study after room temperature storage. Formulations
were submitted to either a steady-state (rotstionsll or 2 dynamic
toocillatory] sheer at 25 £ 0UI%C. Rheological measurements wers
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performed using @ Haake Rheostress 1 rheometer (Thermo Fischer
ScienGinc, Karlsrehe, Germany) connected to & thermostaoc circulator
and using the massz sneown™ software (Thermo Electron Corporation,
Barlsruhe, Germany| to execute the tests and data analyzis

271 | Rotational measurements

Steady-state tests were performed with 2 cons-and-plate geometry
set-wup (00105 men gap) with & fied lower plate and a mobile Ti upper
cone Haske (60 mm diameter, 2 anglel Measurements wers per-
formed, by wiplicate, just after preparation (f = 0} and monthly dur-
ing storege at 25°C along the study. The shear stress {t} and viscosity
(mi 8t 25 =0.1°C were meazured as a funcoon of the shear rate
The shear rate ramp programme included: Ramp-up from O to 2000
in 3 min. conztant shear rate of 100/ during 1 min and Ramp-down
from 100 to Oz in 3 min.

Different mathematical modek™ were fitted to flow curves
{when resulted o be non-Mewmniznl wo identfy the model that
provided the best fithng to the observed dats: Bingham, Osberald
de Wasle Herschel-Bulkley, Caszon and Crozs. Eguations are sum-
marised in Table 2 where 1 05 the shear stress (Pa), 3 iz the shear
rate (1=}, ny is the dynamic viscosity (mPafs), T, iz the vield shear
stress (Pal 1, is the zero chear rate viscosity, i, is a constant plastic
wiscosity {mPa/s), v_ is the infinity shear rate wizcosity, n is the flow
index, # is the consistency index and m, experimental parameter.
Best fimng of mathematical models was bazed on the correlztion
coefficient value {rl.

Steady-state vizcosity in. Pass) was caloulsted from the constant
shaar phase at 100/ and alzo from the ramp-up period &t 107z The

“zpparent thixotrogy” (P2 /3 during the test was evaluzted calculating
the area of the hysteresiz loop along the mmps.

272 | Dynamic oscillatory measurements

Cecillatony et were performed with 2 paraliel plate-and-plate ge-
ometry using the same rheometer described above (A0 mm diameater,
0.3 mm gap zeparstion betwesn platezl. Firstly, oscillatory stress
Sweep test were performed at & constant frequency of 1 Hz. to an
increasing shear stress from .01 to 100 Pa in order to determine the
fimear viscoelastic region (LVR) of the samples. Afer the determina-
tion of LVR, frequency sweep test was carmied out varying the fre-
quency rangs within 0.01-10 Hz. 3t 3 oonstant shear rate within the

TABLE 2 Flow curve models {x=F{} for mathematical fitting o
viscosity experimental data

= r
Birngham T=mg+in, -1l
Ostwald de-Wasle =K
Herschel-Bulkiey T=mg+K-§"

Caz=on o t"ﬁ'i'hl:l'ﬂ..l
Crazz T=y-in, +ing—a W [T+ {5
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linear viscoelastc region [LVR) in order to determing the related varia-
tiom in the storage modubus (67 loss moduhes (G7), phase angle (B} and
the complex visoosity (") that were w=ed for sample characterizaton.
The relationship between &' ang &7, and the complex visoosity (0"} are
given by the following eguatons:

&M
tam b= — 41
e
o o
. 13
b et

where w i the angular frequency (w = 2nf), i the frequency and G*
iz the complex modules:

Gr=0 4l [F=-1L ]

28 | Econazole assay

ECN concentration in stability and drug release samples wes meas-
ured by UW-spectrophotometry &t 201 nm (Thermo Spectronic
Helioz Bets; Thermo, Cambridgs, UK). Validation was rmun according
to standard guidefinez™* including: linearity, intraassay and interassay
precizion and accuracy. Calibration curdes were prepared using the
receptor solution of release studies (Methanol/K_ HPO, 7325 w/vl
Lin=arity was demonsirated between 2061 and 10.0 ug/ml. Accuracy
resulted to be -2.98 to +3.90%. Conceming precizion. maximuem de-
vigiion of RS0 wes 2.B46%. Recovery was tested in triplicats wsing a
1% ECN methanad solution reculting to be $6.3% (R50 4.4%) and con-
zidered satisfactory for our purposes.

ECN content in the formulations wes assayed as follows:*? 500 mg
zample was homogenegusly dispersed in tetrahydrofuran and ex-
tracted with 3 mL methanol sided with ultrasounds [10 min to break
the dizpersed systern. After centrifugation [3000 rpm/30 min). the
methanolic fraction was teken and the process wac repested two
timez. Coflected fractions, diluted untl & maximurn axpected concen-
tration of 10 pg/mlL were fttered through 045 pm Nylon disposable
filters and read spectrophotometrically agsinst an approprizte blank
zolution: for example, from 3 zample obtzined with 2 placebo ME for-
mulation or merely the sobvent of calibration dilubons. Drueg content
%) was calculated as the retio batwesn the experimental valus and
the total nrominal concentration of ECM. Assay was done in triplicate
for each formulation

Orthenwise, ECH concentration in the human skin permeation sam-
plez was quantified wsing 2 validated HPLC method with 3 Waters LC
Module Plus™ with UV-VIS 2487 detector Wisters, Milford, MA, USA]
with 2 C18 column Microsork® 5 wm, 5.0 mm = 2530 mm. The mobile
phase consisted of methanol/005M NH HPO, sohrtion (83:13 wiv)
at & flow rate of 1 mbL/min 5t room temperature. The injechion volume
was 10 pl and detection was montored &t 200 nm.*

Calibration curees were prepared using the mobile phase. Linearity
was demonstrated betwesn 3.125 and 100.00 pg/mL Accuracy re-
zufted to be lower than +4.2%. Conceming precizion, maximurm RS0
was L%

Statistical calculations wers carried out with the ssereeo saizm 3
softwere (Graphpad Software, San Disgo, CAL USA)L
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29 | Antimicrobial efficacy

Mimimurn inhibitory concentration (MIC) values of 1% ECM solution
in OMS0, the ECN muttiple emulzion, the ECH commercial formu-
lation and a placebo multople emulsion were mvestigated against
Candida albicans (ATCC® 10231}, Condide glebrata [ATTC® 66032)
and Candida parassiosis (ATCC™22019) following the broth microdi-
lugion (EMD} methed of the European Commitee on Antimicrobial
Susceptbility Testing (EUCAST) applied to anbifungal sgents egainst
glucoze-fermenting yeast ™" The yeast strains were first coltured on
Sabouraud agar at 30°C for 48 h before testing. The incculums wers
prepared by suspending cofonies in stenle distlled watsr to achieve 2
density eguivalent to 2 McFarland standards counted ina Mevbausr
Chamber {1 to 5.10° coory forming-unit. CFU/mL). Waorking suspen-
sion was prepared by diluging {110} the standardized suspencion in
sterike dishlled water. The test was performed using microdilution
plates. Serial dilutons from 1250 to 00011 pg/ml m REMI-1640 me-
dium were prepared (0= 22} for the following zamples: (i) ECH ME
and commercial formulabon, (i) placebos prepared in RPMI-1640
double strength, (i} 1% ECM sofugon in DM30 (referencel. The fol-
lowiimg controts were included at the end of each well zeries: A growih
controf fcontaining inoculum and RPM] medium] and a drug-free me-
dium [comtaning anly RPMI medium double strength). After incuba-
wom at 37°C &t 24 h and 48 h, the microdilution plates were read with
& microdilution plate reader Synergy-HT (Biotek, Winoocki, VT, USA}
2t 620 mm and at 0. 24 and 48 h. Resuling MIC values reporied the
first positive valuee of each series.

210 | Drug release

Im witra ECM release was tested with vertical diffusion cells™ [Widrafoc,
Barcelona, Spain} with a diffusion area of 2.54 cm®. Receptor solu-
tion was 3 well-sorred mixture of 12 mL methanol: Phaosphate buffer
0.05 m [75:23] at 32 £ 0.5%C satisfying sink conditions for econazgle
nitrate.

At first, bao types of ardficial membranes, mylon and polsulfons,
were evaluated with 2 20 pg/ml solution of ECH o s=lect the best
suitable one. Mylon membrane was selected as being the most perme-
bz [lipophilicl one. Afterwands, comparstve release profiles throwgh
nylon membrane were obtained in tripficate for ME and the commer-
cial formulation using oo, 3080 mg of formulation in the donor com-
partment. Ar different scheduled times during 24 b, 300 pl samples of
receptor compariment were collected with fresh solution replacement
and immediate spectrophotometnic analysis.

Diifferent release equations reported in the litersture™ (of. Table 3}
were fitted to the cumulative amounts of released ECH wsing @ non-
linear regression routing [wesonws Softwars, werzion 3.3, Pharsight
Corporstion, Apsx, NC, USA)L Releacs rate was expressed with the
corresponding Fate constants. Selecton of the best model was based
an the minimum value of the Aksike's information criteriz (AIC)*F

In addition to this model fithng, two additional parametsr were
calcufated using wemonun® softwane: Predicted releazed amounts
st the end of the experiment (G| expressed as percentage of the

TABLE 3 Releass equations [, = f {1} fitted to the experimental
data. , is the amount of grug dissolved mtime t, §__ isthe
maximum released amount of drug {asymptotic], K, the zero-order
redease constant, K, the hyperbolic rate constant, K the first-order
rate constant and K., the Higuchi rate conctant

Function Equation

Z=ro order O =E'
Hypesbolic Lo O T
First order 0-0, . -2
Sguane root =K t"

entrapped drug content of sach formulation and the area under the
cumulative curve of released amownts until the first agymptobic Gme
for bath formulations.

211 | Human skin permeation

ECH permeation from both formulations was investigated to calculats
the permeation flux and the skin retention. Skin was obtzined from
leftovers of abdominal plestic surgeny (Hospital de Barcelona, 5C1AS,
Barcelona, Spain). The experimentsl protocol was approved by the
Bipethics Commites of the "Hozpital de Barcelonz’ (Barcelona, Spain)
and written informed consent forms were provided to shin donors
After chinargical excision, skin was debrided and placed in contziners
with Hank's colution, transfemed o the boratony and frozen - 20°C
for storage. Prior to the experiment, skin was partially defrosted and
laminar samples (400 pm} were obizined using an electrical dermat-
ome [Assculap GA 030 Tutdingen, Germany)L Expenments were done
in tripficate. Skin specimens wers immersed in physiokogical zemum and
mounted on vertcal diffusion cells* {Vidrafoc, Barcelona, Spain with
0.64 cm” effective diffusion area. Receptor compartment (4.5 mL) was
filled up with & solution of Ethanol/Transcutof® P/Water (50-20-30
wiwiv), satizfying sink condifons. After terperature eguilibraton &t
329, experiment wes initiated applying 300 mg formulation to the
donor compartrent. A gquanirty of 300 pl samples were @hken with
replacement at predefined omes during one day.

Cirug concentrations Were guantitated &= previodushy described and
uzed to calculate the cumuiabive amount=s of permeated ECN per unit
arag (). Permeation extent of ECM was described wsing the perme-
ated values at last ome (024]. Permeation flux () was calculated by
linear regrezzion betwesn the cumulative permestad amounts per unit
Turfaos srea 2nd ome in the fingar phaza.

&% the end of each experiment. skin samples were removed from
the diffusion cell, rinsed two times with an aqueous solution of 0.3%
zodium dodecyl sulphate and finslly deionized water. Resulting skin
specimens were bloted dry, weighted and minced for estraction.

Dirug exiraction was done adding 1 mbL of fresh receptor soluton
to each minced skin sample. After 10 min of cold sonication, liguid was
recovered iterating the procesz. Resulting solutions were coflected and
centrifuged (1500 rpmy 10 minl. Dinug levels were guantified by HPLC
{human skin). Results were reported as the mean, 50 value of the per-
centage between the amount of drug in each sample and the weight of
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shkin sample. Regression analysis and stabistical comparisons were car-
ried out by one-way analysiz of variance (ANDVA) using the Geesrsan ™
prizi ] sofoware{Graphpad Software, San Diego, TA, USA) (o = DU05L

3 | RESULTS

31 | Droplet size

The strecture of W/OOW mulaple emulsions was confirmed by opt-
cal microscogy. An example iz shown in Figure 1A The size of the
internal droplets (primany W/ Tl emulsion] was in the range of 1 to
10 prm approximatety. The diameter of mutd-globueles rangsd around
10-200 pm and were confirmed later by |zser diffractometry. Within
experiments] uncertainty, both dismeter range: remained invariablz
ower the whiole-storage pencd suggestong the absence of extemal
and int=rnal coslescence. Droplets of commercis! formulation ranged
ahout 5 um (Figure 181 Under potarized light, some refringent parti-
ties were obzersed confirming that part of the drug was prezent in
suspanded form.

FIGURE 1 A Photomicrographs of multiple emulsion at 24 h

of pregaration at 400« magnification. ME was diluted a2 1:20. B,
Photomicrographs of & commercial formuiaticn at 22 h of preparation
&t 400« magnification
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Concerning lazer diffractometry, mean values of volume-weighted
mean diameter (0f4.3]], volume-surface mean diameter (D[3.2]) and
Diw.0.1), Diw, 0.5} and DfwD.?), with their respective standard devia-
tion: are shown in Table 4.

A sequential particle size distribution of the ECH ME is plotted in
Figure 28 A practically unimodal distriburtion can be obzerved with
a maxmmum vahae 3t about 200 pm. The minor peak betwesn 10 and
4 urn, representng qualitatively a residual content of the intemal
agueous phase, falls far below Dv,0.1] and can be conzidersd ag non-
relevant Concerning the commercial formulaton, Div0e] value iz
about 53 um. Particle size distribution = plotted in Figure 28, In this
cate, & chear bimaodal distribution iz observed with 3 minor peak &t
apout 4.5 pm and 2 major peak at 43 pm.

32 | Rheological measurements

Steady-state rheological measurements 25 a function of shear rate
are shown in Figere 348, Formmulabons exhibited non-Newtonian
poewdoplastic fliow and shear-thinning behadour with a consistent
decrease in viscosity with increasing shear rate from 0 fo 100/

TABLE 4 Parucle size parameters by LD of multiple emulsion and
commercial formulation imean, 50

D[4.3] 7153.138 17179
D323 1814 123 3. 08
D[v.01] 1285.59 17013
D[v.05] M55 109 6.4, 2
D09 3193, 240 534,320
Ayid
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FIGURE 2 & Particle size distrbution for econazole ME az
vilume percentages. B, Particle size distmbution for econazole
commercial formulation as volume pemcentages
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FIGURE 3 A Viscosity curves (blue squares) and flow curdes {red
triangles] of econezoie ME after 24 h of preparation 25 3 function

of shear rate. B, Vizoosity curves (blue squares] and flow curves [red
triangles) of econazale commencial formulation as a function of shear
rate

Viscosity of commercial formulation was markedly higher than
ME Cross-mathematical model showed the best siatistical fithing of
rieciogical behaviour in both ascending and descending stretches.
Viscosity vakues (3t 10 and 10005} were 3405, 9.3 and 1047, 4.2 mPa/s
for ECM ME and 19645, 191.2 and 3807, 10.3 mPa/s (mean, 50 for
commercial formulation respectively. The flow curves indicatsd cer-
tzin thixotropy as the rheograms displayed & slight hysteresiz loop
with the dowmemrd curve below the wpward curve. Based on this
hysteresiz area, & pseudoplastc indicstor, econazole ME displayed
5 thixotropy of 115.6 Pa/s and the commercial formulston valus of
2649 Pafs.

Oiscillatory measuremenis of BECMN ME to find the critical stress
are ploted in Figure 4. During esch sweep siress test, the changes
in storage and hoss modulus and the phase angle (), 6" and &) were
plotted as a funchion of shear stress 8t @ freguency of 1 Hz. The end
point of the linsar viscoelastc region [LVR) wa: determined as a crit-
ical stress when the storage modulus (G') value was dropped 10%
from the linear phase spproximately 0.1 Pa. According to those re-
sults, & constant shear strass of U035 Pa (30% of the critical valus)
was selected to perform the frequency swesp tests (Figure 51 Resuls
for both ME formulations revealed, in this freguency range. 3 preva-
lence of the elastc over the viscous behaviour {G'>G7), known &= the
“slaztic plateau’.
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FIGURE 4 Storage modules (G triangle up), loss modulus
7", triangle down) and phase angle (&, black stars) of econazole
ME during & swesp stress test st 3 freguency of L Hz after 24 h of

preparation
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FIGURE 5 Storage moduhes |G, triangle up), loss modulus
{z7, triangie down) and complex viscosity iR, black stars) versus
frequency during a frequency sweep test at a constant thear rate
10005 Pa) for econazole ME after 24 h of preparstion

3.3 | Stability

Multiple emulsions appeared as yeliowish, odouriz:s and homogenous
withaout any signs of precipitation of drug, phase separation. creaming
ar any vizual change of appearance in any of the samples keptat 5
and 30°C. Ar 40°C, ECN ME became unctable after 15 dayz storage.
Sampdes of the isolated internal phase [Intermediate WO emulsions)
appeared &5 consistent, yellowish, cdourless and homagenous. Ininal
pH valuss of the outer aqueous phase resulied to be 689, 020 room
temperature. pH valees of ME camples at the end of the study renged
between &.14, 0.05 and 5.50, Q07 imean, 50).

Backscattered fight measurements {Turbiscan® Lsb Expert) were
wzed to predict some unsEbility phenomena. Mo retevant variatons
of the droplet wolume fraction (migration) or mean size [coalescence)
were ohsenved on the unloaded ME and the ECH ME

34 | Drug assay

Drrug content on each formulation was analysed after 30 days of
preparation as descnbed before Selected ECN ME formulation
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contained 85.3% of the theoretical content of drug in the onganic
phass. Conversaly, ECN commercial formulation contained 96.0% of
the total nominal content of ECM.

3.5 | Antimicrobial challenge

MIC resuliz are reported in Table 5. Placebo formulatons did mot give
any inhibitory activity against yeast growth. The MIC values of ECN
ME show anantimicrobial actvity similar to ECN commercal formula-
ton product but lower than the reference solution in M50,

3.6 | Drugrelease

Figure & depicts ECN release profiles through nylon membranss
{n = 3} for both drug-containing formulations. Based on the minimum
AIC value. grug refeaze from the ME was best dezcribed with a first-
order equation. Conversely, release from the commercizl formulation
wias best described with an hyperbolic function. Acconding with =ach
squation, release rates are 08B per b 04 per h (mean, S50 for the
misltiphe emulsion and 1.02, 0.24 h for the commercial formulation.

TABLE 5 Minimum inhibitory concentration (MIC) values of ECN
solution, ECN multiple emulzsion and ECM commercial formulation

Concerning amodslystc parameters, released amounts at 24 h
reculted to be §9% and 68%. for ME and commercial formudation re-
zpectvely. Resultfng AUC_® values were 5323149 (3D 627.45 ng'h
and 437445 (50 684.85) pg'h for ECMN ME and the ECH commencizl
formudation.

Mo statistical differences due to formulations were demonstrated
with an ANOWVA test

3.7 | Skin permeation

Resufting skin permeation parameters [n=3] are summarsed in
Tahiz 6. Percentages of permeation are calculsted accounting for
the sxperimental drug comtent of esch formulatdon per surface arsa.
Permeation flux valees {ugfom™ i} for ME resulted to be statistically
higher than those of the commercial cream fa = QU051

Comversely, skin retention ranged from 40 to 70 ppm, which is equiv-
alent to 15.89 and 15.71 wg'cm” respectively. In this case, no significant
differences lo = 0L05) between both formulations could be cemonstrated.

4 | DISCUSSION

The low hydrosolubility of azolic antfungals make their topical delne-
=ry a considersble challenge. Their high hpophilicity implies that part

b et RRI of the drug must remsin in suspension ** Thiz fact fimits its permea-

Farmudation ATCC 10231 ATTC 66032 ATCC 23019 tign rate and, thus, itz accumulation in the desired site of action. In

ECH safution 0:3 ugfml 78 pe/ml 5 ufml thiz study, multple emulzions hawve besn investigated az 8 poscible

ECN multiple 3 e 78 pfml 29 pgfml. afternative to improve the biopharmacevtical propertes of econazols

g nitrate provided by 3 commercial anhydrows cream consisting of 8 dis-

ECH commirsial 2 gt 78 upfml 39 ugimil perzion of figuid peraffin aided with different macrogol fatty esters

(surfactaniz and co-emulsifiers)

Mudtiple amulzions are & versatile carrier to vehiculize, for =xam-

binicd 1 ple, hydrophilic dregs with unstability imitations if sdministersd arally.

3 I this study, ME formulation of BCN has been optimised dissolving

TR f— +__.+——~ii the tota] drug dose in the lipophilic phaze of thiz hydrophilic formu-

E ;{_{' S lation. It haz been intended to achiswe a higher skin permeation level

g = and & similar skin retention than the commercial formulztion with, at
E : f the same time. a favourable rheclogical performance.

L Concerning the formulstion characteristic of the ME, pH valuss

F of both aguaous phases can influence the release profile of iontzable

aﬁ' 4 H ' '1'2' N '1'6' ! 'z'u' ' IZ& drugs: Imour case, the econazode coslectric point (pH 6.4) has been

Timn (hour} zelected for both equeous phases to optimize its delivery and polarity,

FIGURE & Releaze profiles [mean values and standard deviations)
of econazobe ME (filled squares) and commerncial farmulation feoided

triangles)

TABLE & Skin permeaton parameters

as suggested by other authors ***
The nitrate salt is preferable to the baze for itz higher water solu-
bilfty. In fact, sconazole base iz practically inzoluble in water, atthough

d 2 Z24-h permeaged
for both ECN mutople emulsion and ECN
commercial formulation {mean, 50 unt {ng i : ’ fie -
F Formulation em’} permeation (3] %) flux [pe/cm™*h)
ECHN muthple 11.54 253 0.25 0007, 0.002 0595
=mulsion
ECM commercial 1.E8 074 0.04 0J004, 0.002 0223
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very toluble in ethanol. Comverzely. the cationic form, ECHM, iz wery
zlightly sohible in water and =fightly soluble in ethancF*° and has
been completely dizzoheed in the fipophilic intermediate phase facing
the internal and extemal squeous phases. This oily phase represents
only the 15.3% of the total weight and iz composition was opomized
in previous studies™ concerning the formation of W0 primary emul-
sions and the schisvement of an sccepabls drug solubifizing capacity.
Clazzical oilz fe.g. paraffin oil, castor odl, sweet almond ail, wheat germ
oil_ ) were tested and discarded due to their poor stability and dreg
solubilization capacity. ™ Alternatively, Labraphac® Lipophile WL 1349
|megium chain trighycends} is dewvoid of mono- and dighcenicdes and
free fatty acids with consmant interfacial properties. It has been used
by other authors™ in simitar concentration levels. In addition with
Transcutol B® (diethylens glycol monoethy] ether), both are good sol-
venis for fipophilic acove pharmaceutcal ingredients associated with
enhanced drug penetration.™ Based on their characteristics, this mul-
tiple smalsion iz classified™ as type . Resulting drug incusion levels
|ca. B5%) and droplet sizes are comparable to those obtained by other
authors with similar formiulation sirategies such as ECN ethosomes
dispersed in enhancer-containing get "

Concemning kong-term stability of ME, arganoleptic charactenztics
and pH values remain=d almost constant over tims, suggestng a good
maintenance of their visual properties. Optical microscopic measure-
ments revealed the presence of many small droplsts inside the internal
phase confirming the muliple structure. Eventusl changes in droplet
size distribufion during stability were investgated with partcle size
|azer analyziz.* Measurements at inftial time and &t the end of sabil-
ity storage ere considersd accepieble because the weightsd recicual
correlation betwesn calculzted and measered dates was in all cazes
lower than 1%. Higher values would indicate an incorrect use of re-
fractive index and sbsorption values for the sample and dispersant.®
It is known that this laser technigue detects the size distributon of
external droplets but not the size distribution of the internally embed-
ded droplets. As a result, the dispersed voleme fraction is estimated as
& simpls biphasic emulsion *® Considering that ECM is dissobved in the
oily phaze, that is, the conbinuous phase of the droplet, this simplifica-
‘ion iz reliably aocepted az stabiliny-indicating.

Conzidering D[w0.9], the 20% of the W/ droplets in ME fall
below 319 um and about 33 um for the commercial formulation. It
i noteworthy to comment that size distnbubon of the commercial
formulation is clearty hirodal As is shown in Figure 2B, the peak of
|arger particle size can be smributed to the droplet size of emulsion
and the smaller size can be dueto drug crystals in suspension as con-
firmed with polarized-light microzcopical obsersations. Mo significant
varatons of droplet size parameters have been detected (o = 0.05)
Stebility iz acoeprable becsusze variatonz in the wolume-weighted
mean dizgmeter D[4.3] would be related with strecture in the creams
such as space fill and the volume-surface mean 0f3,2] iz important for
issues related with the interfacial area, and, thars, transport™

Optical measurements with Turbiscan® detect destabilisation
phenomena related with phase separations, the last step of emulsion
brezking: variations of the droplet volume fraction or parccle migra-
gon {creaming, sedimentation) which are reverzible by mechanical

agitation, and mesn droplet size variabons fcoalescence, flacculs-
tion), oftenky irreversible™ Due to the opacity of the zamples, only
BS was measured, an useful approach for opague and concentrated
systems.* Resulting BS deviations were lower than 107% for the entire
height of the measurement tubes and close to the baseline values st all
times during the 24-h study. i means no significantdy particle size vari-
ation phenomena under the snalyzis conditions at both times of mea-
surement {initial and after & monthzl Bazed on this early instrumental
cetection of small changes in BS profiles before the appearence of 2
macroscopic scale physical modification, it can be asswred™ that the
stabifity of the ME iz larger than the duration of the study.

The influence of rheological characteriztics over resulting per-
meation, skin application properties*** and also as an indicator of
stahility® haz been studied. Some authors*™ have found a reciprocal
relationchip betwesn viscosity and drug release due to & reduction of
diffusion rate.* In thiz sense, mtational viscosity test, oscillation stress
swesp test and frequency sweep test have been run. As = shown in
Figurs 34,8, it can be assumad that the steady shear visoozity sharphy
decreases with an increase in shear rate from O to 1000, It demon-
strates a8 marked non-Mewtonian peeudoplastic shear-thinning fow
behaviour with shght thixotropy, desrable properbes for a topical
semisolid preparation, since it should thin during spplication.™ In case
of ME, the shear induces imeversible structural changes which oould
b= explained & a breskup of the mulople droplsts without inversion
producing a decrease in volume fraction and also in the viscositg.™
This break wp effect implies & reduction in the droplet size profile fa-
cilitating drug permeation. In fact, it & alse known® an inverse rala-
tionzhip between particle size and ooclusnaty, explained as a covering
effect which consegquentty facilitates permestion of drug.

Concerning the commercial formulation (Figure 38}, s higher
visoosity decreazes alo rapidby with shear rete showing 3 higher
thixotropic effect than ME without apparent droplet breakage The
oecillatory seeep stress and frequency sweep tests were used to eval-
uwate the linear viscoslastic region, the complex viscosity (") and the
storage modulus (57 and loss modulus {G7) which provide 3 guaniiis-
tive characterisation of the balance between the viscous and the slas-
tic properties of the MEs. &' reveals the ability of the system to store
recoverable elastc enengy. Othenwise, G measures the dynamic vis-
cous behaviour related with the dissipation of energy associated with
wnrecoverable viscosity loss. As shown in Figeres 4 and 3, 3l formula-
tions revesled 3 prevalence of the slastic over the viscous behaviowr
{G"=G"). This large slastic platesu supports the physical stability of the
system and its resistance to external forces for long periods of tme™
favouring the extensibility on the skin surface.

Despite thoe behaviour, differences with respect to the shear
rate, Cross equation™ has resulted the best viscosity descriptor for
both formulations, seggesting similar pseudoplastic flux under shear
whatever the type of the formulation. Crther models a5 Bingham,
Oistwald de Waels, Herschel-Bulldey and Cazson have been shown as
fe=s desoriptive than Cross model equation.

ft is commonly established that the penetration of topically applied
drugs iz clearly related with the type of vehicle.**™ When such a lipo-
philic drug iz applied on the skin, it is accurmulated in the outermost
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layer, the SCR, which can release the drug slowly to the underying
skin layers depending on the interindividual skin varisbifity. & WG
formulation fior & Epophilic drsg causes a typical coclusivity on the
skdn zurface, which is a sumable emironment for the fungsl growth at
body temperature. Conversely, the more hydrophilic and kexs occlusive
WIOWW formulation entailzs 3 beter physical protecton sgainst the
gronth of fungi with 3 plezazant and refreshing application comparabls
o those obtained with simple OOW emulsions. In fact muttiple =mul-
sions provide & high spreadability az the result of their pseudoplas-
i flow and its final conzistency can be modulated with the addition
of viscozizing excipients, such as carbomer, in the external agusous
phase. This cross-linked polymer favouwrs the shear thinning during the
application and stabilizes the interface with the internal W/0 viscows
formulation improving their long-term stability. In addibon with this
viscosity effect, the residence of the formulation in the =kin or mu-
cosa can be enhanced due to its mucoadhesive properties™™® and
glso to the favourable thinotropy of the formulation, enhancing drug
delfeery.™

The EUCAST test of antfungal actvity is based on the calculztion
of the lowest ECH concentration that inhibits fungal growth (MIC) of
each species. Thiz BMD test is an easily performed, rapid, econgimi-
cal znd widely w=ad method intended for testing the suscephibility of
glucose-fermentative yeast that cause chnically significant infecoions
{primarity Condida spp.L>® Results are different for each microorgan-
i=m, being more effectve against Condide lbicans (2 pg/ml) than for
the athers.

Certzin infisence of the opalescence of the formulatons has besn
observed, especially in caze of Candida albicons and Cansida parapsilo-
sis. The drug solution in D450 appears to b more sffectve than the
formulations. Mo differences have been observed for Condida globrata,
with the higher valee of MIC (78 pg/ml} in all cases. Equivalent re-
sults against C. glabrata {solubion and creams) can be probabiy due to
itz comparatively lower sensitivity to econarole in comparizon with £
albicanz and C. parapzilesiz. it also happens with other imidazolic a2nt-
fumgals much a3 isoconazole, where £, globrots exhibits zlzo the highest
MIC value of the group.™ Thus, at higher concentrations, the effect of
opalescence of the zample would not be relevant.

Ctherwize, both formulations have resulted egually effective
against &l strains, probabdy dus to their rapid release profis of massive
amounts of dreg. In the following paragraph, those resufts are related
with tha ECN levels in skin.

Conceming the sxperimental condition: of release and perme-
ation experments. sink conditons are guarsntesd in the recepior
compartmants of both experiments. Release membrane was sslecied
bazed on ECN permesbility. As 3 result, the most lipophilic material
[myion) resulted to be the most suable. Membrane mesh zize was
clearty lower than droplet sizes. 5o, it can be sstwred that the ob-
served profiles ere properly dus to the fraction of drug released from
drapletz. Spectrophotometric and chromatographic quantificatons of
ECM were praviously validated with acceptable lnearity, precizion, ac-
cwracy and recoveny.

Releazz profiles reached asymprotic values after 5 hin both for-
rzlations (6%% and o4% of real drug content of ME and cream)
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Indrviduzal profiles from ME were best described with & first-order
eguation, suggesong the passive diffusion from a drug-dizsohed
formulation. In caze of the commercial formulation, which probably
contains part of the dose In swspension, the best fithng was hypsr-
bolic, a skghity slower process than the first-order eguation. [n both
cazes, the sguare-root eguation, commonly used to describe release
profiles from drugs over saturation, gave 3 poorer fitting based on the
AlC valee. An oversaturation of the drug in the formulations can be
discarded. Those differences between both formudations prevented a
miadelztc comparison to be dons. Instead of. permeation rates and
extents were comparad in terms of laz-time relessed amounts (524
and ALUC_". In general terms, aithough asympiotic fevels are reached
at the same time {3 k), drug iz released more rapidly from the ME than
from the commencal formulation. Mevertheless. no relevant statistical
differences were observed betwesn both formulations and were con-
zidered to be similar. Summarising. apart from the intrinzic differences
of droplet size distnbuton and rheclogy, both formedations can be
conzidered comparable in terms of in vitro drog release and antimi-
crobial efficacy.

Relating skin permaation. skin zamples were dermatomed as whole
epidermic armiving up to the despest epidermic target site (400 pmlk
Dirug regsntion in skin ranged between 40 and 70 ppm, which are
eguivalent to 15.89 and 15.91 ug/cm® for commercizl formulation znd
ME respectvely. Results were statistically similar for both formulatons
(o = 003} These drug concentrations fall in the range of the obtainad in
vitro MIC values, for example, 2 pprn for Candida albicans and 78 ppm
for Condide glabrata. Thiz fact supports the in vitro efficacy of ECM
from both formulatons. Other author: obtmined comparable values
with ECN polymeric micelles throwgh ear pig skin such az 22.8 pgifcm®
that penetrated viz the hair follickes™ and highervalues with rat whole
ckin, 42 8 pglcm®,*® which = more permeabie than human skin.

Accumalation of imidazolic antifungals n SCR seems o be dus to
a reversible drug binding to keratin® that i directly propordions! to
drug lipophilficity and to the water content in =kin™ It iz known that
zkin retention occurs not only in SCR but also in epidermic and dermic
tissues due to different factors®*

The ME formulation supplied an ECH permeation statistcally higher
than the commercial formulation [11.64 vz 188 pgfom® 2t 24 h) based
on ANCVA test Drug fiux from the ME (0,696 pg/om®/h} resulted to
b =3 higher than the values obisined for the commercial formulation
10,243 pgfem™/h), but no statistical differences were demonsirated.
Other authors™ have found higher ECH pemeation levels with rat
ckin using a microemulsion, for example, 20.71 pg/em® at 12 h and
simifar fux values, for example, 046 pgom’ M. In our case, this higher
zkin permeation for the ME can be atmibuted o the presence of solu-
bilising excipients m the intermadiate phase, able to dizzohe the drug
in, shorthy, & 15% of the total formulation weight Bazed on thoss re-
zults, it iz shown that the presence of Lebraphac® Lipophile WL 1349
and Transcutol #* confers both solubilising capacity and permestion
enhancing activity to ECN in order to maximize its drug permeation
through desp dermis in comparnson with the commencial formulation.

In case of highly lipophific drugs, their apparent sccumulation in
the SCR suggesiz that the hydrophilic skin region presents the main
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bamier to pemmeation.** In fact, when applied topiclly, skin concentra-
tione of imidazolic drugs are relatvely long-lasting, remaining for wp to
some days after the last application *® This iz clinically relevant for cases
where a long-lasting therapeutic effect beyond the application ome is
requirec: for example, to prevent re-infection.* Although, given that in
witro permeaston from the multple emulsion results to be clearly higher,
similar resuits are expectable sizo invivo, with 3 higher penetraton rate
of drug into the ckin. An enhanced drug permeation during 24 h from
the SCR into the viable epidermis allows to postulate a single adminis-
tration per day instead of the current posology of each 12 b Reducing
the nurnber of applications favours a better pabient compliznoe.

In addition, the residence of the formulztion on the skin or the
maecoss can be enhanced by the adhesivity of carborer and alzo the
rieclogical characteristics of the multiple emulsion, facilitating its ap-
plication in large body areas in contrast with dassical formulstions.

Comsidering  that Condids spp. infectous manifestsbons range
from zuperficial zkin or mucoszal infectons to invasive and dizzemi-
nated infections in severaly compromised patients,” the higher human
skin permeation flux obtained with the ME suggests also higher drug
levels at the dermic zite of acon allowing an enhanced econazole de-
lrvery in the biophasze if applied localby.

In summary, the rheological behawiour of tiz muliple emulsion
sliows an enhanced sliternative for local application on skin or mucosal
fungal infectons. A lower viscosity and an accepiable thixotropy for
thiz agueous ermiilzion favour itz extensibifty. In addibdon, the presence
of carbomer can enhance itz adhesion if applied on mucosal tzsees.

Anfcandidiasis trestrment with ECN requires 2 deep penetration
to reach the local biophase. Resuling bow-dreg levels in skin are in
sccordance with the results of other authors and also with the range
of required in vitma inhibitory concentrations of this antfengal against
diffarent species of Candida. This WO W multiple emulsion provides
an enhanced delivery of econazole nitrate which might be an excellent
alternative to some commencial crearms for the treatment of cutaneous
candidiazis.
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Article llI:

“A NOVEL BIFONAZOLE MULTIPLE EMULSION FOR
EPIDERMAL DELIVERY:INFLUENCE OF POLYSORBATE
80 UPON SKIN PENETRATION.”.

Resum:

Les emulsions mdultiples (ME) tenen un gran interés com a possibles vehicles per a
I'administracié de farmacs. S’han elaborat unes emulsions multiples W/O/W com a sistemes
hidrofilics d'administracié topica per bifonazol (BFZ), un farmac antifingic insoluble en aigua
contra dermatofits del teixit epidérmic. La nova formulacié al 1% de bifonazol s’ha preparat
pel metode d'emulsificacié conegut com “en dues etapes”. S’ha utilitzat cetil dimeticona
copoliol com a emulsionant lipofil per 'emulsié primaria. Per la segona emulsificacié s’han
utilitzat cocamidopropilbetaina (emulsionant hidrofil) i carbomer, i s’ha investigat la influéncia
del Tween® 80, emulgent no idnic, sobre la penetracio a la pell (JMLP01B, formulacié sense
Tween; JMLPO1BT formulaci6 amb Tween). La encapsulaci6 del farmac ha estat
aproximadament sobre el 85%. Les formulacions es caracteritzen i es comparen amb una
formulaci6 comercial (BFZ-CF). L’analisi reoldgica s’observa un comportament
pseudoplastic i un flux de tipus no-newtonia amb tixotropia simulant el model tedric de Cross.
L’analisi reologica oscil-latoria s’han determinat per mesurar la regi6 viscoelastica lineal, el
modul d'emmagatzematge (G'), modul de pérdua (G") i la viscositat complexa (n*). L'emulsio
multiple de Bifonazol va mostrar una prevalenca del comportament elastic sobre el
comportament viscés (G' > G"). S’ha realitzat la estabilitat a sis mesos en funcié de la mida
de les gotes, 'analisi Optica i reologica. No es va observa agregacié significativa o variacions
de mida de gota.

En els perfils d'alliberament de farmac in vitro mostren en tots els casos, una cinetica d’arrel
quadrada o Higuchi el que suggereix la difusié a partir d'una formulacié de dosi infinita.
Nivells asimptotics de ca. contingut total de farmac 60% es va aconseguir en un maxim de
set hores. La permeacié en pell humana des de I'emulsié multiple mostra valors de flux de
principi actiu més baixos que la formulacié comercial. Altrament, la penetraci6 de la pell va
resultar ser superior, especialment a partir de la formulaci6 que conté polisorbat 80
(JMLPO1BT), que ha incrementat (20 vegades) I'acumulacié bifonazol dins de I'epidermis.
Aquests resultats apunten a aquests sistemes com un enfocament optim per concentrar el
farmac en les capes epidérmiques superficials per millorar la eficiencia enfront els
dermatofits. Mesures addicionals, com ara la pérdua transepidérmica d'aigua (TEWL)
confirmen I'abséncia de nivells significatius d'irritacié després de I'aplicacié.
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ABSTRACT

Multiple emulsions W/O/W (ME) are mmvestigated as hvdrophilic topical delivery
systems for bifonazole (BFZ), a water-ingoluble drug against dermatomycoses caused by
dermatophytes.

As a goal, an increase i the accumulation and residence of dmug in skin has been
searched for. The influence of polysorbate 80, a non-ionic-surfactant, on the properties
of this novel developed 1% bifonazole ME was investigated concerning rheological
properties and resultant skin penetration profile compared with a commercial O/W
formulation.

Steady-state rheological assessment demonstrated non-Newtoman pseudoplastic shear
thinmng behaviour with thixotropy. Oscillatory stress sweep and frequency sweep
revealed a prevalence of the elastic over the viscous behaviour.

No sigmificant aggregation or droplet size vanations were observed during a 6-month
stability storage. In vitro BFZ release profiles followed. in all cases. a squareroot kinetic
suggesting the diffusion from an infimte-dose formulation. Asymptotic levels of ca. 60
%o total drug content were reached shortly. Human skin permeation revealed lower drug
flux values and higher skin penetration than the commercial formulation. especially
from the formulation containing polvsorbate 80, that has increased (20-fold) the
bifonazole accomulation mside the epidenmis.

Those results point these ME's as an optimal approach to concentrate the drug in
superficial epidernuc layers to be active against dermatophytes.

Key terms:
Multiple emulsion. bifonazole. polyvsorbate 80, pseundoplastic. drug release. skin
penetration
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1. Introduction

Bifonazole (1-[(1.1°-biphenyl)-4-phenylmethvl]-1H-inndazole) (BFZ). 1s an mdazole
antifungal indicated for the treatment of superficial dermatomycoses (e.g. dermatophytes
and Malassezia sp. causing different Tineas) whose pathogenicity is related with their
ability to gain access to other target tissues (Quatresooz et al.. 2008, SmPc
Canesmycospor, 2013). In recent vears. the application of imidazole derivatives 15
mcreasing, especially in patients with a compromused immumty. Superficial fingal
mnfections are commonly encounterad and the continuously changing epidemiology of
mvasive fungal infections results in the need for an expanded armamentarium of
antifungal therapies (Abdul Bari. 2013). Since the side effects of topical antifungals are
lesser than their oral counterparts, they are particularly preferred for dermatological
infections (Gupta et al., 2003).

Several formulation approaches are possible for the topical admunistration of azolic
antifungals, that require a defimte drug retention m skin. Examples include micelles,
lipidic systems such as solid lipid nanoparticles or nanostructured lipid carmers.
microemulsions and vesicular systems such as hposomes. niosomes. transferosomes or
ethosomes (Bsetso et al.. 2015: Gungor et al.. 2013). In this sense. multiple W/O/'W
emulsions are complex systems where two hydrophilic internal and external phases are
separated by a lipophilic laver that dissolves hydrophobic dmgs and vehiculize them
with optimal thermodynamic activity.

Many authors have called them “emulsions of emmulsions™ since they are formed by
phase inversion of a simple emulsion (Seifriz. 1925). Thev are generated from a
dispersion. 1n an external continuous phase. of droplets contaiming smaller droplets of a
phase simmlar to the external one. At least two surfactants are required for their
formation: The one with low HLB forms the primary w/o enmlsion while the one with
the high HLB 15 used to achieve the secondary o/w emulsification In this sense,
polysorbates (o/w emulsifiers) and sorbitan esters (w/o emulsifiers) are non-1iomc
surfactants that enhance the formulation stability and flexability and widen its
compatibility. They are stable i acids. do not react with 1onic ingredients or actives and
have a safe history of use (Firooz et al.. 2015). In addition. silicone-based polyvmeric
emulsifiers provide a strong, thick and well-defined film around the W/O mterface.
facilitating also the formulation of ME's (Grossiord et al.. 1998).

The aim of the present study was to evaluate the influence of pelysorbate 80 (T ween®
80) included mto the external gelified phase of a previously optimized multiple emulsion
{Sudier et al.. 2017b) to enhance the theological characteristics and increase the skin
retention of topically admmistered bifonazole. Emulsions were characterized with
optical examination. droplet size distribution. theological studies, pH and conductimetric
analvses. and tested for stability purposes. In vitro release test and human skin
permeation test were also investigated. Finally, some i vive skin tolerability-indicating
measurements were run after the application of BFZ-ME's and a commercial
formulation (BFZ-CF) on human skin.

2, Material and methods

2.1 Substances and reagents
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Bifonazole (BFZ). sodium chloride. cetyl palmtate (CP). and Polysorbate 80 (Tween®
80, HLEB 13) were obtained from Acofarma (Barcelona. Spain). Sorbitan stearate t.‘{E-'q:rang
60. HLB 4.7) was obtained from Fagron (Terrassa, Spain). The lipophilic surfactant
cetvl dimethicone copolvel {14,000 MW_HILB 3: Abil® EM90. CDC), the amphoteric
surfactant cocamdopropyl betamne (T ego@ Betamn F. CMB). and the thickeming acrylic
agent polymer (T egoi' Carbomer 341ER. TGC) were supplied by Evonik (Essen.
Germany). Capric/caprylic triglveende (Labrafac® Lipophile 1349_ L.P) and Trancutol P
were supplied by Gattefossé (Saint- Priest. France). Detonized water used 1n all
experiments was self-produced from a M.i]ii—QE system (Millipore Iherica S A U
Madrid. Spain). Methanol HPLC grade was obtained from Fisher Scientific (Madnid,
Spain). Ammonium acetate, ethanol. sodium dodecyl sulphate. sodium hydroxide and
potassium monochydrogen phosphate were obtained from Panreac (Barcelona. Spain).
Hank's stock solution was obtamned from ThermoFisher Scientific (Barcelona, Spam).
Commercial formmlation of 1 % Bifonazole (BFZ-CF) available was used as a
comparable formulation.

2.2  Preparation of multiple emulsions

Previous studies lead vs the development of a stable W/O/W multiple emulsion for
immidazolic antifungals (Sufier et al., 2017b) by the two step emulsification method
(Matsumoto et al.. 1976). The most appropriate composition was selected (Table 1),
First emmlsification (W/O primary emulsion) used a set of lipophilic surfactants (cetyl
dimethicone copolyvol and sorbitan stearate) in combination with dmig solvent and
cosolvent (LP and CP) as the oil phase. The second emulsification required dispersing
50 % (wiw) of the primary emulsion (W/O) 1n the external aqueous phase contaiming the
hydrophilic surfactant (cocanudopropyl betaine) and the gelling thickener (carbomer) to
complete the W/OW multiple emulsion. Two formmulations were prepared to investigate
the effect of polysorbate 80 as a co-emulsifier in the outer water phase. They are coded
with the suffixes “—B0” (without Twemg) and =BT (with Tweeng}. Commercial
formulation 15 named BFZ-CF.

Firstly. primary W/0 enmlsions were prepared by the slow addition of the aqueous
phase contaming the electrolyte (INaCl) to the oily phase contaming BFZ (1 %o, w/w) at
80+ 2°C under continuous stirng using a mechanical stirrer Schott BM 144 D (Schott
Ibérica, Barcelona, Spain) at 300 rpm until cooling up to approximately 253°C. The oily
phase was previously prepared by the addition of BEZ, the selected lipophilic
emulsifying agents (CDC and sorbitan stearate) to LP and CP preheated at 80 = 2°C. In
the second step. 30 % (w/w) of the obtamed primary enmlsion was slowly added to the
water phase containing the secondary hydrophilic emulsifiers (CMB and/without
polysorbate 80) and TGC as a thickening agent. while the system was stirred at 230 rpm
at room temperature. After complete mclusion of the pnmary emulsion. the stiming was
contmued for 10 muin until complete formation of the W/O/W emulsions. External
agqueons gelified phase was previously prepared by dissolving the cross-linked TGC
polvmer in a co-solvent system comprising detonized water. the hydrophilic emmlsifying
agents (CMB) in the case of IMLPO1B0 and CMB and polysorbate 80 in the case of
IMLPO1BT. After 24 h, carbomer was completely wet out and 1t was neutralized with a
10%% sodium hydroxide solution until a pH value of 6.5 to 7.0. Afterwards. gelified
aqueons phase was ready to use in the second emmlsification.

2.3  Organocleptic and microscopic analyses
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Macroscopic organoleptic characteristics were monitored to detect any visible sign of
unstability such as creaming. phase separation or colour changes. Formmulations were
also imvestigated by mucroscopic analysis to evaluate their droplet homogeneity and size
distribution using an optical Leica DM 1000 LED light mucroscope (Leica
Microsystems. Wetzlar, Germany) at 400x magnifying power. Images were captured
using an adapted camera Leica EC3 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).
Measurements were taken directly and after carefully diluting samples (1:20) with water
qust ending formulation and monthly during a six-month stability storage.

24  Conductivity and pH measurements

Conductivitry (puS/cm) of the W/O'W emulsions diluted 1:20 10 deronized water was
measured with a conductivity meter Crison GLP 30 (Crison Instruments_ Alella. Spain).
Measurements (n = 3) were taken at 24 h and 180 days after preparation. pH was
measurad with a digital pH meter Crison mucropH 2000 (Cnison Instruments. Alella,
bpa:m} Measurements were performed at 24 h and 180 days after elaboration by direct
immersion at room temperature (n = 3). Results were compared for statistical
significance by Stadent’s t test. Values are reported as mean + 5D and the data were
considered as statistically sigmificant as p=0.03.

25 Droplet size measurements

Droplet size analysis was performed by laser diffractometry (LD) using a Malvern
Mastersizer 2000 (Malvem Instruments. Worcestershare, L'K} and deionized water as
dispersant. The relative distnbution of droplets volume m size ranges was based on Mie
theory. The droplet size in terms of volume distribution was reported as D[v.0.1], D[wv.,
{0.5]. and D[v,0.9]. standard percentile readings of the distribution. The volume-weighted
mean diameter. D[4.3] and volume-surface mean diameter. D[3.2]. were also obtamed
(Malvems Instruments. User Manual 2007). They were measured (n=3. room
temperature) at 24 h and 180 days after elaboration.

26 Rheological analyses

Rheological analyses of multiple W/O/W emulsions at 25 = 0.2°C were carried out after
24 h preparation. Two kinds of measurements were made to charactenze the samples:
rotational measurements and Dscﬂlamrv tests. Rheological measurements were
performed with a Haake Rheostress 1% rheometer (Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe,
Germany) connected to a thermostatic -:m:ulatuf Thermo Haake Phoenix II + Haake
C25P. Data were analized with Haake Rheowin™ Data Mana ger v. 3.3 software (Thermo
Electron Corporation. Karlsruhe. Germany).

2.0.] Rotarional measurements. Steady-state measurements were addressed with cone
and a mobile upper cone Haake C60/2° T1 (60 mm diameter, 2° angle). The shear stress
(1) was measured as a function of the shear rate (y). Viscosity curves (= fiv)) and flow
curves (1= f{v)) were recorded at 25 = 0.1°C._ The shear rate ramp program included 3
min ramp-up period from 0 to 100 s\ 1 min constant shear rate period at 100 s and
finally 3 min ramp-down period from 100 to 0 s™'. Data from the flow curves (when
resulted to be non-Newtoman) were fitted using different mathematical models to
1dentify the model that provided the best overall match of the experimentally observed
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rheological data: Bingham Ostwald de Waele. Herschel-Bulkley, Casson. and Cross
(Park et al. 2010). The adequacy of the theological profiles to the mathematical models
was based on the correlation coefficient value (r) and chi-square value. The
determination of the disturbance of the microstructure during the test or apparent
thixotropy (Pa/'s) was evaluated by determunation of the area of hysteresis loop. Steady-
state viscosity (1. Pa ) was determuned from the constant share section at 100 s~ and
also from the ramp-up period at 10 s The theological properties of the samples were
observed 24 h after preparation and during storage conditions at room temperature.

2.0.2 Dvnamic oscillatory measurements. Dynamic tests were also performed using the
same apparatus described above but with parallel plate and plate geometry (Haake PP60
T1. 60 mm diameter, 0.5 mm gap separation between plates). Firstly, oscillatory stress
sweep test was performed at a constant frequency of 1 Hz. to an increasing shear stress
from 0.01 to 100 Pa 1n order to deternune the linear viscoelastic region (LVR) of the
samples. The end of the linear viscoelastic region (LVR) was determined as the critical
stress when the storage modulus (G7) value dropped 10 %o from the linear phase.
Frequency sweep test was carnied out. varving the frequency range between (.01 and 10
Hz at a constant shear rate within the linear viscoelastic region (LVE), to determine the
related vanation of the storage modulus (G"). loss modulus (G"). phase angle (6). and the
complex viscosity (n*) . Duning each sweep stress test. the changes 1n storage and loss
modulus and the phase angle {(G°. G and &) were plotted as a function of shear stress at
a frequency of 1 Hz.

2.7. Drug content

2.7.1 Drug extraction. A sample equivalent to about 3 mg BFZ was muxed with 5 mL of
methanol and dispersed 1n an ultrasound bath for 10 nun. Afterwards. sample was
centrifuged at 3000 rpm/10 min and the resulting supematant was transferred to a vial.
After 1:100 dilutions with methanol/buffer phosphates (73:253), the resulting solution,
with a theoretical concentration of 10 pg/ml. was filtered through 0.45 pm nylon

disposable filter and measured spectrophotometrically for bifonazole content (Popovic et
al., 2003).

2.7.2 UV analvsis. BFZ concentration i drug release samples and assay formulations
were measured by UV-spectrophotometry at 2= 254 nm (Thermo Spectronic Helios
Beta. Thermo, Cambnidge, UK). Validation was run according to standard gmidelines
(EMEA_ 2011) including linearity. intraassay and mterassay precision and accuracy.
Calibration curves were prepared with Methanol/Buffer phosphate KoHPOy 73:25 (viv).
Lineanty was demonstrated between 2.61 and 10.00 pg/ml.. Accuracy ranged from -
3.12 to +2.58 %. Conceming precision. maxmmum RS5D was +4.36 %. Recovervin
fornmlation samples was tested in triplicate using a 1 % BFZ methanol solution (Meth-
Sol) resulting to be 93 4 % (R5D 7.6 %) and considered satisfactory for our purposes.

2.7.3 HPLC analvsis. BFZ concentration in skin permeation samples was quantified
usmg a Waters Alliance 2693 HPLC (Waters, Milford, MA UUSA) with a PDA detector
Waters 2996 (Waters, Milford, MA USA) and a C18 column Brisa LC2. 5 pm_ 4.6 mm
x 250 mm (Teknokroma. Barcelona. Spamn). The mobile phase consisted of methanol-
ammonium acetate 63mM (63:35, pH 3.6) (Cudina et al.. 2003) at a flow rate of

1 ml/min at 25 °C. Detection was monitored at 220 nm and the iyection volume was 10
pL. Calibration curves were prepared from 1.56 to 100.00 pg/mL with mobile phase.
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Accuracy resulted to be lower than +3.7%. Concerming precision, maximmum RSD was
0.8 %. with an acceptable hneanty mside the calibration range.

2. 7.4 Statistical analvses. Descniptive statistics, confidence mnterval and regression were
calculated with the Gmphpad@ Prism software v.3 (Graphpad Software, San Diego, CA.
USA).

2 8 Stability studies

2.8.1 Near-Infrared-Reflectance (NIR) prediction of long-term stability. The stability of
the ME s was estimated by nmltiple light scattening using the T urbiscan® Lab Expert
{Formulaction. L Union, France) to detect destabilization phenomena. Diluted samples
{(~35 mL) were placed mto cylindrical glass measunng cells, and were completely
scanned by a reading head that consists of a pulsed near-infrared light source (A= 880
nm) and two synchronous optical detectors. A pattern of the backscattered light as a
function of the sample height was obtained giving a macroscopic fingerpnnt of the
sample at a predeternuned tume. Measurements were performed 24 h after preparation
and at 6 months storage at room temperature.

2.8.2 Long-Term Stability. Drug content and physicochemical properties of multiple
W/OW emulsions samples such as: droplet size distribution (D[4.3]. D[3.2]). pH.
conductivity and viscosity were analvzed at real time dunng a storage of 180 days at
room temperature following the significance of its vanations. Thermal stability was also
tested at additional storage conditions for both primary W/0O emulsions and multiple
W/OW emulsions. Test tubes were kept vertically and stored at 5+ 3°C, 30 = 2°C_ 40=
2°C 1n stability cabins (Heraeus B 3042 E and [ 42, Madnd, Spain). Macroscopic
analyses were performed by direct phase behaviour observation in the resultant nltiple
W/OMW emulsions evaluating potential appearance of creamming, phase separation, or
colour changes. Observations were made each month for 180 davs.

2.9 In vitro Dmig release

In vitro release through 0. 45pm nylon membrane (Teknokroma. Barcelona. Spam) was .
tested with vertical diffusion cells (Keshary et al _1983) with a diffusion area of 2.54 cm™
(Vidrafoc, Barcelona, Spain). Receptor solution was a well-stirred solution of 12 mL
Methanol:K;HPO,y Buffer 0.05M 73:25 (w/v) at 3220.5 °C satisfyang sink conditions for
bifonazole. Comparative release profiles of each formulation were obtamned (n=3) testing
ca. 300 mg aliquots 1n the donor compartment. Samples of receptor compartment (300
pL) were taken with immediate replacement and spectrophotometric analysis at different
scheduled times dunng a numimum of 5 b

Dig release equations (Costa et al._ 2001) reported in Equations 1 to 5 (zero order, first
order, Hyperbola, Weibull and Higuchi) were fitted to the cumulative released BEZ
amounts using a non-linear regression routine with Gmphpad@ Pnism 3 software
(Graphpad Software. San Diego. CA. USA).

Zeroorder: (=K .t {(Equation 1)

Firstorder Qt=1-¢%" (Equation 2)
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Hyperbola Ot = (Quae )/(E+) (Equation 3)
Weibull Qt=1—¢ P (Equation 4)
Higuchi Qt=K .t"* (Equation 5)

Where Ot 15 the amount of drug released at time t, Quu 15 the maximum asymptotic
value of ordinate, K are the corresponding release rate constants. t3 15 the time to aclueve
63.2% of the asymiptotic release and B 1s the shape parameter.

The best model was selected based on the nunimum value of Akaike Information
Cntenia (AIC) calculates as:

AlIC=n.In55Q+2p {(Equation £)

where n 15 the number of pairs of experimental values. SS0) 1s the residuals sum of
squares and p 15 the number of parameters of the equation (Yamaoka et al.. 1978).

Descriptive parameters were: release rate K (best function), released percentages at five
hours ((Q3%) and efficiency, described as:

AUCE / (Q3.T) (Equation 7)

where AUC 15 the individual area under the curve of released amounts and T 1s the time
for the first asvmptotic value.

Comparisons were performed by one-way analvsis of varitance ANOVA using the
GmphPad® Prism 3 software (Graphpad Software. Sant Diego. CA. USA).

210 Diug penetration — permeation

BFZ skin permeation was investigated with vertical diffusion cells (Keshary et al.. 1983)
with a 0.64 cm” diffusion area (Vidrafoc. Barcelona, Spain). Experiments were done in
triplicate. Permeation flux and skin retention levels were evaluated simultaneously for
each replicate. Besults were analysed grouping by formulation.

Skin was obtained from leftovers of abdominal plastic surgery (Hospital de Barcelona,
SCTAS, Barcelona, Spain). Procedure of skin residues donation was approved by the
Bicethics Commuttes of “Hospital de Barcelona™ (Barcelona. Spain) and written
mformed consent forms were provided to skin donors. After chinurgical excision. skin
was mmmediately debnided. transferred to the laboratory immersed i Hanks™ solution
and frozen at -20 °C for storage.

Prior to the expermment. skin was partially defrosted and laminar samples (400 pm) were
obtamned with an electrical demmatome (Aesculap GA 630, Tuttlingen. Germany). Skin
specimens were mounted on vertical diffusion cells and receptor compartment was filled
up with a solution of Ethanol/Transcutol® P/Water (50:20:30 viviv) satistyving sink
conditions for BEZ. After temperature equalibration at 32 °C. skin integrity was venfied
by means of in vifre transepidermal water loss (TEWL) (Tewameter TM300, Kéln,
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by means of in vifro transepidermal water loss (TEWL) (Tewamerer TM300. Koln.
Germany). Acceptable values (human) ranged between ca. 4 to 8 gh/m” (Oestmann et
al. 1993)

Expenments were mitiated applwving ca. 300 mg formulation to the donor compartment.
At predefined times. 300 pL. sample were taken with replacement during a minimum of
32 h Samples were kept info vials at -20 °C until HPL.C analysis.

2 10.1 Drug permeation. Dmg concentrations were quantifated as described in 2.7 3 and
used to calculate the cumulative amounts of permeated BEFZ per unit area (Qf).
Permeation extent of BFZ was described with the permeated values at last expenimental
time (()32). Permeation flux (T) was calculated by linear regression between Qt and time
(t) in the linear phase.

2.10.2 Drig penafration. At the end of each experiment. the residual amounts of
formulation in donor compartment were drained ouf and skin specimens were removed
from the cell. Epidermal side was rinsed with aqueous 0.5 % sodium laurylsulphate and
afterwards with deionized water. Resulting skin specimens were blotted dry. weighted
and minced. Drug extraction was done adding 1 ml. of fresh recepfor solution to each
minced skin sample. After 10 min of ultrasound dispersion, liquid was recovered
tterating twice. Collected solutions were centrifuged (1500 rpm. 10 min) and
immediately analvzed. Dmg retention levels (mean, SD) were reported as the ratio
between the amount of drug and the weight of skin sample (ug/g) and also as the amount
of drug per surface unit (ug/em’).

2 10.3 Statistical analyses. Statistical comparisons (e=0.05) were performed by one-way
analysis of variance ANOVA using the GraphPad® Prism 3 software (Graphpad
Software, Sant Diego, CA. USA).

2.11 Skin Integnty Assessment

Skin mtegrity of formulations was investigated with simple / vivo measurements of
skin elasticity. stratum stratum hydration (SCH) and transepidermal water loss just
before (placebo time) and after 1 b of application

Expenimental procedure was subnutted for approval by the local ethics committee
{Bioethics Comuission, University of Barcelona) in accordance with The Code of Ethics
of the World Medical Association (Declaration of Helsinki) for experiments involving
Immans. Predictable risks and burdens to the individuals were previously assessed

giving an informed consent document to each individual. Ten healthy volunteers
participated in the study ageing 20 to 52 years. The volunteers reframned from vsing body
care cosmetics or moisturizers on their arms three days prior fo the day of
measurements. Known allergies to any type of soaps or tensioactives were considered a
reason for exclusion.

2.11.1 Skin elasticity. The effect of the formulation on the elasticity of the upper skin
lavers was tested with a Cutomerer™ MPA 580 (Courage and Khazaka. Electronic
GmbH. Koln, Germany). This non-invasive measurement generates a negative pressure.
drawing the skin into a probe that leads to a vertical deformation. When the nesative
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pressure 15 switched off, the skin recovery 1s characterised (INeto et al., 2013) in terms of
biomechanical properties of dermis. Results (mean) are given m arbitrary units (AU).

2.11.2 5kin hydration. Hydration of Stratum corneum (SCH) has been used to detect
formulation-mnduced changes in the skin. This measurement was performed with a
Corneometar”™ 825 (Courage and Khazaka, Electronic GmbH. Koln, Germany). Results
(mean) are given in arbitrary units (ALT).

2.11.3 Transepidermal Water Loss (TEWL ). Retrograde water permeation was measured
with a Tewameter™ TM 300 (Courage and Khazaka. FElectronic GmbH, Kéln, Germany).
It measures the vapour density gradient across the skin combining temperature and
relative humidity sensors mounted inside a hollow cylinder that is applied on the skin
surface. Results were expressed as gm~h

2 11 4 Measurements. Ambiental conditions were 22 = 30 °C and 55 % relative
humidity. Skin Temperature was measured with a Skin Thermometer” ST500 (Courage
and Khazaka, Flectromic GmbH, Kdln Germany). Imtially, subjects rested for 20
munutes to acclimate. Then, a measurement of each parameter was taken in the skin area
selected to apply each formmlation (t;) in the volar forearm of the left arm of each
volunteer. After 1h application of the formulations (t;). a second set of measurements
was obtained. Results were expressed as individual differences of each parameter and
formulation

Individual differences for each case were analysed with a one-way Anova and a
Bonferroni post-test to impute the differences. using Prism® V. 5.00 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA USA).

3 Results
31  Droplet size

The nulticompartimental structure of ME was confirmed by optical nucroscopy. Multi-
globules containing many small droplets in the internal phase are shown i Fig 1a and
1b. The size of the internal droplets (pnmary W/O emulsion) was i the range of 1 to 5
um_ The diameters of nmlti-globules ranged between 10-50 pm and were later confirmed
by laser diffractometry. Within expennmental uncertainty, diameter ranges of each
emulsion remained invarable over the whole storage period (six months) suggesting the
absence of external and internal coalescence. Droplets of W/0 BFZ-CF (Fig. 1c) ranged
about 5 pm. as the primary W1/0 emulsion of the ME’s.

Concerming laser diffractometry, mean values of volume-weighted mean diameter
(D[4.3]). volume surface mean diameter (D[3,2]) and D(v.0.1), D{v.0.5) and D(v.0.9),
with their respective standard deviations are summanzed in Table 2. Fig. 2 shows the
particle size distnbution of JIMLPO1B0, IMLPO1BT (after 24 h of preparation) and BFZ-
S

3.2 Conductimetric and pH analyses

Conductivity (mean. SI)) at 24 h and after six months were 309 5=6.5 and 336.3=7.1
uS/cm for IMLPO1BO and 257 .3=3.2 and 289 0=3 5 puS/cm for IMLPO1BT respectively.
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Statistically sigmficant differences (p<20.05) were found between the results of both
ME’s IMLPO1B0O and IMLPO1BT but not for the differences between 0 and 6 months.
Both emulsions showed pH values between 5.8 and 6.1. without significant differences.
Initial pH values of the outer aqueous gelified phase resulted to be 6.89=0.2 at room
temperature. pH values of ME samples at the end of the study ranged between 6.1620.5
and 6 50207 (mean_SD).

3.3 Rheological behaviour

3 3.1 Roiational test. Steady-state theological measurements as a ﬁmch:}ﬂ of shear rate
are shown m Fig. 3-4 and Table 3. Viscosity of BFZ-CF (at 10 and 100 s ] was
markedly higher than MEs. Formulations exhibited non-Newtonian pﬁem'ioplasm: flow
and shear thinning behaviour with a consistent decrease in viscosity with increasing
shear rate from 0 to 100 s™. Cross model showed the best fitting to both ascending and
descending stretches. The flow curves (Fig. 3) mndicated certain thixotropy as the
rheograms displayed a moderate hysteresis loop with the downoward curve below the
upward curve (553 .8 Pa/s for IML.PO1BO and 787.5 Pa/s for IMLPO1BT).

3.3.2. Oscillatory test. Oscillatory measurements were performed in order to find the
critical stress (Fig. 5 and Table 4). As shown in Fig. 4. the critical stress was found af
stresses below approximately 2 Pa. According to those results, a constant shear stress of
1 Pa (50 % of the crtical value) was selected to perform the frequency sweep tests (Fig.
4). Results for both ME fornmlations revealed, m this frequency range. a prevalence of
the elastic over the viscous behaviour (G'=G"7), known as the “elastic plateau™ as shown
in Table 4 Additionally, the results showed a higher viscosity for IMLPOIBT multiple
emulsion. confirming rotational results.

3.4 Drug content

Drug content on each formmulation was analysed after 30 days of preparation as described
in 2 7. Formulations TMI. PO1B0 and TMLPO1BT contained 90.6=1 8 % and 05 82 2 %
respectively of the theoretical content of dmug in the organic phase. BFZ-CF contained
04.1=1.7 % of the declared content of BFZ (mean SD).

3.5 Stability studies

The recently prepared simple W,/O emulsions appeared as white, odourless, greasy,
homogeneous and had a high consistency. W/O/W; appeared as white, odourless and
homogenous without any signs of precipitation of drug, phase separation, creamung or
any visual change of appearance in any of the samples kept at 5 and 30°C. At 40°C,
ME s became unstable after 10 weeks storage. In terms of pH and conductivity (see 3.2.)
ME’s kept stable dunng six months until 30°C. Otherwise, viscosity tended to be lower
at end-fimes (Table 3). Differences were not statistically sigmficant (p>=0.03) 1n all cases
at ambient temperature (see Table 3).

The long-term physical stability of the ME’s, predicted with the Turbiscan Lab™ Expert.
used only backscattered light (BS) because fornmlations were not transparent. No
relevant vanations of the droplet volume fraction (nugration) or mean size (coalescence)
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were observed on the ME’s Deviations of BS profiles were = 10 %, being slightly
higher for IMI.PO1BT (Fig. 6). Stability 15 assumed acceptable at both times dunng the
storage stability.

3.6 Release test

Fig 7 plots the BFZ release profiles (mean and 5D) from the muitiple emulsions, the
commercial formmlation and Meth-5Sol (reference). After 5 h. mean percentages ((Q5%)
were 41.0 % and 48.8 % for JIMLP01B0 and IMLPO1BT (asymptotic).

Based on AIC values. individual profiles were mostly best described with the Higuchn
equation Release profiles from “Meth-Sol™ were mostly best described with a Weibull
function.

Release parameters (mean = sd) are summanized in Table 5. Based on ANOVA fest.
Bonferroni's mmltiple companson test of Higucli coefficients umiquely showed
differences between JMLP01B0 and the BEZ-CF (-472.3 to -9.075. p=-0.03).

In addition. the highest efficiency, measured as AUC;/Q5.T, was achieved with the
Elﬁhate contaiung ME. Differences were not statistically significant (p=0.03).

3.7 Skin permeation siudies

Fig 8 represents the mean skin permeation profiles of the three BFZ formulations.
Permeation parameters and penetration values are summanzed in Table 6. Statistically
relevant (p=0.05) differences were found between drug penetration from IMI.PO1BT
formulation and the other two formulations.

3.8 Skin Integnty Assessment

Changes of skin elasticity, hrydration and TEWL before and after formulation
applications over the forearm (at f; and at t;) are summarized i Table 7. Statistical
differences were found only for the elasticity vanations in the polysorbate formulation
compared with the other formulations (Fig 9). Concerming the influence of polysorbate,
lower variabilities were observed at t; but no statistically significant changes of TEWL
(at the same skin temperature) along fime were observed with both MFE's.

4. Discussion

4 1. Formmulation characteristics

Some advantages of hvdrophilic W1/Oy/W> multiple emulsions are the protection of
entrapped substances, their capacity to incorporate different actives in the different
emmulsion phases. and their sustained release effects (Silva et al.. 1997). In this paper. the
effect of polysorbate 80 over the ME s theological properties and the resultant
Bifonazole skin penetration have been investigated to improve the biopharmaceutical
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properties of those formulations in comparison with a commercial O/W dispersion of
Bifonazole containing cetyl stearyl alcohol and other non-1onic surfactants.

BFZ 15 practically insoluble in water (0.13 pg/mL. pH 7.4, 32 °C) and spaningly soluble
in ethanol (Council of Europe, 2012; Elsayed, 2015). It has been fully dissolved in the
lipophilic intermediate phase of the ME’s, that means the 17.5 % of the total weight
(Sudier et al., 2017a.b) according with Hameyer et al. {(1996) who propose a range of 5 to
28 % (w/w) for the oily phase of ME’s. As known from the literature, its composition
{e.g. the polanty index) influences the size and morphology of both the mtemnal aqueous
droplets and the nultiple W;/O droplets {Omotosho, 1986). In addition, since this oily
phase limits the mteraction between internal and external aqueous phases. it may
influence the drmg release pattern depending on the phase-distribution of the drug. The
principal component. LP. 1s a synthetic medium chain (C8-10} tnacylglycerol devoid of
free fatty acids and mono- or diglveerides that achieves better interfacial properties than
classical oils. assunng an acceptable stabilization It 1s a good solvent for lipophilic
active pharmaceutical ingredients and 1s associated with enhanced dmg penefration. As
described i several papers (Devani et al.. 2004; Yang et al.. 2002), LP generates
multiple emmlsions either alone or in the presence of polysorbate 80. Such muxtures
allow greater solubilisation of hydrophobic model drugs. In the present work. it has been
observed that the presence of Tween® 80 do not affects significantly the droplet size
profile of the ME, as can be seen in Fig. 2 and Table 2.

Previous experiments elucidated the influence of polysorbate 80 co-emulsifier m the
external aqueous phase. Polymeric surfactants in combination with the conventional
small molecular-weight emulsifiers, are considered as promusing emulsifiers for double
emulsions (Garti. 1997). In our case, CDC 1s an ideal low HLB polymeric emulsifier to
produce the initial W1/O; emulsion that can be later emulsified with an external aqueous
gelified phase using another cooperative combination of surfactants containing the
hvdrophilic emulsifier (CMB) and polysorbate §0. In addition, polymenic surfactants can
cross the lipid membranes by passive diffusion and interact with lipid bilayers (Mathot
et al.. 2007) which 1s useful to enhance the drug penetration mn eprdernuc stratum
coTnemm.

4.2. Stability

Concermng long-term stability. conductimetnic analysis detects potential leakage of
electrolvtes from the inner aqueous phase to the outer aqueous phase. An increase in
conductivity would suggest a nugration of electrolytes (Tedajo et al., 2001) as a result of
diffusion or droplet breakung. In addition. strong osmofic impact of NaCl may cause
destruction of the oily film and thus phase inversion (Tang et al , 2012). From our
results, 1t can be considered that the fraction of NaCl released from the inmer layer 1s not
relevant due to the observed low conductivity values (Muguet et al. | 2001) preserving
the outer water phase during ageing (W-). Stability of the phase’s distnbution of this
multiple emmlsion is assumed.

Organoleptic characteristics and pH values have remained almost constant. pH values of
both aquecus phases can influence the release profile of 1onisable drulgs. (Raabet al..
1980; Nakhare et al . 1995). It is assumed that the addition of Tween™ 80 slightly
increases the pH of the ME’s (El-Hadidy et al.. 2012). Considering the pKa of
Bifonazole (pKa=6.29) (Shalaeva et al.. 2008) and the pH of Tween® 80 in aqueous
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solution (pH =7) (El-Hadidy et al . 2012), a neutral pH specification for the aqueous
phases implies the presence of about a 50% of drug in ionized state, that facilitates both
solubilisation and release to external phase.

Optical microscopic measurements searched for information about the structure and
stability of ME’s to confirm the muitiple structure as shown in Fig. 1. Changes i overall
size distribution and volume mean diameter durning stabilify were also investigated with
particle size laser analysis to detect eventual evolution of parficle dimensions (Ursica et
al.. 2005). Correlations between calculated and measured data were used as an indication
of how well the calculated data were fitted to the measurement data. (Malvem
Instruments, 2007). No significant variations (e=0.05) of droplet size have been detected
at the end of the study. Based on D[4.3] and D[3.2]. the mamtenance of space-fill. the
inferfacial area and, thus, drug transport can be assumed (Marku et al. 2012).
Considering D[v.0.9], the 90 % of the W/O droplets fall below 172 063 um for
JMLP01BO, and 168.1+3 4 um for IMLPO1BT. No effect of Tween®™ 80 is detected.

Laser diffractometry umquely measures the distribution of the external globule sizes.
Consequently, the dispersed volume fraction 1s estimated as if the ME s were a sumple
OW enmlsion (Dickinson 1991). Assuming that BFZ is dissolved in the continmuous
phase of the mtemal droplet, this simplification can be accepted as release-indicating.
Otherwise, size distribution of the commercial formulation (Fig. 2) is clearly bimodal:
larger peak 1s considered as the emulsion droplet size, (mean value 59.0= 13.9 pum).
whereas the smaller size can be attributed to suspended drug crystals, also observed by
optical microscopy under polarised-light.

The main advantage of NIR measurements (Turbiscan Lab™) is the premature detection
of destabilization phenomena. In our case, only backscattered light was measured due to
the opacity of the formulations (Lemarchand et al., 2003). This techmique gives kinetic
information on the process leading to phase separation. the ultimate step of the breaking
as 1f permuts discrimunation between two kinds of destabilisation with dramatically
different effects: particle migration (creaming, sedimentation) which is reversible by
mechanical agitation and particle size variation (coalescence, flocculation) which is
often wrreversible (Mengual et al., 1990}, An example 1s shown m Fig. 6. Resulting
deviations were lower than 10 % for the entire height of the measurements and close to
the baseline values during the 24 b study. Based on this instrumental inspection. the
stability of the ME can be assumed (Celia et al.. 2009) to be larger than the duration of
the study.

4.3. Rheology

Rheologic characteristics have been mvestigated to assess its effect over resulting skin
application properties and as an indicator of stability (Grossiord et al.. 1998; Vasiljevic
et al.. 2005; Knishnaiah et al.. 2014). As 1s shown m Fig. 3. it can be assumed that the
steady shear viscosity sharply decreases with an increase in shear rate from 0 to 100 gt
The flow curves demonstrate marked non-Newtonian pseudoplastic shear-thinning flow
behaviour. Moreover. the flow curves (Fig. 3) indicated certain thixotropy as the
rheograms displayed a hysteresis loop with the downward curve below the upward
curve. It demonsirated a disturbance of the multiple enmlsions microstructure under the
effect of shear rate. In this case. the shear induces ireversible stractural changes which
could be interpreted as a breakup of multiple droplets without inversion producing a
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decrease of volume fraction and consequently a decrease in the viscosity or a phase
mversion to W/0 producing a substitution of a more viscous phase for the external phase
and consequently an enhancement of the viscosity values (Kawashima et al., 1991).

Cross equation has resulted the best descriptor for both multiple emulsions, suggesting
sinular pseudoplastic flux under shear and a good extensibility and spreadability on the
skin surface. The Cross equation provides a general model] for psendoplastic matenials.
The addition of Tween® 80 has significantly increased viscosity and also thixotropy.
Concerning a topical adnunistration. the thixotropy is a desired property because it
contributes to increase the retenfion of the formulation in the place of application (Silva
et al, 2012). This fact, in line with the effect of carbomer, favours the adjustment of the
required consistency of thixotropic formmlations for an optimal application on large skin
areas, as other authors have shown (Valenta et al., 2004). Pseudoplastic behaviour for
microemulsions containing Tween® 80 was yet described by El-Hadidy et al. (2012).
but they also mentioned a decrease in the viscosity and thixotropy, opposite to the effect
observed with IMPLPO1BT. Concerning the commercial formmlation, 1ts greater
viscosity decreased more rapidly with shear rate (Fig. 4). showing a greater thixotropic
effect. Some authors have described that the viscosity of MEs decreases during ageing
This may be due to 1) diffusion of water molecules from the inner to the outer aqueous
phase and then the volume decrease of globules 1n the W;/O/W; enmlsions. or 11)
bursting of multiple globules due to osmotic pressure (Tirnaksiz et al., 2003).

The oscillatory sweep stress and frequency sweep tests were used to find the linear
viscoelastic region (LVR), the complex viscosity (n*). the storage modulus (G) that
measures the ability of the system to store recoverable elastic energy, and the loss
modulus (G7) that reveals the dynamic viscosity associated with unrecoverable
viscosity loss. As shown in Fig. 4-5 and Table 4. all formmlations revealed a prevalence
of the elastic over the viscous behaviour (G™=G7). Jiao et al. (2002) described the same
properties in their formulations containing Tween™ 80, remarking the fluidity of
formulation just ike JMI PO1B0 and JMIL.PO1BT . It 1s presumed that this elastic
structure favours the structural stability and resistance to external forces for longer
periods of fime (Korhonen et al | 20007

4 4 Release and Permeation

The expenmental setup of both release and permeation experiments is able for the
purpose of the study. Spectrophotometric and chromatographic quantifications of BFZ
were previously validated with acceptable lineanty, precision. accuracy and recovery.
Smk conditions are guaranteed 10 both cases. Mesh size of nylon membranes was clearly
lower than droplet sizes. so 1t can be assured that the observed profiles are only due to
the released amounts of drug. Determunation of TEWL 15 a standard procedure to assess
skin integrity before expenments. Higher values of TEWL 1n companison with
established standard values would suggest barner defects (Klang et al.. 2013).

The topical delivery of BFZ has been optimized searching for a sinular skin permeation
level and higher skin retenfion than a commercial formulation. Bifonazole appears to be
comparable or superior to other anfifiingal azole derivatives in the treatment of tinea
versicolor and dermatophytic infections but not against cutaneous candidiasis
{Fromtling, 1985). Given that, these fungi commonly affect the cornified layers of the
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skin and the dermis (Quatresooz et al., 2008), the intradermal retention of bifonazole
appears as an mdicator of an efficient delivery.

Release profiles of BFZ from the ME s have been described with the Higuchi function
{square root), suggesting a deplefion limited process and reaching asymptotic values
after 5 h. It can be said that the oy intermediate phase acts as a reservoir-like.
maintaining the drug saturation in the external aqueous phase. to achieve an enhanced
skin saturation. The efficiency of the release profiles. commonly measured with Eq. 7 as
suggested by Khan (1975). was maximum for IMLPO1BT. This value is directly
proportional with the accumulation of the dmg in skin

Skin permeation levels resulted to be ca. 10~ times lower than the corresponding release
levels. This difference is explained in terms of the high lipophilicity of imidazolic drgs
and its consequent low permeability. Resultant values of BFZ permeation flux are
slightly lower than those obtained by Hasmgucm et al. (1988) with a BFZ lipophilic
suspension through mouse skan (0. 3386 |..LF_'-'I:‘_1.'|1 /h)). Similarly, Hoppel et al. (2014)
found a hagher skin permeation and penetrafion of 3-fluorouraci] from multiple
emulsions 1n companson fo an O/W macroenmlsion.

Formmilation of dmgs with linited permeability and solubility (class IV) poses a
particular oportunity for a topical administration due to their poor systemic absorption.
For midazolic antifungals. the barner finction of the skin plays a decisive role on dug
penetration. In fact. pharmacokinetic studies in animals and humans have confirmed
topical bifonazole to be well tolerated (Fromtling 1988) because systenuc absorption
following topical application 1s mumimal (Vasiljevic ef al.. 2005; Knishnatah et al, 2014).
In this sense, the duration of the antintycotic effect will depend on the extent of retention
in the skan outer layers (Plempel et al . 1983). It 1s known that imidazolic dmgs are
prone to reversible bind to queratin in stratum corneum in direct relationship with its
hipophilicity (Hashiguchs et al.. 1998) and its efficacy can remain for prolonged time
penods. In fact. based on its climical efficacy against dermatophytes. topical Bifonazole
1s recommended to be applied once every 24 h during two or three weeks (Quatresooz et
al . 2008; Plempel et al . 1983; Polak  1984; Ritter et al | 1987 ; SmPc Canesmycospor,
20115). It seems clear that there 15 an additional physicochemical component requinng
high concentrations of drug to achieve a funpicidal event (Beggs et al.. 1987).

There 1s an experimental evidence that bifonazole penetrates mto the skin fo a
considerable extent, while only an extremely low proportion permeates through the skin.
Studies of drug penetration show that. even in the lower layers of the epidermis.
bifonazole 15 present in amounts several times higher than the in vitro minimum
inhibitory concentrations for dermatophytes. especially along the hair follicles as the
prefemred route of penetration (Patzschke et al., 1983). This marked infracutaneous
distnbution of bifonazole 1s observed. also, 1n guinea pig skain. detecting (af 2h) around
300 pg/g in stratum commenm but only 25ug/g in epidermis (Sobue et al., 2004). In our
case, dmg accumulation achieved with both multlpie enmulsions 15 mgher than the levels
obtained with the commercial cream (0.4 pg/cm”). Those results suggest that drug is
relicted in the lipophilic skin regions reducing dramatically its apparent permeation
through dermus (Klang et al., 2012; Baker et al., 1995) which favours its antifungal
actrvity 1n the epidernuc fissue.
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It 15 commonly known that the penefration of topically applied dmgs 15 clearly related
with the type of vehicle (Daniels et al , 2007). Obtained retention levels of Bifonazole,
expressed i different ways (Vazquez et al.. 2014) are summanzed in Table 6. Drug
penetration levels from the no-Tween” formmlation (2.9 pg/cm’) are similar to those that
obtained Hashiguchi et al. (1988) with bifonazole suspended in isopropyl myristate (2.4
ug'em”) in mouse skin but they appear to be more efficient because the percutaneous
flux and systemic absorption i humans is minnsically lower than in rodents.

Concerning the polvsorbate-containing formulation. the skin accummulation levels are
statistically higher (16.6 pg/cm”) than the others {Table 6). The formmlation with
polysorbate 80 has dramatically increased this accunmmlation inside the 400 pm skin
samiples. A simular effect has been described by Mohammed et al. (2014), who directly
relates the amounts of drug in stratum comeum with the comesponding uptake of the
excipient in stratum corneum. Similarly to the results obfained by Bachhav et al. (2011)
with econazole micelles. this significant increase in skin deposition achieved with
mmltiple emmilsions demonstrates their ability to imiprove cutaneous dmg bioavailability.
This may translate into an improved clinical efficacy in vivo.

Polysorbates are a group Polyoxyethylene sorbitan esters ubiquitously used as
solubilizers. Different grades are available depending on the sferified fatty acid
composition. For our purpose, monooleate (grade 80) was preferred to achieve the best
inferaction with LP triglyceride in the o1ly phase and. at the same time, fo enhance the
skin penetrafion in stratum corneum. In case of non-ionic surfactants as permeation
enhancers, similarity of aliphatic molecules is concordant with similar enhancer
activities (Lopez et al., 2000). The effect of Tween™ 80 over lipophilic drugs (logP
above 4.13) through rat nmicosal membranes (Salimi et al | 2016) is related with an
increase in diffusion coefficient that enhances the drug transport.

45, Skin integrity

Concerning the influence of Tween® 80 on skin infegrity. it is known that Tween 80
lacks of antifungal activity and 1s biocompatible with fungal strams (Garon et al., 2002),
but it can cause anaphylactic reactions (non-immmnological) in prone individuals,
although sensifization in selected patients with contact dermatifis 1s quute rare {Tosf et
al.. 1990; Coors et al., 2005). Current results of hydration, elasticity and TEWL with the
MEs suggest an acceptable skin miegniv confirming that. 1o all cases, skin hydration
remamed unaffected by the fornmilation components after one hour of application. This
impact has been used by other authors (Smuts et al.. 2015) to describe the humectant
effect of certain drugs. For example, hyperhidrosis is an indicator of skinhealing in anti-
nrycofic treatments (Mielsen, 1984).

Relating the inocuity of the ME formulations. significant differences (P<10.05) were
obtamned only with elasticity differences (1, - 1;) between the polysorbate-containing ME
and the comumercial formulation. Those differences were considered as non-irritancy
relevant because they did not affect the variations of transepidermal water permeability,
that is described as an indicator of skin integrity (Nguyen et al., 2017). All this facts
suggest a non-mitating effect of polysorbate over the skin.

In addition with its acceptable nocuity, polysorbate 80 15 particularly useful to solubilize
hydrophobic organic compounds and movilize them from porous substrates (Cheng et
al . 2017} It points 1t as an 1nferesting surfactant for a topical formulation intending to
optimize the delivery of bifonazole to the epidermic stratum cormneum.
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A. Conclusions

In summary, bifonazole formulated in those multiple emulsions shows a clearly lower
skin permeation and a higher skin retenfion in companson with a conventional cream
formulation This achievement can be attributed to the hydrophilic nature of this
formulation and the presence of solubilizing surfactants in the external interphase that
stabilize the o1ly phase and dissolve the dmig 1n a small amount (17 %) of the total
formulation weight. It 15 shown that the presence of polysorbate 80 (Tween 80E)
especially enhances the drug accumulation in skin for a more efficient dermatomyeofic
treatment Given that the biophase of this antifungal agamst Tinea and Pytimiasis 15
located in the epidermal siratum comeum thus effect of polvsorbate 80 favours its
presence m target tissues infected by superficial dermatophytoses.

The addition of polysorbate 80 forced an increase wn pH. viscosity and viscoelasticity.
and a decrease of spreadibility. Rheological behaviour of the formulation with
polysorbate 1s an interesting altemative for dermal application m skin fungal infections.
Accordingly, the proposed antifungal multiple emulsion is a preferred choice for the
epidermal delivery of bifonazole and a good alternative to the commercially available
formmulations for the treatment of dermatomycoses.
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Components Percentage composition
(wiw)
JMLPO1BO | IMLPO1BT

Oily phase (0y)
Bifonazole (BFZ) 1.00 1.00
Capric/caprylic triglyceride (LP. Labrafac” Lipophile 1349) 11.00 11.00
Cetyl dimethicone copolyol (CDC. Abil* EM 90) 1.50 1.50
Sorbitan stearate (Span” 60) 2.00 2.00
Cetyl palmitate (CP) 2.00 2.00
Internal aqueous phase (Wi)
Sodium chloride 0.25 0.25
Purified water at pH 6.6 3225 3225
External aqueous phase (W;)
Carbomer (TGC. Tego” Carbomer 341) 0.20 0.20
Cocamidopropyl betaine (CMB. Tego® Betaine F) 0.70 0.70
Polysorbate 80 (Tween™ 80) - 1.00
Purified water at pH 6.6 40.10 43.10

Table 1: Formulation and percentage composition (w/w) of BEZ multiple emulsions.

Parficle size analyses {um)

Parameter
IMLPO1BD JMLPOIBET BFZ-CF
D[4.3] 65.2+0.8 68.5=1.0 20808
D[3.2 0702 12.8=0.1 5805
Dv,0.1] 34=03 6.0=0.2 1.8+0.2
Dv,0.5] 35.8203 40.4=5.6 18.0=2.1
D[v.0.9] 1729263 168134 5001390

Table 2: Particle size parameters by laser diffraction for BFZ-MEs at 24 h and BFZ-CF

(mean = SD. n=13)

Formulation Frequency (s7) Viscosity values
at24h 180 days
JMLPO1BO 10s” 1745.0+16.7 1705.015.7
1005 237547 205826
IMLPO1BT 105" 2176.0=24.6 2003 5=199
100 5" 2058468 261.2=41
BFZ-CF 105" 19301.7£99.7 19240.5=116.9
100s™ 1901.3+30.9 1963.0=23.7

Table 3: Mean viscosity values (mPa.s) at 10 57 and 100 s™ of both ME’s and BFZ-CF

{mean = 5D, n=3) at 24 h and 180 days after preparation.
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OSCILLATORY TEST TMLPOLBO TMLPOIBT
. : 21001 iz 5308 Pa §1.00Pa
Storage modulus (G') At 10 Hz 35.00 Pa 167.60 Pa
- 2t 0.01 Hz 1047 Pa 3020 Pa
Loss modulus (G™) at 10 Hz 7745 Pa 6007 Pa
oot viecostre (e 2001 Hz | 1035.00Pas | 1301.00 Pas
omplex viscosity (n*) 2t 10 iz 142 Pas 384 Pas

Table 4: Oscillatory test characterization of JMLPO1BO and JMLPO1BT ME's at 24 h

of preparation.

Release parameters i

Formulation | Higuchi Weibull AUC/Q5.T)
Kpg. b)) Q" (ug) p ta (h) (h)

IMLPO1BO | 539.3=71.5 - - - 0.644=0.072
JMLPO1BT | 690.4=078 - - 0.716=0.026
BFZ-CF 780.0=87.5* - - - 0.692=0.008
Meth-5o0l - 2157.0=1144 | 9.6=5.5 | 0.161=0.000 -

Table 5: Release parameters for the different formulations and the methanolic solution
(mean = SD, n = 3). Statistical differences are indicated with the superscript “*".

Formulations | Dmg permeation Drug penetration

Flux (ug/em™ h ) (ng/g) (pg/enr’) | (pg /em™ mg)
JMLPO1BO | 0.137=0.008 13122124 [ 287=036 20.50=1.93
JMLPOIBT | 0.064=0.012% 106.20=8.73 | 16.60=7.09 | 165.93= 13.64
BFZ-CF 0.132=0.009 491072 0382007 7.67=1.56

Table 6: Dmg permeation and penetration through human skin from the ME"s and the
commercial formulation (mean= SD. n=3). Statistical differences are indicated with the

superscript “*7

Formulations Skin Elasticity Skin Hydration TEWL
mean differences mean differences mean differences
(AL]) (AU) (z/h m’)
IMLPO1BO 0.0521=0.003 81=78 Ja=14
IMLPOIBT 022320 03* 3o=14 3.0=19
BFZ-CF 016052004 6.0=6.5 1523

Table 7: Results of skin infegrity tests of IMLPOIBO. IMLPO1BT and BFZ-CTF {mean =
5D, n=3). Statistical differences are indicated with the superscript =+

150




Capitol V: Resultats

Fig. 1: Photomicrographs of IMLPO1BO, INMLPOIBT (at 24 h of preparation) and BFZ-CE. at
400x magnification respectively. Samples were diluted at 1:20.

Fig. 2: Particle size distribution for IMLPO1BO, IMLP0O1BT and BFZ-CF as volume
percentages.

Fig. 3: Viscosity (a) and Flow (b) curves of ME’s after 24 h of preparation as a function of
shear rate.

Fig_ 4: Viscosity and Flow curve of BFZ-CF_ag a function of shear rate.

Fig. 5: Storage modulus (G7), loss modulus (G7) and phase angle (8) of IMLP0O1BO and
IMLPOIBT during a sweep stress test (top). Storage modulus (G), loss modulus (G™) and
complex viscosity (n*) versus frequency during a frequency sweep test for JINMLPO1B0 and
IMLPO1BT (bottom).

Fig. 6: Backscattering profiles [%ABS, left ordinates) recorded at room temperature of
IMLPOIBO (top) and IMLPO1BT (bottom) at different times (0:00 to 24:00 h, right ordinates).
Sample cell length (0 to 50 mm) on abscissae.

Fig. 7: Cumulative release amounts (mean values and standard deviations) of Bifonazole
formulations (squares IMLPO1B0, triangles up IMLPO1BT, triangles down commercial
reference, thombus Meth-Sol).

Fig. 8: Bifonazole cumulative permeated amounts (mean values and standard deviations) for
IMLPOIBO (triangles down, hyphens), IMLPO1BT (triangles up, dot line) and the commercial
formulation, BFZ-CF (void squares, solid line).

Fig. 9: Corneum Stratum Hydration (SCH) at t; (a). Corneum Stratum Hydration (SCH) at t; (b),
Transepidermal Water Loss (TEWL) at t; (c) and Transepidermal Water Loss (TEWL) at t; (d).
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CAPITOL IV:Duscussié

4.1 DISCUSSIO

El tractament topic de les infeccions fungiques cutanies es prefereix sobre el tractament oral,
per evitar els efectes sistémics adversos, per I'alliberament del farmac al lloc de la infecci6 i
per l'alt compliment terapéutic. D'altra banda, s’han de proporcionar concentracions de
farmac adequades en les capes diana de la pell per assegurar I'eficacia del tractament topic.
Per tant, I'alliberament de farmacs antifungics per apuntar la regié de la pell és un gran repte
en termes de terapéutica. En aquest context, la formulacié del producte topic juga un paper
clau per a la penetracié dels farmacs. A més, les propietats fisicoquimiques de les molécules
de farmac com ara lipofilia sén també el parametre eficag. La lipofilia és una caracteristica
de certs antifungics (azols, al.llamines, etc...) especialment important perqué afavoreix la
penetracié del farmac en l'estrat corni de la pell, la seva dispersio, la creacié d'un efecte
reservori a concentracions inhibitdries en aquesta capa i els converteix en farmacs
particularment indicats per al tractament topic de diverses patologies d’origen fungic (Puig i
cols., 2008). Bennet (2011) assenyala que apart del tipus de lesié i el mecanisme d’accié del
farmac, la viscositat juntament amb les caracteristiques hidrofobes del principi actiu i el pH
de la formulacié sén parametres a tenir en compte alhora de valorar la eficacia d’un preparat
antifungic d’aplicacié topica.

Diverses noves formulacions galéniques han aparegut en la literatura cientifica actual en els

ultims anys per optimitzar els nous vehicles d'administracié de farmacs antifungics, i algunes

dades que falten pero, en certa mesura, s'han publicat (veure 1.1.4).

A continuacié es procedeix a I'apartat de discussié sobre cada un dels articles publicats en
I apartat de resultats:

ARTICLE 17

“DEVELOPMENT OF CLOTRIMAZOLE MULTIPLE W/O/W EMULSIONS AS
VEHICLES FOR DRUG DELIVERY: EFFECTS OF ADDITIVES ON EMULSION
STABILITY”.

“Desenvolupament d’emulsions multiples de clotrimazol com a vehicles per
I'alliberament de farmacs: Efectes dels excipients en la estabilitat de les

emulsions”.

Els factors primaris que afecten la formaci6é d’emulsions mdltiples son la naturalesa quimica

dels components, la concentracid6 dels tensioactius utilitzats en les dues etapes

27 Les Taules i Figures descrites en aquest apartat fan referéncia a elements que estan en la publicacié detallada en el
apartat de resultats.
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d’emulsificacid, la fraccié de volum de I'emulsié primaria i les condicions de barreja (Florence
icols., 1982).

Per tal de millorar la formacié i estabilitat de les emulsions multiples, el treball experimental
dut a terme en aquesta publicacié, es basa en l'estudi de la influéncia de: I'addicié de
concentracions variables d’estearat de sorbita (2-4%), de la naturalesa de la fase oliosa
(triglicérids de cadena mitja (LP); oli de yoyoba (YB); i miristat d’'isopropil (IM) en I'emulsio
primaria i, finalment, la influéncia de la preséncia o no de polisorbat 80, co-emulsionant en

la fase aquosa externa.

La seleccié de la fase oliosa s’ha dut a terme amb estudis preliminars d'acord amb la
formacié de I'emulsié primaria W/O i la solubilitzacié del CLT. Es parteix de diferents tipus
d’olis com per exemple, oli de parafina, oli de rici, oli d'ametlles dolces i oli de germen de
blat, pero es descarten per la seva baixa capacitat de dissolucié del CLT i la inestabilitat del
sistema obtingut. Segons la literatura cientifica la naturalesa dels olis seleccionats (LP, YB i
IM) sén ben tolerats per la pell. En aquesta linia, en estudis preliminars s’aconsegueixen
mostren resultats dptims per a concentracions de tensioactiu polimeéric d'1 a 1,5% (p/p) i fase
oliosa entre 12 i 18% (p/p).

La temperatura requerida en la formacié de I'emulsié primaria ha de ser controlada; en el
nostre cas, es requereix 80 °C per tal d'obtenir el punt de fusi6é de la fase oliosa. Diversos
treballs informen de la necessitat d'estabilitzacié de I'emulsié primaria W/O enfront la
floculacié i la coalescéncia (Schmidts i cols., 2010). L'augment de la pressié osmotica
d'electrolits a l'interior de les gotetes contraresta la pressié de Laplace responsable dels
processos de maduracioé d'Ostwald per I'augment de la hidrofobicitat en la fase dispersa
(Jiang i cols., 2013). Per aquesta rao, I'electrolit NaCl s’'incorpora en una concentracié de
0,25% (p/p). Aquesta concentracié és prou alta per tal de compensar la pressié de Laplace,
perod, al mateix temps, prou baixa per tal d’inhibir la pressié osmética de les gotetes internes
d'aigua (Muschiolik i cols., 2007).

D'altra banda, els emulsionants polimérics s6n molt adequats per augmentar I'estabilitat, a
llarg termini, d'emulsions en combinaci6 amb emulsionants de baix pes molecular.
L’emulgent poliméric utilitzat en aquest treball és la cetildimeticona copoliol (CDC), un
emulsionant poliméric ideal, de naturalesa siliconica, de baix HLB per a I'obtencié de
I'emulsié W/O primaria inicial, que es pot emulsionar en una fase aquosa externa gelificada
gue conté I'emulsionant hidrofil amb molt bones propietats d'estabilitzacié (Olivieri, 2003). A
més, s’afegeixen dos altres co-tensioactius diferents, estearat de sorbita amb HLB 4,7 i
polisorbat 80 amb HLB 15. El tensioactiu no-ionic de baix HLB és predominantment hidrofob
i s'afegeix a la fase oliosa. L'agent tensioactiu no idnic d'alt HLB és predominantment hidrofil
i s'afegeix a la fase aquosa continua externa. La relaci6é de concentraci6 d'aquests dos co-

tensioactius és també important per a I'estabilitat i el rendiment de les emulsions multiples
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W/O/W (Florence i cols., 1982). Per aquesta rad, també s’avalua la incidéncia en I'estabilitat
de diferents quantitats d'aquests excipients tal com s’ha esmentat anteriorment, aixi com de
la fase oliosa que ofereix una major estabilitat.

D'acord amb les imatges de microscopia optica, les emulsions multiples W/O/W obtingudes
poden considerar-se com de tipus C segons Florence i cols (1982). Els autors descriuen
emulsions del tipus C, en forma d'emulsions composades de gotes grans que presenten
gran nombre de gotes al seu interior. Aquesta analisi també confirma el menor rendiment de
les emulsions multiples amb IM en comparacié amb LP i YB. De fet, els sistemes JMIMO3 i
JMIMO3T no es formen completament després de la seva elaboracio i per tant es descarten
segons es pot observar en la Taula 1 de la publicacié.

Els valors de pH han mostrat una bona compatibilitat per a I'administracié topica dels
preparats. L'analisi conductimeétrica s’ha dut a terme per tal de mesurar I'atrapament de
I'electrolit a l'interior de la fase aquosa de I'emulsid primaria i detectar qualsevol fuita de
I'electrdlit a la fase aquosa externa. Quan no hi ha migracié d'electrolits de la fase interna, el
sistema d'emulsié multiple pot ser descrit com a estable. Un augment en la conductivitat
implica una migracié dels electrdlits (Tedajo i cols., 2001). Pot océrrer com a resultat de
difusio o pel trencament de les gotetes. Diferents autors descriuen que, un gran augment de
la pressid osmotica per NaCl pot causar la destruccié de la membrana d'oli i per tant una
inversi6 de fases (Tang i cols., 2012).

En les seéries demulsions multiples preparades, s’observa que si s’incrementa la
concentracio d’estearat de sorbita en la fase interna des de 2 fins a 4% augmenta la mida
de les gotes multiples W/O/W (per exemple, JMLPO1 40,39 + 0,3 micres; JMLP0O3 134.14 +
3,1 micres a les 24 h de preparacio). Fet que pot ser atribuit a la major acumulacié d'agent
tensioactiu en la interfase, i per tant que resulta en una pel-licula interfacial més gruixuda i
que fa augmentar la mida de les gotetes (Geiger i cols., 1998). Aquest augment també
s’observa en els valors de viscositat. D'altra banda, cal remarcar que I'addicié de polisorbat
80 com estabilitzador en el polimer d'acid acrilic gelificant de la fase externa provoca una
disminucio significativa de la mida de les gotetes d'oli en comparacié amb els preparats
sense polisorbat (per exemple, JMLPO1 40,4 + 0,3 m; 31,2 JMLPO1T £ 0,2 micres, a les 24
h de preparacid). Aquestes caracteristiques s’observen en totes les mostres durant els 180
dies d’ emmagatzematge (per exemple, JMLP0O1 40,4 £ 0,3 micres, amb 24 h; JMLPO1 38,2
+ 0,1 a 180 dies). La incorporaci6 de CLT en les emulsions multiples déna com a resultat un
augment de la mida de gota en comparacié amb I'emulsié maltiple sense CLT (per exemple,
JMLPO1 amb CLT 40,4 + 0,3 micres; JMLPO1 sense CLT 30,2 £ 0,2 micres). L’ augment de
mida de gota després de la incorporaci6é de farmacs és un fenomen general observat en
diversos medicaments (Souto i cols., 2004). L'heterogeneitat en la distribucié de la mida de
les gotes s’ha evidenciat en el segient ordre JMLP>JMYB>JMIM i podria estar relacionat

163



Estudi Galénic i Biofarmaceéutic d’Emulsions Muiltiples de CLT, ECN i BFZ d’aplicacié topica

amb el HLB requerit per ser emulsionada I'emulsié primaria (LP<YB<IM: 1; 6,5; 11,5 valors
HLB respectivament).

La comprensi6 de la reologia de les emulsions multiples W/O/W és un factor important tant
per a l'elaboracié com per I'estabilitat fisica (Pal, 2011). També pot proporcionar informacio
util sobre I'estructura de les emulsions multiples i I'alliberament dels farmacs (Krishnaiah i
cols., 2014). Els resultats de l'analisi reoldgica rotacional han mostrat primer que les
emulsions multiples assajades depenien de la velocitat de cisalla (Fig. 3). Totes les
formulacions exhibeixen un flux pseudoplastic no-newtonia i un comportament reofluidificant
i tixdtropic mostrant una disminucié constant en la viscositat amb I'augment de velocitat de
cisalla de 0 a 100 s'. El comportament tixotropic ha demostrat una alteracié de la
microestructura de I'emulsié maltiple W/O/W sota I'efecte de la velocitat de cisalla. En aquest
cas, la forca de cisalla indueix canvis estructurals irreversibles que podrien ser interpretats
com una ruptura de les gotes mdltiples, sense inversié, que produeix una disminucié de la
fraccié del volum i en conseqiiencia una disminucio de la viscositat. També podria succeir
una inversi6é de fase a W/O produint una substitucié d'una fase més viscosa per la fase
externa i per tant un augment dels valors de la viscositat (Kawashima, 1991). No obstant
aix0, en relacié amb I'administracié topica, la tixotropia és una propietat desitjada perque
contribueix a augmentar el temps de retencié de la formulaci6 al lloc d’aplicaci6 (Silva i cols.,
2012). Els models matematics que millor s’ajusten a les dades experimentals obtingudes
sén l'equacié de Cross que proporciona un model general per a materials pseudoplastics i
Herschel-Bulkley que és una model de tres parametres que s'utilitza per descriure els
materials viscoplastics. Respecte a les mesures de viscositat, la naturalesa de l'oli és
important en les propietats finals de les emulsions multiples W/O/W (Florence i cols., 1982).
Es creu que la viscositat de la fase oliosa té un efecte dominant sobre les caracteristiques
fisicoquimiques de les emulsions mdltiples. En aquesta linia, la série JMYB inclou les
mostres amb valors més alts de viscositat, després la série JMLP i per ultim la série JMIM

gue son les mostres menys viscoses a 10 s™.

Les emulsions primaries presenten un flux no-newtonia, i la viscositat disminueix amb un
augment de la forga de cisalla de 0 a 100 s™' que recolza els resultats obtinguts en I'emulsié
multiple W/O/W final. S’ha observat en la série JMYB que a I'augmentar la concentracio
d'estearat de sorbita (2, 3, i 4 %; JMYBO1, JMYBO02, i JMYBO3 respectivament), els valors
de viscositat augmenten (veure full suplementari 2). Una tendéncia similar s'exhibeix a la
serie JMIM perd no en la série JMLP. D'altra banda, com mostra la Fig. 4b, I'addicié de
polisorbat 80 provoca una disminucié de la viscositat de la fase aquosa externa. Aquest fet
també s’observa en 'emulsié multiple final. L'addicié d'1% de polisorbat 80 va donar lloc a
una disminucié de la viscositat en totes les mostres excepte JMLP02. Aquesta tendéncia
podria estar relacionada amb la petita mida de les gotes (E/-Hadlidy i cols., 2012). Les corbes
de flux i viscositat de les emulsions W/O/W (Fig. 3) mostren no només el seu comportament
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pseudoplastic acompanyat d'una tixotropia poc aparent, sind també la seva estabilitat
acceptable sota I'esfor¢ de cisalla que no ha fet canvis irreversibles drastics en la seva
estructura (les corbes ascendents i descendents no s6n massa separades), que és un
avantatge per a I'aplicacié de la pell a causa de I'efecte reofluidificant de la cisalla. D'altra
banda, els valors de viscositat més alts per JMYB01 i JMLPO1 en comparacié amb els altres
sota estudi sén un benefici per a l'estabilitat fisica del sistema durant 'emmagatzematge
(Schramm, 1994).

Els estudis reologics oscil-latoris d'estrés d'escombrat d’esfor¢ de cisalla i escombrat de
freqliencia s’han utilitzat per avaluar la regio6 viscoelastica lineal (LVR), la viscositat complexa
(n*), el modul d'emmagatzematge (G') i el modul de pérdua (G"), que proporcionen una
caracteritzacié quantitativa de I'equilibri entre les propietats viscoses i elastiques de les
emulsions multiples. El punt final de la LVR (regié viscoelastica lineal) s’ha determinat com
una tensio critica quan el valor de G’ es redueix un 10% a partir del nivell lineal. La tensi6
critica s’ha trobat a 2 Pa aproximadament per a totes les formulacions estudiades. D'acord
amb els resultats, un esforg de cisalla constant de 1 Pa (50% del valor critic) s’ha seleccionat
per a realitzar la prova d'escombrat de freqiiéncia (Fig. 7). Aquestes proves han revelat la
prevalenga del comportament elastic sobre el viscés (G’ > G”). Aquest efecte és conegut
com “elastic plateau”. G’ és un indicador del comportament elastic i revela la capacitat del
sistema per 'emmagatzematge d'energia elastica associada amb una deformacié elastica
recuperable. G" és una mesura del comportament de la viscositat dinamica que fa referéncia
a la dissipacié d’energia associada amb una viscositat perduda irrecuperable. S’ha observat
també que el valor de G’ augmenta en la majoria dels casos quan la concentracié d'estearat
de sorbita va augmentant (2, 3, i 4%), que també s’acompanya d’'un augment en la mida
mitjana de gota. En aquest sentit 'augment de I'elasticitat amb l'increment de tensioactiu
també ha estat descrit per alguns autors (Korhonen i cols., 2002). No obstant aixo, la
incorporacio de polisorbat 80 disminueix dramaticament el comportament elastic i la mida de
gota. Observant els valors de n* obtinguts, els estudis oscil-latoris donen suport als estudis
rotacionals. Els valors més alts de viscositat es van observar en la série JMYB a 0,10 s'. El
tests oscil-latoris també mostren que les emulsions multiples presenten les propietats
viscoelastiques amb component predominantment elastic (Fig. 5i 7). L'exhibicié de la zona
de gran “plateau” evidéncia l'existencia d'una estructura que promou l'estabilitat fisica del
sistema a causa de la seva caracteristica elastica. En aquest sentit, cal destacar JMYBO1
com a sistema que presenta valors més alts no només per G', sin6 també per G" i n* (Fig.
7).

La desestabilitzacio fisica es mesura usant un analitzador optic tipus Turbiscan® que permet
en temps real la informacié sobre la cinética del procés que condueix a la separacio de fases.
Podria ser també possible discriminar entre la migracié de gotetes (cremat, sedimentacio) i
la variacié de mida de les gotetes (coalescéncia, floculacid). La Figura 8 mostra els perfils
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de BS de JMLPO03, JMYBO02, i JMIMO1T. El costat esquerra de la corba correspon a la part
inferior del vial, mentre que el costat de la dreta correspon al comportament de la mostra a
la part superior del vial. En les grafiques es pot observar que hi ha senyals constants
(superposicié) sense variacions significatives. Els pics a la part superior i al fons del vial
corresponen amb el contacte del final de la mostra amb el vidre. A més, la inestabilitat es
defineix ja sigui per una pérdua de viscositat, una separacié de fases, o una inversioé de fase.
En general, observant les mostres per microscopia Optica es mantenen invariables durant
tot el periode d'emmagatzematge (temperatura ambient) indicant I'abséncia exterior i interior
de separaci6 de fases o inversio.

Com es pot observar en el full suplementari 4, entre les séries JMYB, els valors de viscositat
augmenten lleugerament amb el temps excepte JMYBO1 i JMYB02 causa de la
desestabilitzaci6 inicial confirmada per estudis d'estabilitat térmica a 40 °C. Un lleu augment
també s’observa entre les series JMLP, excepte JMLPO1 que mostra una petita disminucié
dels valors de viscositat. Finalment, la série JMIM comporta de manera similar entre elles un
lleuger augment, uniforme, en els valors de viscositat amb el temps. Els canvis en la
viscositat de les emulsions multiples en el temps depén de la difusié des de la fase aquosa
interna a la fase continua exterior, o viceversa. D'aquesta manera, la difusié d'aigua de la
fase aquosa continua en la fase aquosa interna comporta un augment de la viscositat. El
procés contrari suposa una disminucié de la viscositat. Aquest pas de l'aigua d'una manera
o altre és impulsat per diferéncies de pressié osmotica (Wen i cols., 20071). Finalment tal com
s'esperava, la temperatura ha tingut una influéncia important en l'estabilitat d'aquests
sistemes. La série JMLP sén les formulacions més estables contra les condicions de
temperatura perqué totes les formulacions s6n estables després de 180 dies a 30 °C, encara
que a 40 °C els resultats sén similars als obtinguts amb la série JMYB.

En conclusié, aquest estudi demostra que I'estabilitat de les emulsions multiples W/O/W és
altament depenent de la composicié. Com a regla general, s’han aconseguit les formulacions
més estables utilitzant LP i pot ser estabilitzada per una combinacié de tensioactius
polimérics i de co-emulgents de HLB baix. La formulacié JMLP0O1 amb 1,5% de CDC, i un
2% estearat de sorbita i un 11% de LP és la formulacié més estable a llarg termini, en la
mida de gota més petita, Optimes caracteristiques fisicoquimiques, el comportament de flux
i alta eficiencia d'encapsulacié en diferents condicions d'emmagatzematge a 180 dies.
Aquestes emulsions multiples W/O/W sén sistemes estables amb comportament reologic
que podria ser una excel-lent alternativa a altres preparats del mercat farmacéutic per al
tractament d'infeccions fingiques de la pell. Les formulacions proposades podrien ser també
utilitzades com a sistemes Utils per a altres antifungics imidazolics. De fet, altres principis

actius com econazol i bifonazol s’estudien com potencials candidats.

166



Annex: Altres Merits

ARTICLE 1%

“SKIN PERMEATION OF ECONAZOLE NITRATE FORMULATED IN AN ENHANCED
HYDROPHILIC MULTIPLE EMULSION”.

“Permeacié en pell del nitrat d’econazol en una emulsié multiple hidrofilica

millorada”.

La baixa solubilitat en aigua dels farmacs antifungics azolics fan de la seva administracio
topica un repte considerable. La seva alta lipofilia implica que durant I'elaboracié part del
farmac ha de romandre en suspensié (Raab, 1980). Aquest fet limita el seu nivell de
permeacio i, per tant, la seva acumulacioé en el lloc d'accié desitjat. En aquest estudi que es
presenta, les emulsions multiples s'han investigat com una possible alternativa per millorar
les propietats biofarmacéutiques del nitrat d’econazol enfront una crema anhidra comercial
que consisteix en una dispersioé de parafina liquida amb I'ajuda de diferents ésters grassos
de Macrogol® (tensioactius i co-emulsionants). Les emulsions mdltiples sén un vehicle
versatil per vehicular, per exemple, farmacs hidrofils amb limitacions d’inestabilitat si
s'administren per via oral. En aquest estudi, una emulsié mdultiple d’ECN s'ha optimitzat
dissolvent el farmac en la fase lipdfila d'aquesta formulacié hidrofila. S'ha previst obtenir un
nivell més alt de la permeacié cutania i una retencié sobre la pell semblant a la formulacié

comercial i, alhora, millorar les caracteristiques reoldgiques del producte.

Referent a les caracteristiques de I'emulsié multiple, els valors de pH de les dues fases
aquoses pot influir en el perfil d'alliberament dels farmacs ionitzats. En el nostre cas, el punt
isoeléectric de I'econazol (pH 6.6) ha estat seleccionat per a ambdues fases aquoses per
optimitzar el seu alliberament i la seva polaritat segons el que suggereixen altres autors
(Nakhare i cols., 1995; Raab, 1980). La sal de nitrat d’econazol és preferible enfront la base
per la seva major solubilitat en aigua. De fet, la base d’'ECN és practicament insoluble en
aigua, encara que molt soluble en etanol. A l'inrevés, la forma cationica, ECN, és molt poc
soluble en aigua i poc soluble en etanol 96 ° (Dyas i cols., 1994, Council of Europe, 2016).
En el nostre cas s'ha dissolt completament en la fase intermédia lipofila envoltada de les
fases aquoses interna i externa (W1 i W2). Aquesta fase oliosa representa només el 15,5%
del pes total i la seva composicié ha estat optimitzada en estudis previs (Surieri cols., 2014).
Diferents olis classics (per exemple, oli de parafina, oli de rici, oli d'ametlles dolces, oli de
germen de blat, ...) s’han assajat i s’han descartat a causa de la seva pobra estabilitat i
capacitat de solubilitzacié (Surer i cols., 2017a). Alternativament, s’han escollit Labraphac®
Liphofile WL 1349 (Triglicérids de cadena mitja), juntament amb Transcutol® P (dietilenglicol

2 | es Taulesi Figures descrites en aquest apartat fan referéncia a elements que estan en la publicaci6 detallada en
el apartat de resultats.
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monoetil éter), que s6n bons dissolvents per actius lipdfils associats amb promotors per a la
penetracié de farmacs (Gatteffossé, 2016).

Segons les caracteristiques de I'emulsié multiple, aquesta s’ha classificat segons Florence i
Whitehill (1982) com tipus C. A nivell de contingut de farmac (ca. 85%) i mida de gota, els
resultats obtinguts sén comparables als obtinguts per altres autors amb vehicles i/o
formulacions com sén els etosomes d’ECN dispersats en promotors que contenen gels
(Verma i cols., 2012; Keshri i cols., 2012).

Quant a la estabilitat a llarg termini de les emulsions mudltiples, les caracteristiques
organoléptiques i els valors de pH s’han mantingut gairebé constant en el temps, el que
suggereix un bon manteniment de les caracteristiques organoléptiques. Les observacions
per microscopia optica revelen la preséncia de moltes gotes petites dins de la fase interna
confirmant I'estructura mdaltiple. Els possibles canvis en la distribucié de mida de gota han
estat investigats utilitzant la tecnologia per difraccié laser (LD) (Malvern Instruments, 2007).
Les mesures efectuades en el moment inicial i al final de I'estabilitat s’han considerat
acceptables perqué el valor residual ponderat ha estat en tots els casos menor de I'1%. Els
valors més alts del residual ponderat indiquen un Us incorrecte en els valors d’'index de
refraccié i d'absorcié de la mostra i el dispersant (Malvern Instruments, 2007). Es sabut que
aguesta técnica laser detecta la distribucié de la mida de gotetes de la fase externa, perd no
la distribucié de la mida de les gotetes de la fase interna. Com a resultat, la fraccié de volum
dispers s'estima com a una emulsié simple (Dickinson, 1991). Tenint en compte que ECN
es dissol en la fase oliosa, és a dir, la fase continua de la goteta, aquesta simplificacié
s'accepta de manera fiable com a indicador de l'estabilitat.

Tenint en compte D[v,0,9], el 90% de les gotetes de la W/O de la ME estan per sota de 319
pum i 53 um aproximadament per a la formulacié comercial. També cal destacar que la
distribucié de la mida de particula de la formulacié comercial és clarament bimodal. Com es
mostra a la Figura 2B, el pic de major grandaria de particula es pot atribuir a la mida de gota
de I'emulsié i la mida més petita pot ser degut a cristalls de farmac en suspensié com es
confirma per observacions microscopiques amb llum polaritzada. No s’han trobat variacions

estadisticament significatives del parametre de mida de les gotetes (a=0,05).

L’estudi d’estabilitat utilitzant I'analisi optica mitjangant el dispositiu tipus Turbiscan® detecta
la desestabilitzacié per fendmens relacionats amb la separacié de fases, com els fendomens
de cremat i sedimentacid reversibles per mitjans mecanics d’agitacio, i variacions en la
mitjana de mida de gota com sén la coalescencia i floculacio, generalment irreversibles
(Mengual, 1999). A causa de l'opacitat de les mostres, només mesura el BS
(“Backscattering’), util davant de la preséncia de sistemes opacs i concentrats (Lemarchand
i cols., 2003). Els resultats dels perfils de BS durant les mesures a 24 h han estat inferiors al
10% per la algada total dels tubs de mesura. Aixd significa que no hi ha variaci6 significativa
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de la mida de particula sota les condicions d'analisi durant la mesura inicial a les 24 h de
preparacié i/o durant la fi de I'estudi d’estabilitat als 6 mesos. Sobre la base d'aquesta
tecnologia anomenada dispersié de la llum multiple (“multiple light scattering”), el dispositiu
permet detectar petits canvis en els perfils de BS abans de I'aparicié d'una modificacio fisica
a escala macroscopica, i per tant es pot afirmar que I'estabilitat de la ME és més gran que
la durada de I'estudi d’estabilitat (Celia i cols., 2009).

La influencia de les caracteristiques reologiques sobre la permeacié i les propietats del
vehicle resultant s’han estudiat també com un indicador d’estabilitat (Grossiord i cols., 1998).
Alguns autors (El-Badry i cols., 2014) han trobat una relacié reciproca entre la viscositat i
I'alliberament del farmac a causa d'una reducci6 dels nivells de difusié (Pal, 1996). Bennet
(2011) assenyala que la viscositat juntament amb les caracteristiques hidrofobes del principi
actiu i el pH de la formulacié s6n parametres a tenir en compte alhora de valorar la eficacia
d’'un preparat antifingic d’aplicacié topica. En aquest sentit s’han realitzat els estudis
reologics rotacionals, i els estudis oscil-latoris d’estrés d’escombrat d’esforg de cisalla i els
estudis d’estrés d'escombrat de freqiiéncia. Com es mostra en Fig. 3a i 3b, la viscositat
disminueix amb un augment de la velocitat de cisallament de 0 a 100 s™'. Els perfils reologics
demostren un marcat flux no-newtonia pseudoplastic amb una lleugera tixotropia, un
comportament reofluidificant, propietat desitjable per a una preparacié topica semisolida
(Pena i cols., 1994). En el cas de les emulsions miiltiples, la cisalla indueix canvis
estructurals irreversibles, que podrien explicar-se com un trencament de les gotetes
multiples sense inversié produint una disminucié de la fraccié de volum i en consequencia
una disminucié dels valors de viscositat (Kawashima i cols., 1991). Aquest efecte en la
ruptura implica una disminucié en la mida de gota facilitant aixi una permeacié del principi
actiu. De fet, també és conegut una relacié inversa entre la mida de les particules i l'oclusié,
s'explica com un efecte de recobriment que per tant facilita la penetracié del farmac (Keshri
i cols., 2012). Pel que fa a la formulacié comercial (Fig. 3B), els valors de viscositat també
disminueixen rapidament amb la velocitat de cisalla, mostrant un major efecte tixotropic

sense trencament de gotes aparent.

Els estudis reologics oscil-latoris d'estrés d'escombrat d’esfor¢ de cisalla i escombrat de
frequiencia s’han utilitzat per avaluar la regi6 viscoelastica lineal (LVR), la viscositat complexa
(n*), el modul d'emmagatzematge (G') i el modul de pérdua (G"), que proporcionen una
caracteritzacié quantitativa de I'equilibri entre les propietats viscoses i les elastiques de les
emulsions multiples. G' indica la capacitat del sistema per emmagatzemar energia elastica
recuperable. Altrament, G” mesura la propietat viscosa dinamica relacionat amb la dissipacio
d'energia associada de la viscositat perduda irrecuperable. Com es mostra en les Fig. 4-5,
totes les formulacions van revelar una prevalenga del comportament elastic sobre el
comportament viscéds (G’ > G”). Aquest efecte conegut com “elastic plateau” déna suport a
I'estabilitat fisica del sistema i la seva resisténcia a les forces externes durant llargs periodes
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de temps (Korhonen, 2000) afavorint I'extensibilitat del producte en la superficie de la pell.
Els models de fluxos obtinguts han donat lloc a I'ajustament matematic segons el model
matematic de Cross (1965), model que ha resultat ser el millor descriptor de la viscositat per
ambdues formulacions. Altres models com Bingham, Ostwald de Waele, Herschel-Bulkley i
Casson han demostrat ser menys descriptius que el model de Cross. Esta majoritariament
establert que la penetracié de farmacs per via topica esta clarament relacionada amb el tipus
de vehicle (Daniels, 2007; Nielsen i cols., 1984). Quan un farmac lipofil s'aplica sobre la pell,
s'acumula a la capa exterior, I'estrat corni (SCR), que pot alliberar el farmac lentament a les
capes subjacents de la pell en funcié de la variabilitat interindividual de la pell. Una formulacié
W/O per a un farmac lipofilic causa una oclusivitat tipica en la superficie de la pell, que és
un medi ambient adequat per al creixement de fongs a la temperatura corporal. Al inrevés,
la formulacié W/O/W més hidrofila i menys oclusiva implica una millor protecci6 fisica contra
el creixement de fongs juntament amb una aplicacié agradable i refrescant comparable als
obtinguts amb emulsions simples tipus O/W. De fet, les emulsions multiples proporcionen
una alta extensibilitat com el resultat del seu flux pseudoplastic i la seva consisténcia final
pot ser modulada amb I'addicié de excipients viscositzants, com ara carbomer, a la fase
aquosa externa. Aquest polimer reticulat, derivat del acid acrilic, afavoreix el comportament
reofluidificant durant I'aplicaci6 i estabilitza la interfase millorant la estabilitat al llarg del
temps. A més amb aquest efecte sobre la viscositat, la permanéncia de la formulacié en la
pell o mucosa pot ser millorada gracies a les seves propietats mucoadhesives (Lubrizol
Corporation, 2011; Johal i cols., 2016) i també a la tixotropia favorable de la formulacio, i
promovent I'alliberacié del farmac (Silva i cols , 2012).

El test EUCAST d'activitat antifingica es basa en el calcul de la concentracié de ECN més
baixa (MIC) que inhibeix el creixement de cada espécie de fong. Aquesta prova de facil
realitzacié, rapida i economica, és un métode molt utilitzat per comprovar la susceptibilitat
dels llevats fermentadors de glucosa que causen infeccions clinicament significatives
(principalment Candida spp.) (Rodriguez i cols., 2008). Els resultats mostren que son
diferents per a cada microorganisme, i son més eficaces contra la Candida albicans (2
mg/ml) que per als altres. S'ha observat certa influéncia de l'opalescéncia de les
formulacions, especialment en el cas de Candida albicans i Candida parapsilosis, la solucié
de farmac en DMSO ha resultat ser més efica¢ que les formulacions. En tots els casos no
s’han observat diferéncies de Candida glabrata, amb el valor més alt de MIC (78 mg/ml). Els
resultats equivalents respecte a C. glabrata (solucié i cremes) poden ser probablement a
causa de la seva menor sensibilitat a econazol en comparacié amb C. albicans i C.
parapsilosis. També passa amb altres antifungics imidazolics com ara isoconazol, que amb
C. glabrata exhibeix també el més alt valor MIC del grup (Veraldi, 2013). Per tant, a majors

concentracions, I'efecte de opalescéncia de la mostra no seria rellevant.
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Altrament, les dues formulacions s'han mostrat igualment eficaces contra totes les soques,

probablement pel perfil d’alliberacié rapid amb preséncia de quantitats massives de farmac.

Pel que fa a les condicions experimentals de I'estudi d'alliberament i permeacio, les
condicions “SINK” estan garantides en el compartiment receptor de tots dos experiments.
S’ha seleccionat una membrana d'alliberament basat en la permeabilitat del ECN. Com a
resultat, el material més lipofil (Nylon) va resultar ser el més adequat. El porus de malla de
la membrana és clarament inferior a les mides de gota. Per tant, es pot assegurar que els
perfils sén atribuibles a la fracci6 de farmac alliberat a partir de les gotetes. Les
quantificacions per espectrofotometria UV-Vis i HPLC han estat validades préviament amb
uns bons resultat per a la linealitat, precisié, exactitud i la recuperacié.

Els perfils d'alliberament han aconseguit valors asimptotics després de 5 h en les dues
formulacions (69% i 64% de contingut de farmac real de ME i crema). Els perfils cinetics
individuals de les emulsions multiples han estat descrits amb una equacié de primer ordre,
el que suggereix la difusié passiva del medicament dissolt en la formulacié. En el cas de la
formulacié comercial, que probablement conté part de la dosi en suspensid, el millor ajust
va ser I'equacié hiperbolica, un procés lleugerament més lent que el de I'equacié de primer
ordre. En tots els casos, I'equacio d’ordre u (arrel quadrada), que s'utilitza habitualment per
descriure els perfils d'alliberament dels farmacs sobresaturats, van donar un ajustat més
pobre d'acord amb el valor d'AIC (Criteri d’Akaike) (Yamaoka i cols, 1978). En aquest cas va
ser descartada una sobresaturacié del farmac en les formulacions. Aquestes diferéncies
entre les dues formulacions han impedit una comparacié modelistica. En lloc de les velocitats
de penetracio i extensions s’han comparat les quantitats alliberades Q24 i AUC.°. En termes
generals, tot i que s’assoleixen nivells asimptotics al mateix temps (5 h), el farmac s'allibera
més rapidament de la ME que de la formulacié comercial. No obstant aixo, no s’han trobat
diferencies estadisticament significatives entre ambdues formulacions que han portat a
considerar valors similars. En resum, a part de les diferéncies intrinseques de la distribucié
de mida de gota i de la reologia, ambdues formulacions poden ser considerades

comparables en termes d'alliberament i eficacia antimicrobiana in vitro.

En relacié a la permeacié, les mostres de pell s’han tallat en lamines de 400 um amb 'ajuda
d’'un dermatom incloent |a totalitat de I'epidermis que és la part més profunda on es duu a
terme l'acci6 del farmac. La retenci6 de farmac oscil-la entre 40 i 70 ppm, que s6n
equivalents a 15,89 i 15,91 pg/cm? per a la crema comercial i la ME respectivament. Els
resultats han estat estadisticament similars per a les dues formulacions (a = 0,05). Aquestes
concentracions de farmac estan en el rang dels valors obtinguts in vitro, per exemple, 2 ppm
per Candida albicans i 78 ppm per Candida glabrata. Aquest fet déna suport a I'eficacia in
vitro d'ECN de les dues formulacions. Altres autors amb micel-les polimériques amb ECN i
mitjancant pell de 'orella de porc han obtingut valors comparables com 22,8 ug/cm? que va
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penetrar a través dels fol-licles pilosos (Bachhav i cols., 2011) i valors més alts amb pell de
rata, 42,8 pg/cm? (Quatresooz i cols., 2008, Ge i cols., 2014), que és més permeable que la

pell humana.

L'acumulacié d’antifingics imidazolics en SCR sembla ser causa d’una uni6 reversible a la
queratina (Hashiguchi i cols., 1998) que és directament proporcional a lipofilia del principi
actiu i al contingut d'aigua en pell (Ge i cols., 2014). Es coneix que la retencié de la pell es
produeix no nomeés en SCR, sind també en epidermis i dermis a causa de diferents factors
(Tauber i cols., 1979).

L’emulsié multiple revela una permeacié d’ECN estadisticament major que la formulacié
comercial (11,64 vs 1,88 pg/cm? en 24 h) basat en un test d' ANOVA. El flux de farmac de
la ME (0,696 pg/cm?/h) va ser x 3 més alt que els valors obtinguts per a la formulacié
comercial (0,243 pg/cm?/h), pero sense diferéncies estadistiques significatives. Altres autors
(Ge i cols., 2014) han trobat nivells alts de penetraci6é de la ECN amb pell de rates usant una
microemulsié, per exemple, 20,71 ug/cm? en 12 h i valors de flux similars, per exemple, 0,46
ug/cm?/h. En el nostre cas, aguesta major permeacié de la pell per la ME es pot atribuir a la
presencia d’excipients solubilitzants en la fase intermédia, capagos de dissoldre el farmac,
un 15% del pes total de la formulaci6. Sobre la base d'aquests resultats, es mostra que la
preséncia de Labraphac® Lipophile WL 1349 i Transcutol® P confereix tant la capacitat de
solubilitzacié com afavoreix la permeacié de I' ECN per tal de maximitzar la seva permeacié

a través de la dermis profunda en comparacié amb la formulacié comercial.

En cas de farmacs altament lipofilics, la seva aparent acumulacié en el SCR suggereix que
la regi6 de la pell hidrofila presenta la principal barrera a la permeacié (Baker i cols., 1995).
De fet, quan s'aplica topicament una formulacio, les concentracions dels farmacs imidazolics
en pell existeixen per un periode de temps llarg, i fins i tot fins alguns dies després de I'Gltima
aplicacio (Veraldi, 2013). Aix0 és clinicament rellevant per als casos on es requereix una
llarga durada de I'efecte terapéutic més enlla del temps d'aplicacio; per exemple, per prevenir
la re-infeccidé (Lademann i cols., 2012). Tot i que, els resultats dels estudis in vitro de
penetracié de les EM siguin clarament superior, s’han trobat resultats similars in vivo, amb
una taxa de penetracié major de farmac en pell. La permeacié millorada del farmac durant
24 h des del SCR fins I'epidermis permet oferir una sola administracié per dia en lloc de la
posologia actual de cada 12 h. La reduccié del nombre d’aplicacions afavoreix un millor
compliment terapeutic del pacient. A més, la residencia de la formulacié sobre la pell o la
mucosa es pot millorar mitjangant I'adhesivitat del carbomer i també les caracteristiques
reoldgiques de I'emulsié multiple, facilitant la seva aplicacié en grans arees del cos, en

contrast amb les formulacions classiques.

Tenint en compte que les manifestacions per Candida spp. van des de manifestacions

topiques superficials i/o mucoses fins a manifestacions invasives i disseminades en pacients
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immunocompromesos (Quatresooz i cols., 2008), els valors més alts de flux de permeacio
cutania en humans observada per les ME suggereix també major nivells de farmac en el lloc
d’accié a la pell promovent una millorada alliberacié d’econazol a la biofase si s'aplica el
producte localment.

En resum, el comportament reoldgic d'aquesta emulsié multiple permet una alternativa
millorada per a I'aplicacié sobre la pell o la mucosa per al tractament d’infeccions fingiques.
Una viscositat inferior i una tixotropia acceptable per aquesta emulsié aquosa afavoreixen la
seva extensibilitat. A més, la preséncia de carbomer pot millorar la seva adheréncia si
s'apliquen sobre els teixits de la mucosa. El tractament de la candiasi amb ECN requereix
una penetracié profunda per arribar a la biofase local. Els nivells baixos de farmac en pell
observats estan d'acord amb els resultats d'altres autors, i també amb el rang de les
concentracions inhibitories in vitro que es requereixen d'aquest farmac contra diferents
espécies de Candida. Aquesta emulsié mdultiple W/O/W ofereix una millorada alliberacié del
nitrat de econazol que podria ser una excel-lent alternativa a algunes cremes comercials per

al tractament de diferents patologies fungiques d’origen dérmic.
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ARTICLE II*®

“A NOVEL BIFONAZOLE MULTIPLE EMULSION FOR EPIDERMAL DELIVERY:
INFLUENCE OF POLYSORBATE 80 UPON SKIN PENETRATION”.

“Una nova emulsié multiple de Bifonazol per a I’alliberament epidérmic: Influéncia de
I’addicio de polisorbat 80 sobre la penetracio dérmica”.

Alguns dels avantatges de les emulsions multiples W1/O+1/W2 s6n la proteccié de substancies
atrapades, la seva capacitat per incorporar diferents agents actius en les diferents fases de
I'emulsio i I'alliberacié sostinguda dels seus actius (Silva-Cunha i cols., 1997). En aquest
treball, es pretén estudiar I'efecte de polisorbat 80 sobre les propietats reologiques de la ME
i la penetracié en pell del Bifonazol resultant, per millorar les propietats biofarmaceéutiques
de les formulacions en comparacié amb una dispersi6 O/W comercial de BFZ que conté

alcohol ceto-estearilic i altres tensioactius no-idnics.

BFZ és practicament insoluble en aigua (0,13 g/ml, pH 7,4, 32 °C) i escassament soluble en
etanol (Consell d'Europa, 2012; Elsayed, 2015). S'ha dissolt completament en la fase
intermédia lipofila de la ME, aixd vol dir que suposa el 17,5% del pes total (Suner i cols.,
2017b) d'acord amb Hameyer i cols. (1996) que proposen un interval de 5 a 28% (p/p) per a
la fase oliosa de la ME. Com es coneix per la literatura, la seva composici6 (per exemple,
I'index de polaritat) influeix en la mida i morfologia de les gotetes aquoses internes i les gotes
multiples (Omotosho, 1986). A més, ja que aquesta fase oliosa limita la interacci6 entre les
fases aquoses interna i externa, aixo pot influir en el patré d'alliberament del farmac en funcié
de la fase de distribucié del farmac. El component majoritari, LP, és un triacilglicerol de
cadena mitjana sintétic (C8-10) desproveit d'acids grassos lliures i mono-diglicérids, que
aconsegueix millors propietats interfacials que els olis classics, assegurant una estabilitzacié
acceptable (Sufer i cols., 2017a). Es un bon dissolvent per als ingredients farmacéutics
actius lipofils i s'associa amb una penetracié millorada del farmac. Com s'ha descrit en
diversos treballs (Devani i cols., 2004; Yang i cols., 2002), LP genera emulsions mdultiples,
ja sigui sol o en preséncia de polisorbat 80. Aquestes mescles permeten una major
solubilitzacié de models de farmacs hidrofobs. En el present treball, s'ha observat que la
preséncia de Tween® 80 no afecta de manera significativa a la mida de gota de la ME, com
es pot veure a la Fig. 2 Taula 2 de la publicaci6.

En experiments anteriors s’ha dilucidat la influéncia del polisorbat 80, com a co-emulsionant
de la fase aquosa externa. Els tensioactius polimerics en combinacié amb els emulsionants

de baix pes molecular convencionals, es consideren com emulsionants prometedors per

2 Les Taulesi Figures descrites en aquest apartat fan referéncia a elements que estan en la publicaci6 detallada en
el apartat de resultats..
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emulsions multiples (Garti, 1997). En el nostre cas, CDC és un emulsionant poliméric de
HLB baix ideal per produir I'emulsi6 inicial W1/O1 que després pot ser emulsionada amb una
fase aquosa externa gelificada mitjangant una altra combinacié de tensioactius que contenen
el emulsionant hidrofil (CMB) i polisorbat 80. A més, certs tensioactius polimérics poden
creuar les membranes de lipids per difusié passiva i interactuar amb bicapes lipidiques
(Mathot i cols., 2007) que és util per millorar la penetracié del farmac en l'estrat corni
epidérmic.

Pel que fa a l'estabilitat a llarg termini, I'analisi conductimétrica detecta possibles fuites
d'electrolits de la fase aquosa interna a la fase aquosa externa. Un augment en la
conductivitat suggereix una migracié d'electrolits com un resultat de la difusié o el trencament
de les gotetes (Tedajo i cols., 2001). A més, el fort impacte osmotic de NaCl pot causar la
destruccié de la pel-licula oliosa i per tant una inversié de fase (Tang i cols., 2012). A partir
dels nostres resultats, es pot considerar que la fraccié de NaCl alliberat de la fase interna no
és rellevant a causa dels valors de conductivitat baixos observats, preservant aixi intacte la
fase aquosa externa (Wz) durant I'envelliment del sistema (Muguet i cols., 2001)

Les caracteristiques organoléptiques i valors de pH s'han mantingut gairebé constant. Es
coneix que els valors de pH de les dues fases aquoses poden influir en el perfil d'alliberament
de farmacs ionitzables (Raab i cols., 1980; Nakhare i cols., 1995). Es sap també que I'addicid
de Tween® 80 augmenta lleugerament el pH de la ME (El-Hadidy i cols., 2012). Tenint en
compte el pKa de bifonazol (pKa= 6,29) (Shalaeva i cols., 2008) i el pH de Tween® 80 en
solucié aquosa (pH = 7) (El-Hadidy i cols., 2012), una especificacié de pH neutre per les
fases aquoses implica la preséncia al voltant d'un 50% de farmac en forma ionitzada, que
facilita tant la solubilitzaci6 i I'alliberament a la fase externa.

Les observacions per microscopia optica tenen la finalitat de buscar informacié sobre
I'estructura i I'estabilitat de la ME i confirmar I'estructura multiple com es mostra a la Fig. 1.
Canvis en la distribucié de la mida total i diametre mitja en volum durant I'estabilitat també
s’han investigat amb I'analisi de mida de particula per difractometria laser per detectar
I'eventual evolucié de les dimensions de les particules (Ursica i cols., 2005). No es detecten
variacions significatives (a= 0,05) de mida de les gotetes al llarg de I'estudi d’estabilitat.
Considerant D [v,0,9], el 90% de la W/O gotetes cauen per sota de 172,9 £ 6,3 um per
JMLPO1BO, i 168,1 + 3,4 um per JMLPO1BT. No es detecta cap efecte del Tween® 80. La
difractometria laser mesura Unicament la distribucié de les grandaries dels globuls externs.
En conseqtiencia, la fraccié de volum dispers s'estima com si el ME sigui una emulsié O/W
(Dickinson, 1991). La distribucié de la mida de particula de la formulacié comercial (Fig. 2)
és clarament bimodal: pic major es considera com la mida de les gotetes d'emulsié, (valor
mitja 59,0 £ 13,9 um), mentre que el pic més petit pot ser atribuit a cristalls de farmac en
suspensiod, també observats per microscopia optica amb llum polaritzada.
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El principal avantatge de I'analisi Optica per la técnica de dispersié multiple de llum
(Turbiscan Lab® Expert) és la deteccié prematura dels fenomens de desestabilitzacio. En el
nostre cas, es va mesurar la llum només retrodispersada a causa de l'opacitat de les
formulacions (Lemarchand i cols., 2003). Aquesta tecnica proporciona informacio cinética en
el procés que condueix a la separacié de fases, l'etapa final del trencament, ja que permet
la discriminacié entre dues classes de desestabilitzacié amb diferents efectes: la migracié
de particules (cremat, sedimentacio) que és reversible per agitacié mecanica i la variacié de
mida de particula (coalescéncia, floculacié), que és sovint irreversible (Mengual i cols.,
1999). A la Fig. 6 es mostra un exemple, on les desviacions resultants van ser menors del
10% en tota l'alcada de les mesures i prop dels valors de referéncia durant I'estudi a 24 h.

Les caracteristiques reologiques s'investiguen per avaluar el seu efecte sobre les propietats
d'aplicacio6 resultant sobre la pell i com un indicador de I'estabilitat (Grossiord i cols., 1998;
Vasiljevic i cols., 2005 ; Krishnaiah i cols., 2014). Com es mostra a la Fig. 3, es constata que
els valors de viscositat disminueixen fortament quan es sotmet la mostra a un augment de
la velocitat de cisalla de 0 a 100 s™'. Les corbes de flux mostren un marcat comportament de
flux no-newtonia i pseudoplastic. D'altra banda, les corbes de flux (Fig. 3) indiquen cert
comportament tixotropic tal com s’aprecia en els reogrames on es mostra un bucle d'histéresi
entre el tram ascendent i a sobre el descendent. Es demostra una alteracié de la
microestructura de les emulsions mltiples sota l'efecte de la velocitat de cisalla. En aquest
cas, la cisalla indueix canvis estructurals irreversibles, que podrien interpretar com un
trencament de gotes multiples sense inversié produint una disminucié de la fraccié de volum

i en consequéncia una disminucié de la viscositat (Kawashima i cols., 1991).

L’equacié matematica Cross ha resultat ser el millor descriptor per a ambdues emulsions
multiples (JMLPO1B i JMLPO1BT), el que suggereix flux pseudoplastic similars sota
cisallament i una bona extensibilitat i capacitat d'extensio en la superficie de la pell. L'equacié
de Cross ofereix un model general per als materials pseudoplastics. L'addicié de Tween® 80
ha incrementat significativament la viscositat i també la tixotropia que és una propietat
desitjada, ja que contribueix a augmentar la retencié de la formulacié en el lloc d'aplicacié
(Silva-Cunha i cols., 2012). Aquest fet, en linia amb I'efecte del carbomer, afavoreix I'ajust
de la consisténcia requerida de formulacions tixotropiques per a una aplicacié optima en
grans arees de la pell, com ha estat demostrat per alguns autors (Valenta i cols., 2004). El
comportament pseudoplastic de microemulsions que contenen Tween® 80 encara va ser
descrit per El-Hadidy i cols. (2012), i també van esmentar una disminucié en la viscositat i
tixotropia, el efecte contrari observat amb JMPLPO1BT. Pel que fa a la formulacié comercial,
la seva major viscositat disminueix més rapidament amb la velocitat de cisalla (Fig. 4),

mostrant un major efecte tixotropic.
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Alguns autors han descrit que la disminuci6 de la viscositat durant I'envelliment pot ser degut
a i) la difusi6 de molécules d'aigua des de la fase aquosa interna fins a la fase aquosa
externa, ii) la disminucié de volum de globuls en les emulsions W+/O1/W> o iii) trencament

de les gotes multiples a causa de la pressié osmotica (Tirnaksiz i cols ., 2005).

Els estudis reoldgics oscil-latoris d’escombrat d’esfor¢ de cisalla i escombrat de freqiéncia
s'utilitzen per trobar la regié viscoelastica lineal (LVR), la viscositat complexa (n *), el modul
d'emmagatzematge (G') que mesura la capacitat del sistema per emmagatzemar energia
elastica recuperable, i el modul de pérdua (G") que indica la viscositat dinamica associada
amb la pérdua de viscositat irrecuperable. Com es mostra a la Fig. 4-5i a la Taula 4 de la
publicacio, totes les formulacions van mostrar una prevalenca del comportament elastic
sobre el comportament viscés (G' > G"). Jiao i cols. (2002) van descriure les mateixes
propietats en les seves formulacions que contenen Tween® 80, remarcant la fluidesa de la
formulacid, tant per JMLP01B0 com per JMLPO1BT. Es presumeix que aquesta estructura
elastica afavoreix I'estabilitat estructural i la resisténcia a forces externes durant periodes
més llargs de temps (Korhonen i cols., 2000).

Els estudis experimentals d’alliberacioé i permeacio les quantificacions espectrofotomeétriques
i cromatografigues de BFZ s’han validat préviament amb acceptable linealitat, precisio,
exactitud i recuperaci6. Les condicions “SINK” han estat garantides durant tots els
experiments. La mida de la malla de les membranes de nylon son clarament inferior a les
mides de les gotes, de manera que es pot assegurar que els perfils observats son només a
causa de les quantitats alliberades de farmac. La determinaci6 del TEWL és un procediment
estandard per avaluar la integritat de la pell abans dels experiments. Els valors més alts de
TEWL en comparacié amb els valors estandard establerts suggereix defectes de barrera
(Klang i cols., 2013).

L’alliberacié topica de BFZ s'ha optimitzat, s’ha cercat un nivell de permeaci6é de la pell
similar i una retencié de la pell més gran que una formulacié comercial. El Bifonazol sembla
ser comparable o superior a altres derivats azolics antimicotics en el tractament de la Tinea
versicolor i les infeccions per dermatofits perd no contra la candidiasi cutania (Fromtling,
1985). Atés que, aquests fongs generalment afecten les capes queratinitzades de la pell i la
dermis (Quatresooz i cols., 2008), la retencié intradérmica de bifonazol ve a ser com un

indicador d'un lliurament eficient.

Els perfils d'alliberament del BFZ de la ME s’han descrit amb la funcié de Higuchi (arrel
quadrada), el que suggereix un procés limitat per la concentracié del farmac a saturacié i
assolint valors asimptotics després de 5 h. Es pot dir que la fase intermédia oliosa actua com
un reservori mantenint la saturacié de farmac en la fase aquosa externa, per aconseguir una
millor saturacié de farmac en pell. Pel que fa a I'eficiencia dels perfils d'alliberament, mesurat
amb la Eq. 7 tal com suggereix Khan (1975), |la velocitat d'alliberament va ser per JMLPO1BT,
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la més eficient mentre que la formulacié comercial va ser la més lenta que és directament

proporcional a I'acumulacié de nivells de farmac en pell.

Cal notar que la permeaci6 cutania ha estat aproximadament 102 vegades més baixa que
els nivells d'alliberament corresponents. Aquesta diferéncia s'explica en termes de la lipofilia
elevada dels farmacs imidazolics i la seva conseqUent baixa permeabilitat. Els valors
resultants de flux de permeacié BFZ so6n lleugerament inferiors als obtinguts per Hashiguchi
i cols. (1998) amb una suspensio lipofila BFZ a través de pell de ratoli (0,3386 g/cm?/h). En
aquest sentit Hoppel i cols. (2014) van trobar una major permeacié en pell i la penetracié de

5-fluorouracil a partir d'emulsions multiples en comparacié amb una macroemulsié O/W.

La formulacié de farmacs amb una limitada permeabilitat i solubilitat (classe 1V) planteja una
oportunitat per a una administracié topica gracies a la seva baixa absorcié sistemica. Per als
farmacs antifingics imidazolics, la funcié de barrera de la pell t¢ un paper decisiu en la
penetracio del farmac. De fet, els estudis farmacocinétics en animals i humans han confirmat
que l'administracié topica de BFZ ha estat ben tolerada (Fromtling, 1988) degut a que
I'absorcié sistémica després de l'aplicacié topica és minima (Vasiljevic i cols., 2005;
Krishnaiah i cols., 2014). En aquest sentit, la durada de l'efecte antimicotic dependra de la
extensié de la retencié en les capes exteriors de la pell (Plempel i cols., 1983). Es coneix
que els farmacs imidazdlics s’uneixen reversiblement a la queratina en relacié directa amb
la seva lipofilia (Hashiguchi i cols., 1998) i la seva eficacia pot romandre per periodes de
temps prolongats. De fet, en base a la seva eficacia clinica contra dermatdfits, es recomana
I'aplicaci6 topica de BFZ una vegada cada 24 h durant dues o tres setmanes (Quatresooz i
cols., 2008; Plempel i cols., 1983; Polak, 1984, Ritter i cols., 1987; Smpc Canesmycospor,
2015). Sembla clar que hi ha un component addicional fisicoquimic que requereix altes
concentracions de farmac per aconseguir un efecte fungicida (Beggs i cols., 1987).

Hi ha una evidencia experimental que el bifonazol penetra a la pell en un grau considerable,
mentre que només un percentatge molt baix permea a través de la pell. Els estudis de la
penetracié del farmac mostren que, fins i tot en les capes inferiors de I'epidermis, el BFZ
esta present en quantitats varies vegades més grans que les concentracions minimes
inhibitories in vitro per a dermatofits, fins i tot al llarg dels fol-licles pilosos que és la via de
penetracié preferida (Patzschke i cols.,1983). Aquesta distribucio intracutania heterogénia
del farmac observada, també, s’ha vist en pell de cobai, detectant a les 2 h al voltant de 300
Hg/g en estrat corni perd només 25 ug/g en epidermis (Sobue i cols., 2004). En el nostre
cas, I'acumulacié del farmac aconseguit amb les dues emulsions mdltiples és més gran que
els nivells obtinguts amb la crema comercial (0,4 pg/cm?). Aquests resultats suggereixen
que el farmac queda restringit a les regions lipofiles de la pell reduint drasticament la seva
permeacio a través de la dermis (Klang i cols., 2012 ;. Baker i cols., 1995) el que afavoreix

la seva activitat antifingica en el teixit epidérmic.
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Es generalment acceptat que la penetracié de farmacs aplicats per via topica esta clarament
relacionada amb el tipus de vehicle (Daniels i cols., 2007). Els nivells de retencié obtinguts
de Bifonazol, expressats de diferents maneres (Vazquez i cols., 2014) es resumeixen a la
Taula 6 (publicacié). Els nivells de penetracié de farmac a partir de la formulacié que no
conté Tween® (2,9 pug/cm?) (JMLPO1B) sén similars als que van obtenir Hashiguchi i cols.
(1998) amb suspensions de BFZ en miristat d’'isopropil (2,4 pg/cm?) en pell de ratoli, pero és
més eficient pel fet que el flux percutani i I'absorci6 sistémica en els éssers humans son

intrinsecament més baixos que en els rosegadors.

Pel que fa a la formulacié que conté polisorbat (JMLPO1BT), els nivells d'acumulacié en pell
son estadisticament més alts (16,6 pg/cm?) que els altres (Taula 6 publicacio). La formulacié
amb polisorbat 80 ha incrementat drasticament aquesta acumulacié dins de la pell. Un efecte
similar ha estat descrit per Mohammed i cols. (2014), que relaciona directament les
quantitats de farmac en I'estrat corni amb I'absorcié corresponent dels excipients en aquest
estrat. De manera similar als resultats obtinguts per Bachhav i cols. (2011) amb micel-les
d’econazol, aquest augment significatiu en la deposicié en la pell aconseguida amb les
emulsions multiples demostra la seva capacitat per millorar la biodisponibilitat cutania del

farmac. Aixo pot traduir-se en una millora de l'eficacia clinica in vivo.

Els polisorbats s6n un grup d’ésters de sorbita polioxietilenats que s’utilitzen molt com a
solubilitzants. Estan disponibles en una ampla gama de productes depenent de la
composicio d'acid gras esterificat. Per al nostre proposit, es prefereix el monooleat de sorbita
(grau 80) per aconseguir la millor interaccié amb LP en la fase oliosa i, al mateix temps,
millorar la penetracié en I'estrat corni. L'efecte de Tween® 80 sobre farmacs lipofils (log P
per sobre de 4,15) a través de les membranes i mucoses de rata esta relacionat amb un
augment en el coeficient de difusié que millora el transport de farmacs (Salimi i cols., 2016).

Pel que fa a la influéncia de Tween® 80 en la integritat de la pell, es coneix que Tween® 80
és biocompatible amb soques fungiques (Garon i cols., 2002), perd pot causar reaccions
anafilactiques (no immunoldgiques) en individus propensos, tot i que en pacients
seleccionats amb dermatitis de contacte la sensibilitzacié és bastant rara (Tosti i cols., 1990;
Coors i cols., 2005). Els resultats de la hidratacio, I'elasticitat i la TEWL amb les ME’s
suggereixen una integritat acceptable per a la pell que confirma que, en tots els casos, la
hidratacié de la pell no s’ha vist afectada pels components de la formulacié després d'una
hora d'aplicacié. Aquest impacte ha estat utilitzat per altres autors (Smits i cols., 2015) per
descriure l'efecte humectant de certs medicaments. Per exemple, la hiperhidrosi és un
indicador de la curaci6 de la pell en els tractaments antimicotics (Nielsen, 1984).

Relacionant la innocuitat de les emulsions multiples, s’han obtingut diferéncies significatives
(P <0,05) unicament en I'elasticitat (t1 - to) entre JIMLPO1BT i BFZ-CF. Aquestes diferéncies

s’han considerat com no rellevants perqué no va afectar a les variacions de la permeabilitat
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d'aigua transepidéermica, que es descriu com un indicador de la integritat de la pell (Nguyen
i cols., 2017). Tots aquests fets suggereixen un efecte no irritant del polisorbat sobre la pell.
A més, amb la seva innocuitat acceptable, el polisorbat 80 és particularment Gtil per a
solubilitzar compostos organics hidrofobs i mobilitzar-los a partir de substrats porosos
(Chengicols., 2017). S'assenyala com un interessant tensioactiu per a una formulacié topica

amb la intencié d'optimitzar I'alliberament de bifonazol a I'estrat corni epidérmic.

El Bifonazol formulat en emulsions mdultiples mostra una permeacié a través de la pell
clarament inferior i una retencié en la pell més alta en comparaci6 amb una formulacié
convencional en forma de crema. Aquest éxit es pot atribuir a la naturalesa hidrofila
d'aquesta formulacio i la preséncia de tensioactius solubilitzants en la interfase externa que
estabilitzen la fase oliosa i es dissol el farmac en una petita quantitat (17%) del pes total de
la formulaci6. Es demostra que la preséncia de polisorbat 80 (Tween 80®) millora
especialment I'acumulacié del farmac a la pell per tant el tractament de les dermatomicosis
és més eficient. Atés que la biofase d'aquest antifungic contra Tinea i Pitiriasi es troba a
I'estrat corni epidérmic, aquest efecte del polisorbat 80 afavoreix la seva preséncia en els
teixits diana infectades per dermatofitosis superficials.

L'addici6é de polisorbat 80 mostra un augment en el pH, la viscositat i viscoelasticitat, i una
disminucié de I'extensibilitat. EI comportament reoldgic de la formulacié amb polisorbat
(JMLPO1BT) permet una excel-lent alternativa per a I'aplicacié dérmica en les infeccions
fungiques de la pell. Per tant, I'emulsié multiple W/O/W amb bifonazol proposada és una
opcié preferida per lalliberacié del bifonazol i una bona alternativa a les formulacions

comercialment disponibles per al tractament de les dermatomicosis.
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CAPITOL V. CONCLUSIONS
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5.1 CONCLUSIONS

1-

Les emulsions multiples elaborades amb CLT, ECN i BFZ contenen com
excipients: 11% Triglicérids de cadena mitja (TGC) i 2% estearat de sorbita
(Span® 60) com fase oliosa, 1,5% cetil dimeticona copoliol (CDC) com emulgent
primari, i 0,7% cocamidopropilbetaina (CMB) com emulgent secundari. En el cas
de I'econazol s’ha utilitzat 2% de Transcutol® P enlloc d’estearat de sorbita.

Totes les formulacions elaborades presenten un aspecte homogeni, un pH
eudérmic i uns valors de conductivitat que estadisticament no presenten
diferéncies significatives al llarg del temps. La caracteritzacié mitjancant
microscopia Optica ha permés observar I'estructura multiple dels preparats
obtinguts, amb mida de gota aproximadament: [CLT]= 10-40 um, [ECN]= 10-200
um i [BFZ]= 10-50 pm.

La preformulacié i optimitzacié de les emulsions multiples W/O/W ha permeés
obtenir unes formulacions amb un grau alt d’encapsulacié de farmac:
[CLT]= 85,6-97,4% [ECN]= 85,3% [BFZ]= 90,6-95,8%

Els estudis reologics a 25 °C, de les formulacions seleccionades presenten un
flux no-newtonia de tipus pseudoplastic. Totes les formulacions presenten una
disminucio en els valors de viscositat quan es sotmet la mostra a velocitat de
cisalla de 0 a 100 s™'. En tots els casos I'emulsié multiple resulta ser més fluida
respecte a les referéncies comercials, fet que millora la seva aplicabilitat. En els
estudis reologics oscil-latoris les formulacions han revelat una prevalenga del
comportament elastic sobre el comportament viscés (G’ > G”) conegut com

efecte “elastic plateau”.

L’estabilitat macroscopica de les formulacions elaborades s’ha demostrat
adequada durant 6 mesos a 30 °C. A 40 °C les estabilitats han estat: [CLT]= 36
setmanes, [ECN]= 2 setmanes i [BFZ]= 10 setmanes.

Les validacions de les metodiques analitiques dels farmacs CLT, ECN i BFZ per
HPLC i per Espectrofotometria UV-Vis demostren que es disposa d'una
adequada linealitat, exactitud i precisié en els ambits de concentracions que
requereixen els estudis realitzats:
UV-Vis: [CLT]= 1,25-20,00 ug/ml  [ECN]=2,61-10,00 pg/ml
[BFZ]=2,61-10,00 pg/ml
HPLC: [CLT]=0,625-20,00 ug/ml [ECN]= 3,125-100,00 ug/mi
[BFZ]=1,56-100,00 ug/mi
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7- Els perfils d’alliberacié de les W/O/W segueixen una cinética en el cas del CLT

de tipus Michaelis-Menten; en el cas del ECN cinética d’ordre u, i en el cas del

BFZ cinetica d’arrel quadrada o Higuchi. Els valors asimptotics de I'alliberacié

s’assoleixen al cap de 4 h per ECN i 3 h per BFZ (JMLPO1BT) respectivament.

8- Retencié de Farmac en pell (quantitat retinguda en pell):

En el cas de W/O/W-ECN els valors sén estadisticament iguals als
obtinguts amb ECN-CF (15,89 pg/cm? + 15,91 pg/cm?,
respectivament).

En el cas del BFZ, els resultats amb JMLPO1BT (amb polisorbat) sé6n
estadisticament superiors a JMLP01B (sense polisorbat) i BFZ-CF
(16.60£7.09 pug/cm?; 2.87+0.36 pg/cm? i  0.38+0.07 pg/cm?
respectivament).

9- En els estudis de permeacié ex-vivo en pell humana s’observen nivells de

permeacié molt baixos, preservant, per tant, I'aparicié d’efectes sistémics:

En el cas del ECN el flux transdérmic obtingut resulta ser 3 vegades
superior als obtinguts amb la ECN-CF. Aixo permet perllongar la seva
duraci6 d’accié fins a una aplicaci6 cada 24 h a les zones
subepidéermiques que és on s’acumula Candida sp.

En el cas del BFZ, la inclusi6 de polisorbat 80 (JMLPO1BT) ha permés
reduir el flux transdérmic i alhora incrementar significativament
I'acumulacié de farmac en pell, millorant aixi I'alliberacié del farmac a les

estructures epidérmiques on s’hi troben els dermatofits.

10- Dels estudis d’eficacia antimicrobiana in vitro es pot afirmar que la incorporacio

del farmac Clotrimazol en les emulsions multiples proporciona una major eficacia

en comparacié amb el farmac lliure. En el cas de I'Econazol la EM aconsegueix

la mateixa eficacia que la ECN-CF garantint nivells de farmac iguals o superiors

ales MIC a 24 h. En el cas del Bifonazol els resultats no han estat reproduibles

per raons d’'incompatibilitat amb els excipients.
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5.1 CONCLUSIONS:

1-

Multiple emulsions were prepared containing as excipients: 11% medium chain
triglycerides (TGC) and 2% sorbitan stearate (Span® 60) as oily phase, 1,5% cetyl
dimethicone copolyol (CDC) as primary emulsifier and 0,7% cocamidopropy! betaine
(CMB) as secondary emulsifier. In the case of econazole 2% Transcutol® P instead
of sorbitan stearate (Span® 60) was used.

All formulations prepared have a homogeneous aspect, eudermic pH and
conductivity values no statistically significant differences over time. The
characterization by optical microscopy allowed to observe the multiple structure of
the preparations obtained, with droplet size approximately [CLT] = 10-40 um [ECN]
=10-200 um and [BFZ] = 10-50 um.

Preformulation and optimization of multiple emulsion W/O/W formulations with a high
levels of drug encapsulation have been obtained:
[CLT]= 85,6-97,4% [ECN]= 85,3% [BFZ]=90,6-95,8%

The rheological studies at 25 °C demonstrate that the flow curves have marked non-
Newtonian pseudoplastic shear-thinning flow behaviour. All formulations showed a
decrease in viscosity with increasing shear rate from 0 to 100 s™'. In all cases, the
multiple emulsion proves to be more fluid with respect to the commercial references,
which improves its applicability. In rheological oscillatory studies, formulations have
revealed a prevalence of elastic behaviour versus viscous behavior (G '>G") effect
known as "elastic plateau."

The macroscopic stability of formulations developed has proved suitable for 6 months
at 30 °C. At 40 °C the stabilities were:
[CLT] = 36 weeks [ECN] = 2 weeks [BFZ] = 10 weeks.

The methodical analytical validation of drug CLT, ECN and BFZ by HPLC and UV-
Vis spectrophotometry show that there is an adequate linearity, accuracy and
precision in the ranges of concentrations that the studies require:
UV-Vis: [CLT] = 1.25 t0 20.00 pg/ml [ECN] = 2.61 to 10.00 pg/ml

[BFZ] = 2.61 to 10.00 pg/ml
HPLC: [CLT]=0.625to0 20.00 pg/ml [ECN] = 3.125 to 100.00 pg/ml

[BFZ] = 1.56 to 100.00 pg/mi
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7- The profiles follow a release kinetics of Michaelis-Menten-type in the case of CLT; in

the case of ECN first order kinetics, and in the case of BFZ, square root kinetics or

Higuchi. The asymptotic values of the release are achieved after 4 h for ECN and 3

h for BFZ respectively.

8- Skin penetration Drug (amount retained in skin):

In the case of the formulation with ECN values are statistically equal to those
obtained with ECN-CF and in the range of 15,89 ug/cm? and 15,91 pg/cm?,
respectively.

In the case of BFZ, the results for JMLPO1BT are statistically higher than
those for JIMLP01B and BFZ-CF (16.60 * 7.09 pg/cm?; 2.87 + 0.36 pg/cm? i
0.38 +0.07 ug/cm? respectively).

9- The ex-vivo permeation studies on human skin showed very low levels of permeation,

preserving thus the appearance of systemic effects.

In the case of ECN, the transdermal flow obtained turns out to be three times
higher than that obtained with the ECN-CF. This allows to prolong its duration
of action up to 24 hours for each application in subepidermis areas where
Candida sp accumulates.

In the case of BFZ, the incorporation of polysorbate 80 (JMLPO1BT) allowed
to significantly increase the accumulation of drug in skin (10 times more than
BFZ-CR) and simultaneously reduce the transdermal flux, thus improving the
release of the drug to the epidermal structures where there are the
dermatophytes.

10- From the antimicrobial efficacy studies in vitro can conclude that the incorporation of

CLT in the multiple emulsion provides greater efficacy compared to the free drug. In

the case of ECN reaches the same efficacy than the ECN-CF effectively

guaranteeing drug levels greater than or equal to the MIC in 24 hours. In the case of

BFN the results were not reproducible on grounds of incompatibility with the

excipients.
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