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1. INTRODUCCIO

1.1. NANO-EMULSIONS

1.1.1. Definicio i propietats

Les nano-emulsions (Figura 1.1) son sistemes heterogenis constituits per dos liquids
immiscibles entre si, un dels quals (fase interna, dispersa o discontinua) es troba dispers
en l’altre (fase externa, dispersant o continua) en forma de gotes molt petites de mida
compresa entre 20 i 200 nm estabilitzades per la preséncia d’un o més components
tensioactius (Solans, 2003, 2005). Quan la fase externa esta constituida per aigua
s’anomenen nano-emulsions d’oli en aigua (O/W) mentre que si aquesta esta formada
per oli s’anomenen nano-emulsions del tipus aigua en oli (W/O). La formacié d’aquests
sistemes implica un increment extraordinari de 1’area interficial i aixo fa que sigui un
procés energéticament desfavorable. Per tant, son sistemes termodinamicament
inestables 1 requereixen I’aplicacid d’energia per a la seva formacio. Aparentment, sén
transparents o translucides, presenten homogeneitat macroscopica i isotropia Optica i
poden tenir una elevada estabilitat cinetica. En ser sistemes en no equilibri, les seves
propietats son dependents del meétode de preparacid (Solans, 2003, 2005).

D’acord amb aquestes caracteristiques, les nano-emulsions posseeixen una mida de gota

suficientment petita com per no presentar el fenomen de sedimentacio o cremat.

3 ru‘leﬁ'

Figura 1.1: Aspecte visual de les nano-emulsions
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La denominaci6 nano-emulsio no ha estat introduida fins els darrers anys per a designar
aquest tipus de composicions 1 a la literatura cientifica han rebut diferents noms, com
miniemulsions (Ugelstad, 1973; El-Aasser i Miller, 1984; Mifana-Pérez 1999;
Lansfester, 2001), emulsions submicrometriques (Benita 1 Levi, 1993; Snitzowska,

2001) i emulsions ultrafines (Nakajima, 1993, 1997)

Tot 1 que el nom de nano-emulsié indueix a associar-les amb les microemulsions,
existeixen diferéncies importants entre ambdues dispersions.

- Les microemulsions tenen formacié espontania en posar en contacte els seus
components mentre que les nano-emulsions requereixen 1’aplicacié d’energia ja
sigui térmica o mecanica, ja que son sistemes termodinamicament inestables.

- Les nano-emulsions presenten sempre discontinuitat microscopica mentre que les
fases que constitueixen la microemulsio poden ser continues.

- Quan es sotmeten a un seguit de cicles de congelacid 1 escalfament les
microemulsions es diferencien de les nano-emulsions en la capacitat de recuperar
el seu estat inicial quan es retorna a les condicions inicials mentre que les nano-
emulsiones experimenten un procés irreversible de separacié de fases.

- Les microemulsions requereixen normalment concentracions més elevades de

tensioactiu que les nano-emulsions per a la seva formacio.

Malgrat aquestes diferéncies les microemulsions i1 les nano-emulsions, presenten
isotropia Optica, sOn transparents o translicides i el rang de mida de gota és semblant per

ambdues dispersions col-loidals.

1.1.2. Formacio de nano-emulsions

La formaciéo de nano-emulsions €s un procés complex que implica la generacid i
estabilitzacio de noves interficies oli-aigua. En aquest sentit, la presencia de components
tensioactius juga un paper clau ja que al ser molecules amfifiliques disminueixen la
tensid interficial promovent la formacié de noves gotes i estabilitzant-les enfront els
fenomens de coalescéncia (Walstra, 1996; Malmsten, 2002). Durant el procés

d’emulsificaciod, les molecules tensioactives generen un gradient de tensio interficial que
, g g q

ve determinat per Delasticitat “dilacional” o elasticitat de Gibbs (€) i que depén de la
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tensid interficial (y) 1 de I’area interficial (A) tal com s’expressa a la segiient equacid

(Walstra i Smulders, 1998; Tadros, 2009):

dy
d(In A)

D’acord amb el gradient de tensio interficial, les molecules de tensioactiu tendiran a
difondre cap a aquelles regions on la tensi6 interficial és més elevada generant-se un flux
que comporta un desplagament de part del liquid contingut en la fase dispersa. Aquest
fenomen es coneix amb el nom d’efecte Marangoni 1 és especialment important ja que
explicaria la formacid de noves gotes de la fase interna. Per altra banda, I’efecte
Marangoni també estaria implicat en els processos d’estabilitzacid que eviten que
s’esdevinguin fenomens de coalescéncia durant I’emulsificacio (Walstra i Smulders,
1998; Tadros, 2009).

Com ja s’ha esmentat anteriorment, les emulsions son sistemes termodinamicament
inestables 1 per tant, la seva formacid requereix ’aplicacié d’energia. Aquesta energia
pot provenir de fonts externes o bé de 1’energia quimica emmagatzemada en el sistema.
Considerant la font d’energia, els metodes de preparacid6 d’emulsions es poden
classificar en metodes de dispersio o alta energia (I’energia prové de fonts externes) i
metodes de condensacio o de baixa energia (s’ aprofita I’energia interna del sistema per a
la formacio de les gotes de 1’emulsid) (Anton, 2008).

Altres aspectes importants a considerar en la formacié de nano-emulsions son 1’ordre i
velocitat d’incorporacid dels components aixi com també la velocitat d’homogeneitzacio

1 la temperatura de formacio.
1.1.2.1. Métodes d’alta energia o de dispersio

Es caracteritzen per requerir 1’aplicacio d’una energia mecanica de cisalla. Per a preparar
nano-emulsions pels meétodes d’emulsificacio d’alta energia s’utilitzen agitadors
d’elevada velocitat, ultrasons i homogeneitzadors d’alta pressié (Walstra, 1996; Anton,
2008).

El mecanisme de formacié de nano-emulsions mitjangant ultrasons es basa en 1’aplicacio
de diferents cicles de depressido-compressié que generen bombolles de cavitacid, les
quals tendeixen a implosionar alliberant la suficient energia com per a que pugui
incrementar-se 1’area interficial (Anton, 2008). Per mitja de 1’aplicacio d’ultrasons s’han

descrit nano-emulsions amb una mida de gota compresa entre 40 1 300 nm (Abismail,
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1999; Antonietti i Landfester, 2002; Kentish, 2007; Gaudin i1 Sintes-Zydowicz, 2008;
Leong, 2009).

Els homogeneitzadors d’alta pressid son els equips més utilitzats per a la preparaci6 de
nano-emulsions a escala industrial. En aquests equips, la formacié de les gotes de nano-
emulsio s’esdevé com a conseqiiencia del pas d’una emulsid préviament formada a
través d’uns microcanals quan s’aplica una elevada pressio. En els microcanals, els
fluids s’acceleren dramaticament creant-se zones de turbuléncia que trenquen la fase

dispersa en gotes de mida petita i uniforme (Anton, 2008).

En aquests processos, durant 1’emulsificacié es pot produir deformaci6 i trencament de
les gotes inicials de I’emulsio, adsorcid de les molecules de tensioactiu a les interficies 1
fenomens de col'lisid entre les gotes que afavoreixen la formacio de gotes dins del rang
nanometric (Anton, 2008). Per a que es produeixi un trencament de les gotes d’una
emulsié es requereix 1’aplicacid d’una for¢a de deformacid superior a la pressio de

Laplace que actua impedint la deformacié de les gotes.
P = y[ Anhy+ 1/ rz)]

on Pp és la pressid de Laplace (diferéncia de pressio entre I’interior i 1’exterior de la
gota), v és la tensié interficial i ' i r* el radi de curvatura més petit i més gran
respectivament per a una gota d’emulsio deformada (Walstra i Smulders, 1998; Tadros,
2009).

D’acord amb aquest equacid com més petita sigui la mida de gota del sistema, s haura
d’aplicar més energia per a la seva formacid o incrementar la concentracid de tensioactiu
per tal de disminuir la tensid interficial. Per tant, les nano-emulsions, per les seves
caracteristiques, requeriran 1’aplicacid de molta energia per a la seva formacio encarint
molt tot el procés d’obtencid. Per aquest motiu els metodes de condensacid que es basen
en la utilitzacid de les propietats fisicoquimiques dels sistemes son una alternativa util ja
que es poden preparar nano-emulsions quasi espontaniament (Lee 1 Tadros, 1982; Rang 1
Miller, 1999; Forgiarini, 2001; Izquierdo 2002; Morales, 2003; Uson 2004; Sadurni,
2005).

1.1.2.2. Métodes de baixa energia o de condensacio

Els metodes de baixa energia consisteixen en I’aprofitament de les transicions de fases

que es produeixen durant el procés d’emulsificacio utilitzant I’energia quimica procedent
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dels diferents components (Shinoda 1 Saito, 1968; Nakajima, 1997). Aquesta energia
quimica pot provenir dels canvis de curvatura espontania de la pel-licula de tensioactiu 1
de canvis en les forces d’enllac entre ions 1 molecules entre d’altres. Per tant, mitjangant
modificacions de la temperatura i/o de la composicié del sistema s’esdevindria aquesta
transicidé de fases 1 en conseqiiencia podrien formar-se nano-emulsions. De fet,
existeixen dos metodes d’emulsificacié de baixa energia: canvi de composicié a
temperatura constant i canvi de temperatura a composicié constant. Ambdds metodes

requereixen el coneixement del comportament fasic del sistema.

Emulsificacio per canvi de composicio a temperatura constant

Aquest metode implica I’estudi previ del comportament fasic del sistema a temperatura
constant. Tal com s’observa al diagrama de fases de la Fig 1.2, per a sistemes model del
tipus aigua/ tensioactiu/ component olios (veure Fig.1.2) les composicions amb elevats
continguts d’aigua o d’oli, per a concentracions baixes de tensioactiu, correspondrien a
solucions micel-lars o microemulsions directes i inverses respectivament, capaces de
solubilitzar petites quantitats del component de naturalesa oposada (aigua o oli).
Aquestes estructures es formen com a conseqiiéncia de la capacitat d’autoagregacio de
les molecules de tensioactiu. A mesura que s’incrementa la concentracio de tensioactiu,
les micel‘les, en principi esfeériques, poden adoptar una estructura de tipus cilindric ja
sigui directa (el solvent polar constitueix la fase externa i les molécules de tensioactiu
presenten una curvatura positiva) o inversa (el solvent apolar forma la fase continua i la
curvatura ¢s negativa)(Rosevear, 1968; Holmerg, 2003).

Quan les concentracions d’aigua i oli s’equiparen, poden apareixer estructures
bicontinues constituides per bicapes planes de molécules de tensioactiu de curvatura
zero que separen els dominis aquosos dels oliosos (microemulsié bicontinua, cristall
liquid laminar). En aquesta zona del diagrama ternari I’addici6 d’ aigua o oli provoca la
curvatura positiva o negativa de les molecules de tensioactiu donant lloc respectivament
a la formacio d’estructura directes o inverses.

A concentracions elevades de tensioactiu, les estructures micel-lars interaccionen entre
elles, formant-se en aquestes regions cristalls liquids. Per a concentracions elevades de
tensioactiu i quantitats equivalents d’aigua i oli es poden formar estructures de cristall
liquid laminar. Els cristalls liquids laminars estan constituits per bicapes de tensioactiu
alternades amb capes d’aigua disposant-se la fase oliosa en el domini apolar format per

les molecules de tensioactiu. Presenten una consisténcia semi-liquida i son lleugerament
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translucids 1 Opticament anisotrops. Es poden identificar facilment mitjangant
microscopia optica amb llum polaritzada observant-se una estructura en forma de mosaic
o xarxa plana i per espectrofotometria de dispersié de raigs X (Rosevear, 1968;
Holmerg, 2003).

En addicionar aigua o oli a aquestes composicions es pot formar una estructura
tridimensional que limita notablement el moviment produint un augment considerable de
la viscositat que rep el nom de cristall liquid cubic. Els cristalls liquids cubics son
transparents 1 isotrops 1 unicament es poden identificar per raigs X (Holmerg, 2003).

Si es continua incorporant aigua o oli es poden formar estructures directes o inverses
conegudes com cristalls liquids hexagonals on les moleécules de tensioactiu es disposen
en agregats cilindrics orientats hexagonalment en el medi continu. Confereixen
viscositat 1 son transparents i anisotrops. En ser observats per microscopia Optica amb
llum polaritzada s’identifiquen per I’estructura en forma angular que presenten

(Rosevear, 1968; Holmerg, 2003).

Tensioactiu
S

¢

X

Hexagonal

)6

Micel-les cilindriques Micel-les reverses cilindriques

Domini de microemulsié

Micel-les reverses
esfériques

Micel-les
esfériques

Fig 1.2: Comportament fasic a temperatura constant d’un sistema model de tipus aigua/tensioactiu
no ionic/ component olios.
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El procés de formacio de nano-emulsions a partir de les transicions de fases que tenen
lloc durant el procés d’emulsificaci6 mantenint la temperatura constant ha estat
ampliament estudiat (Sagitani, 1981, 1991; Rang i Miller, 1999; Forgiarini, 2001; Uson,
2003; Sadurni, 2005; Liu, 2006; Pey, 2006; Sole, 2006; Porras, 2008; Yang, 2009).
Mitjangant aquest metode s’ha descrit tant la formacid de nano-emulsions de fase
externa aquosa (Forgiarini, 2001; Sadurni, 2005; Liu, 2006) com de fase externa oliosa
(Uson, 2003; Porras, 2008) amb un diametre de gota inferior als 200 nm en sistemes
aigua/tensioactiu no idonic/component olids. Sole et al. (2006) van estudiar la formacid
de nano-emulsions O/W en sistemes amb tensioactius i0nics i van obtenir composicions
amb un diametre de gota de I’ordre dels 20 nm, valor molt més petit que el de la
corresponent mida de gota quan les mescles es preparaven per metodes d’alta energia.
En tots aquests estudis, les composicions es van formar a partir de 1’addicio successiva
del component aquods o olids a les mescles binaries oli/tensioactiu o aigua/tensioactiu
respectivament. En els estudis més recents (Forgiarini, 2001; Uson, 2003; Sadurni, 2005;
Sole, 2006) es va trobar que durant el procés d’emulsificaci6 és d’especial importancia
que s’esdevinguin canvis en la curvatura natural del tensioactiu per a obtenir emulsions
amb una mida de gota molt petita i uniforme. En aquests treballs la formacid
d’estructures de cristall liquid laminar, estructures bicontinues de microemulsié o
estructures de cristall liquid ctbic durant el procés d’emulsificacio ha estat rellevant per

a aconseguir la formacié de nano-emulsions amb una petit diametre de gota.

Emulsificacio per canvi de temperatura a composicio constant

Aquest metode es coneix com a metode PIT (Phase Inversion Temperature) i va ser
introduit per Shinoda i Saito (1968). Es basa en els canvis de solubilitat que presenten
els tensioactius no i0nics polioxietilenats en modificar la temperatura.

En sistemes aigua/tensioactiu no i0nic etoxilat/component olids, a temperatures baixes,
les molecules de tensioactiu son solubles en medi aquds i presenten curvatura positiva
donant lloc a solucions micel‘lars directes o microemulsions O/W que poden coexistir
amb un excés d’oli. A mesura que s’incrementa la temperatura, les cadenes de
poliexietile es comencen a deshidratar i per a un determinat valor s’assoleix el balang
hidrofil-lipofil i el tensioactiu és tan soluble en aigua com en la fase apolar, formant-se
estructures bicontinues (curvatura de la molécula de tensioactiu molt propera a zero) que

poden coexistir amb un excés de fase aquosa o oliosa. Aquest valor de temperatura rep el
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nom de temperatura d’inversi6 de fases o temperatura HLB o PIT (Phase Inversion
Temperature) (Shinoda 1 Saito, 1968, Shinoda 1 Kunieda, 1973; Kunieda i Shinoda,
1985) i es caracteritza perque les propietats hidrofiliques 1 lipofiliques del tensioactiu
estan equilibrades. La temperatura HLB ¢€s una propietat que depen de la composicio del
sistema. Si es sobrepassa aquesta temperatura HLB, el tensioactiu és més soluble en la
fase oliosa, la curvatura espontania esdevé negativa i es formen solucions micel-lars
inverses o microemulsions W/O que coexisteixen amb un excés d’aigua.

El metode PIT es beneficia dels valors proxims a zero de la tensid interficial entre
I’aigua 1 I’oli que s’assoleixen a la temperatura HLB (Shinoda, 1981; Kunieda i Shinoda,
1985; Bourrel 1 Schechter, 1988) 1 afavoreix I’emulsificacié aplicant baixa energia (es
refreden o s’escalfen a 25-30°C emulsions preparades a la temperatura HLB) per a
obtenir estructures O/W o W/O amb una mida de gota molt petita i index de
polidispersio baixos (Marszall, 1987; Forster, 1995).

En els altims anys, diversos autors han descrit la formacié de nano-emulsions O/W amb
una mida de gota molt petita (< 80 nm) mitjancant el meétode PIT (Morales, 2003;
Izquierdo, 2004, Anton, 2007; Lin Ee, 2008).

En els estudis de Morales et al. (2003) es va aconseguir la formacié de nano-emulsions
O/W amb un diametre de gota de 40 nm en el sistema aigua/C16E6/0li mineral. En
aquest treball es va observar que, per tal d’obtenir un minim diametre de gota, el
component olios i el tensioactiu havien d’estar solubilitzats en una fase de microemulsié
abans de refredar el sistema a 40°C per sota de la temperatura HLB.

Izquierdo et al. (2004) van obtenir nano-emulsions amb una mida compresa entre 29 1 80
nm per a composicions amb un 20% en pes de component olids i1 concentracions de
tensioactiu entre el 3% 1 el 7% del sistema aigua/ C12E4/ isohexadeca. L’obtencid de
nano-emulsions amb el menor diametre possible requeria la formaci6 prévia d’una fase

de microemulsio bicontinua o bé de fases de microemulsio i cristall liquid laminar.

1.1.3. Mecanismes de desestabilitzacio de les nano-emulsions

Les nano-emulsions malgrat que poden presentar una elevada estabilitat cinctica sén
sistemes termodinamicament inestables que tendeixen a separar-se en fases. A la Fig. 1.3
es troben representats els mecanismes de desestabilitzacio de les emulsions
(sedimentacié o cremat, maduracié d’Ostwald, floculacio i coalescencia). En les nano-

emulsions, el principal mecanisme pel qual les gotes de la fase dispersa es
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desestabilitzen és la maduracié d’Ostwald (Taylor 1 Ottewill, 1994; Katsumoto, 2000;
Izquierdo, 2002; Tadros, 2004). El procés de coalesceéncia també tindria una certa
rellevancia entre els mecanismes que indueixen a la inestabilitat de les nano-emulsions
tot 1 que pot prevenir-se mitjangant la incorporacié d’elevades concentracions de
tensioactiu (veure capitol 1.1.3.1). Aquests dos processos no sén excloents i podrien
esdevenir-se conjuntament (Urbina-Villalba, 2009). Pel que fa a la sedimentacio i a la

floculaci6 practicament no influirien en 1’estabilitat d’aquestes composicions.

Emulsi6 inicial

Sedimentacié

inversa o cremat \ ‘/A/

e F M @ e ®
3 ™ 3 &

Separacio de fases

Fig. 1.3: Mecanismes d’inestabilitat de les emulsions. La sedimentacio o cremat i la floculacio son
processos reversibles ,mentre que la maduracié d’Ostwald i la coalescéncia corresponen a mecanismes
irreversibles.

El procés de sedimentacié o cremat es produeix com a conseqiiencia de les diferéncies
entre la densitat de la fase dispersa i de la fase continua 1 es manifesta amb una migracio
de les gotes induida per 1’acci6 de la gravetat (Binks, 1998; Tadros, 2009). En les nano-
emulsions, el moviment brownia manté les gotes en continu moviment de tal manera que
la velocitat de difusio és superior a la velocitat de cremat i per tant, no es produiria
sedimentacio de les gotes.

La floculacid consisteix en I’agregacid de les gotes sense que tingui lloc el trencament
de la pellicula interficial (Verwey i Overweek, 1948; Binks, 1998). Si les forces
d’interaccid entre les gotes (forces de tipus Van der Waals) son suficientment elevades

aquest procés pot arribar a ser practicament irreversible. A diferéncia del que podria
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succeir en les emulsions convencionals (McClements, 1994), en les nano-emulsions
estabilitzades amb tensioactius no ionics, quan el diametre de gota es suficientment petit
com per a minimitzar les forces d’atracci6 de Van der Waals i s’incorpora una
concentracio prou elevada de tensioactiu capa¢ de formar una pel-licula interficial amb
un cert grau d’espessor al voltant de les gotes (Gennes, 1987), dificilment podra

desencadenar-se un procés de floculacid (Solans, 2003).

1.1.3.1. Coalescéncia

La coalescéncia consisteix en la fusid de dues o més gotes de la fase dispersa per a
formar una unica gota d’una mida superior en trencar-se la pellicula interficial de
tensioactiu. Es un procés irreversible que es produeix en collisionar les interficies entre
si quan la distancia entre les gotes esdevé més petita que el seu radi, iniciant-se aixi la
seva deformacio (Walstra, 1996; Deminiere, 1998). D’acord amb la teoria de Kabalnov-
Wennerstrom (Kabalnov, 1998) la coalescéncia podria explicar-se per la preséncia de
fluctuacions térmiques que podrien generar un petit trencament en la pel-licula interficial
que separa les gotes. Si aquest trencament progressa al llarg de la interficie, es produira
la fusié de les gotes 1 per tant la coalesceéncia. Aquest model assumeix que préviament a
la coalescencia ha de produir-se floculacio en les gotes deformables.

Diversos autors (Taylor i Ottewill, 1994; Rang i Miller, 1999) han posat de manifest que
les nano-emulsions poden ser estables enfront la coalescéncia quan s’incorpora en el
sistema la concentracid de tensioactiu necessaria per a formar estructures de cristall
liquid que podrien adsorbir-se a la interficie de les gotes recobrint-les amb una pel-licula
multilaminar. En els estudis de Sing et al. (1999) es va observar que la velocitat de
coalescencia disminuia considerablement quan s’empraven tensioactius amb un elevat
pes molecular. Katsumoto et al. (2000) van postular que les gotes de nano-emulsio
podien considerar-se com a esferes rigides i per tant serien dificilment deformables. Una
densa capa de tensioactiu adsorbit a la interficie actuaria impedint la deformacio6 evitant
que es produissin alteracions en la pel-licula interficial 1 aixi es podria prevenir la

coalescencia.
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En emulsions concentrades, la coalesceéncia es pot explicar per 1’equacid descrita per

Deminiere (1998):
1/r'=1/ry’-87/3 .ot

on r ¢s el radi de les gotes, 1o el radi a t=0, ¢ és el temps 1 w ¢és la freqliencia de
trencament de la pel-licula interficial per unitat d’area. D’acord amb aquesta equacid es

pot predir una relacié lineal entre 1/ i el temps.
1.1.3.2. Maduracio d’Ostwald

La maduracié d’Ostwald és un procés irreversible que es produeix com a conseqiiencia
de la diferéncia de solubilitat induida per la diversificacié de la mida de les gotes
presents en I’emulsid. En particules esfériques, d’acord amb I’equacié de Kelvin, la
solubilitat és inversament proporcional a la mida degut a la variacio en la pressid de

Laplace (pressi6 dins de les gotes de I’emulsié) (Tadros, 2004).
C(r)= C(o0) exp| 2V
()= C(eo) exp| =
on C(r) €s la solubilitat de la fase dispersa en una gota de radi r, C(0) la solubilitat de la

fase dispersa en la fase externa ,Vm ¢és el volum molar de la fase dispersa, y la tensid

interficial, R la constant dels gasos 1 T la temperatura absoluta.

En existir gotes de diferent mida es produeix una diferéncia de pressid a nivell de la fase
dispersa, que comporta la dissolucié de les gotes més petites 1 la difusié del seu
contingut cap a aquelles més grans. Aquest fet es manifesta en un increment de la mida
de les gotes (Tadros, 2004). La velocitat d’Ostwald sera més elevada com més gran sigui

la diferéncia entre els diametres de les gotes tal com s’expressa a la segiient equacio

(Tadros, 2004):
RT C(r)) 1 1
In =2y |—/——-—
Vm C(r) I )

on, r; i r; corresponen al radi de dues gotes essent 1) inferior a r».

El procés de maduracié d’Ostwald es pot ser explicat pel model proposat per Lifshitz,
Slyozov (Lifshitz i Slyozov, 1961) i Wagner (Wagner, 1962) en el qual s’assumeix que

les gotes son esfeériques, la distancia de separacio6 de les gotes €s superior al seu radi i la
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cin¢tica ve determinada per la difusio constant de la fase dispersa en la fase externa. En
aquesta ultima premissa, en les nano-emulsions, s’ha de tenir en consideracid el
moviment Brownia ja que comportaria una difusié convectiva i en conseqiiencia la
velocitat de difusidé s’acceleraria (Solans, 2003). Aquest parametre també podria
modificar-se per la coexisténcia de gotes de nano-emulsido amb gotes de microemulsid
(Taisne 1 Cabane, 1998) o d’agregats tensioactius (Kabalnov, 1994; Taylor, 1995) que
afavoririen la difusié des de les gotes més petites cap a les gotes més grans. Malgrat
aquestes consideracions, en diversos estudis s’ha posat de manifest que Ila
desestabilitzacio de les nano-emulsions es produeix principalment per un mecanisme de
maduracid d’Ostwald (Katsumoto, 2000; Izquierdo, 2002; Liu, 2006; Yang, 2009).

D’acord amb el model proposat per Lifshitz, Slyozov (1961) i Wagner (Wagner, 1962),

la velocitat de maduracid d’Ostwald es pot determinar a partir de la segiient expressio:

o= dr'/dt=8 C (©)y.V,. DOp.R.T

essent p la densitat de la fase dispersa, ¢ el temps 1 D el coeficient de difusié. D’acord
amb aquesta equacié es considera que existeix una relacio lineal entre el 1 i el temps.
Una de les estrategies més utilitzades per a minimitzar el procés de maduracid
d’Ostwald consisteix en la incorporacié en el sistema d’un component amb una
solubilitat en la fase continua considerablement inferior a la del component olids. La
disminucié de la velocitat d’Ostwald es podria explicar de la segiient manera:
Inicialment, unicament el component olids difon des de les gotes més petites cap a les
gotes de mida superior degut a que el potencial quimic és més gran en les gotes de
menor diametre. Gradualment, el potencial quimic en les gotes més grans va augmentant
degut a la preséncia conjunta del component menys soluble (mondmer, polimer...) i de
I’oli, per tant, arriba un moment en que aquest ultim ja no difon. Quan s’assoleix
I’equilibri, el factor limitant és la difusié del component amb baixa solubilitat que s’ha
incorporat a les mescles (Higuchi i Misra, 1962; Antonietti i Landfester, 2002; Anton,
2008).

Un altre aspecte a considerar és I’estructura i la densitat de la pel-licula interficial, ja que
els tensioactius (principalment de tipus polimeric) poden generar un fort impediment
estéric en la interficie de les gotes que podria alentir el procés de difusié (Yotsuyanagi,

1973).
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1.1.4. Aplicacions de les nano-emulsions

Les nano-emulsions per la seva transparéncia oOptica, el seu petit diametre de gota, la
possibilitat de formar-se a baixes concentracions de tensioactiu (en relacié a les
microemulsions), ’elevada estabilitat cinetica 1 la possibilitat de controlar la mida de

gota, presenten importants aplicacions en la industria quimica, cosmetica i farmaceéutica.
1.1.4.1. Aplicacions farmaceutiques de les nano-emulsions

Des del punt de vista farmaceutic, les nano-emulsions es poden utilitzar com a sistemes
d’alliberacié controlada de farmacs per diferents vies d’administracio: parenteral, oral,
nasal, oftalmica, cutania i transdérmica. La solubilitzacié de principis actius en les gotes
de nano-emulsid presenta els segiients avantatges: estabilitzacid de principis actius
susceptibles de ser hidrolitzats 1 disminucio de la toxicitat i dels efectes adversos ja que
les nano-emulsions permeten una alliberacié controlada del farmac i vectoritzacid
selectiva cap al lloc d’accié (Buszello i Miiller, 2000). En els darrers anys, s’estan
desenvolupat nombrosos estudis amb resultats prometedors en els quals s’empren les
nano-emulsions com a vectors no virals per a I’alliberacié de farmacs antiretrovirals
(Vyas, 2008), vacunes (Bielinska, 2007; Huang, 2009) i plasmids (Trimaille, 2003;
Kwon, 2008; Liu i Yu, 2010). Altres avengos rellevants en aquest camp consisteixen en
la formulaci6 de nano-emulsions magneétiques (Primo, 2007a, 2007b, 2008) per al

tractament del cancer de pell.
* Administracio per via parenteral

L’administracio per via parenteral pot ser intravenosa, intramuscular i subcutania. Les
composicions que s’administren per aquesta via han de complir els segiients
requeriments: han de ser esterils, isotoniques, apirogenes, no toxiques, biodegradables,
estables 1 amb un diametre de gota inferior a 1um (Benita 1 Levy, 1993). En aquest
sentit, les nano-emulsions son sistemes especialment importants ja que es pot aconseguir
la formacié de gotes de petit diametre amb una estreta distribucié de mides (la preseéncia
de gotes amb una mida superior a 5 um podria ocasionar embolia (Wretlind, 1964)).

Les nano-emulsions que s’administren per via parenteral s’empren com a nutricions

parenterals i com a sistemes d’alliberacid controlada de farmacs i de vectoritzacio de
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principis actius cap a un determinat Organ o teixit diana (Klang i Benita, 1998,
Tamilvanan, 2004).

Entre els excipients que s’utilitzen habitualment per a la preparacié de nano-emulsions
destinades a I’administracio parenteral aprovats per la FDA cal destacar les lecitines, els
poloxamers, el Tween 80 1 el Cremophor EL com a components tensioactius i els olis
vegetals (oli de soja, oli d’oliva i oli de rici entre d’altres) 1 triglicerids de cadena mitja
com a components oliosos (Strickley, 2006).

La influéncia del component olids i dels tensioactius en el diametre de gota de les nano-
emulsions ha estat ampliament estudiada. En aquest sentit, les formulacions amb
fosfolipids com a component tensioactiu sén d’especial interés degut a la seva bona
biocompatibilitat. Jumaa i Miiller (1998) van aconseguir la formacidé de nano-emulsions
amb un diametre de gota compres entre 130 1 140 nm i una estabilitat superior a 9 mesos
emprant una concentracié de component oliés (mescla d’oli de rici i oli de soja o
triglicerids de cadena mitja) del 20% en pes. Per a majors concentracions d’oli (30% en
pes), corresponent a la mescla oli de rici 1 triglicerids de cadena mitja en proporcio 1:1
en pes, la mida de gota era depenent de la pressié d’homogeneitzacio.

En els estudis de Kan et al. (1999) s’ha descrit la formacié de nano-emulsions amb un
petit diametre de gota entre 80 1 120 nm en sistemes amb Tween 80 i fosfatidilcolina
d’ou com a components tensioactius amb una estabilitat superior als 3 mesos.

Shi et al. (2009) van obtenir nano-emulsions estables durant un periode de 12 mesos
amb una mida de gota al voltant dels 150 nm utilitzant lecitina d’ou, Tween 80 i
poloxamer com a tensioactius 1 una mescla de triglicerids de cadena mitja i llarga com a
component o0lios.

En els darrers anys, els sistemes amb tocoferols i tocotriols (principalment el D-a-
tocoferol (vitamina E)) s’han revelat com a una important alternativa a la utilitzacio
d’olis vegetals per la seva bona compatibilitat 1 elevada capacitat de solubilitzacio de

principis actius amb una elevada lipofilia (Constantinides, 2004; 2006; 2008).

En les nano-emulsions destinades a I’administracio parenteral es poden incorporar una
gran varietat de farmacs. Els avengos més rellevants s’han aconseguit amb el praclitaxel,
un agent antineoplasic amb una baixa solubilitat en aigua que requereix ser administrat
per via intravenosa. SONUS Pharmaceuticals ha desenvolupat una formulacidé per a
’alliberaci6 de praclitaxel corresponent a una nano-emulsié que ha arribat fins a estudis

clinics de fase IIl i que suposaria una alternativa al Taxol® Bristol-Myers
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(Constantinides, 2008). Altres farmacs que s’han solubilitzat en nano-emulsions son
antibiotics com la claritromicina, incorporada en composicions amb tocoferols (Lu,
2008; Li, 2008), antimalarics com la primaquina (Dierling 1 Cui, 2005), sedants com el

clometiazol (Nordén, 2001) i vasodilatadors com la cinaricina (Shi, 2009).

»  Administracio per via oral

Entre les diferents vies d’administracio, la via oral €s una de les més utilitzades. El
principal inconvenient de 1’administracid de principis actius per via oral és la baixa
biodisponibilitat que presenten els farmacs amb un elevat grau de lipofilia (Ashford,
2004). La incorporacié de principis actius insolubles o poc solubles en aigua en
emulsions O/W incrementa la seva biodisponibilitat degut a que augmenta la seva
solubilitat i, per tant, s’afavoreix la seva absorcio a nivell intestinal. En els estudis de
Kimura et al. (1989) i Ilan et al. (1996) es va posar de manifest que 1’absorcié dels
principis actius incorporats en emulsions es trobava incrementada en relaci6 als resultats
obtinguts en solucié aquosa. Per altra banda, el procés d’absorcié quan un determinat
farmac es troba solubilitzat en emulsions és més rapid com més petit sigui el diametre de
les gotes de la fase dispersa (Toguchi, 1990; Nicolaos, 2003; Koga, 2010). Per tant, la
utilitzacid de nano-emulsions per a incorporar principis actius milloraria
considerablement la biodisponibilitat oral d’aquests.

Nicolaos et al. (2003) van observar que I’administracié oral d’un antibiotic, la
cefpodoxima, incorporat en una nano-emulsio potenciava la biodisponibilitat del farmac
en relacio a una solucié hidroalcoholica, una suspensid i una emulsié convencional.
Aquests resultats els van atribuir a la petita mida de gota de la nano-emulsié que actuaria
afavorint I’absorci¢ intestinal de la cefpodoxima.

Bali et al. (2010) van estudiar la biodisponibilitat oral en rates Wistar d’un agent
hipolipemiant, I’ezitimiba, incorporat en nano-emulsions préviament optimitzades del
sistema aigua/Tween 80/ PEG 400/Capryol (mida de gota de 50 nm 1 polidispersitat
inferior a 0,200) i van observar que s’obtenien concentracions més elevades en plasma
sanguini que per a una suspensio del principi actiu i una féormula comercialitzada.

Vyas et al. (2008) van desenvolupar una formulacid corresponent a una nano-emulsio
O/W amb una mida de gota entre 100 i 200 nm en la qual es va solubilitzar un farmac
antiretroviral, saquinavir, 1 es va administrar per via oral i via intravenosa en ratolins

BALB. Després de determinar les concentracions del farmac en diferents organs van
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observar que millorava considerablement la biodisponibilitat en comparacié amb una
suspensid aquosa, aconseguint-se detectar concentracions importants a nivell cerebral.

Altres farmacs amb els quals s’ha observat que s’incrementava la biodisponibilitat oral
quan s’administraven solubilitzats en nano-emulsions son els antiinflamatoris (Kim i Yu,
2000), els antimalarics (Singh 1 Vingkar, 2007; Santos-Magalhaes 1 Furtado-Mosqueira,

2010) 1 els immunosupressors (Gursoy 1 Benita, 2004).

»  Administracio per via nasal

L’administracié intranasal presenta avantatges importants en relacid a la via oral i
parenteral. Per una banda, la mucosa nasal posseeix una major permeabilitat i una menor
activitat enzimatica en relacid a la mucosa intestinal i en segon terme es tracta d’una via
menys invasiva que la via parenteral.

L’administracid per via nasal és especialment important per a aquells principis actius
amb un acci6 a nivell del sistema nervids central ja que hi ha una connexid directa amb
el cervell. Kumar et al. (2008) van estudiar 1’alliberacio a nivell cerebral d’un farmac
antipsicotic, la risperidona, vehiculat en nano-emulsions després de ser administrades
per via nasal. Els millors resultats es van aconseguir amb una formulacié mucoadhesiva
en la qual les gotes de la nano-emulsid estaven recobertes amb chitosan, detectant-se
quantitats de farmac considerables en el cervell en relacié a una solucid de ripseridona i
a ’administracid intravenosa de la nano-emulsio. La vehiculitzacié en nano-emulsions
afavoriria un transport rapid a través de la mucosa nasal 1 incrementaria el temps de
residencia a la cavitat nasal evitant una eliminacié precog¢ per I’accié mucociliar.

La via nasal també suposa una alternativa a la via parenteral per a 1’administracio de
vacunes. En els estudis de Makidon et al. (2008) es van emprar nano-emulsions per a
I’administracid intranasal de la vacuna de 1’hepatitis B (antigen de superficie del virus de
I’hepatitis B(HBsAg)) 1 es va observar que s’aconseguia una bona eficacia, estabilitat 1
facilitat de distribucié suggerint una aplicacid potencial de les nano-emulsions en aquest

camp.

»  Administracio per via ocular

Pel que fa a la via ocular, la vehiculitzacié de principis actius en nano-emulsions permet

que aquests puguin superar les barreres oculars, interactuar amb estructures oculars

18



Introduccid

especifiques, 1 perllongar la seva permanencia en els teixits diana. En aquest sentit, el
recobriment de les gotes de la nano-emulsi6 amb chitosan i/o acid hialuronic és
d’especial interés ja que ambdds components confereixen propietats mucoadhesives a la
formulacio i1 potencien els processos de permeacio (de la Fuente, 2010). Badawi et al.
(2008) van desenvolupar formulacions corresponents a nano-emulsions i1 nanocapsules
amb chitosan i van observar que ambdues composicions afavorien la permanéncia d’un
antiinflamatori, la indometacina, a nivell corneal permetent una alliberacié gradual i
sostinguda del farmac tant cap a estructures oculars externes com internes. Amb
aquestes formulacions es van aconseguir concentracions d’indometacina en humor aquds
molt més elevades que per a una solucid del farmac.

Recentment, també s’estan realitzant estudis de vehiculitzacid d’oligonucleotids en

nano-emulsions per a ser administrats per via ocular (Hagigit, 2010).

»  Administracio per via cutania i transdérmica

La utilitzacié de nano-emulsions per a I’administracié de principis actius per via cutania
afavoreix els processos de permeacié a través de la pell sense que sigui necessaria la
incorporacié d’excipients promotors que podrien exercir una accid irritant (Amselem 1

Friedman, 1998).

Friedman et al. (1995) van observar que quan s’administraven antiinflamatoris no
esteroidals solubilitzats en nano-emulsions, 1’eficacia antiinflamatoria topica i sistémica
dels farmacs era superior a I’obtinguda emprant com a vehicle emulsions convencionals.
Tot 1 aix0, s’ha de tenir en consideracid que en aquests estudis les formulacions a

comparar presentaven composicions diferents.

Youenang Piemi et al. (1999) van dur a terme estudis de permeacid cutania en pell de
rata amb dos antifingics, econazol i miconazol, incorporats en nano-emulsions
carregades positivament i negativament i van observar que la preséncia de carrega
electrica en la superficie de les gotes influia significativament en els processos de

difusio.

En els estudis de Kotyla et al. (2008) es va comparar la permeacid cutania de 1’o-
tocoferol incorporat en una nano-emulsié i en una emulsié convencional, amb una mida

de gota de 65 nm 1 2788 nm respectivament, del sistema aigua/polisorbat 80/oli de colza.
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Malgrat que la composicié i les concentracions van ser les mateixes es van detectar
nivells superiors d’a-tocoferol en plasma per a la nano-emulsié suggerint que la

vehiculitzaci6 en nano-emulsions incrementaria la biodisponibilitat de farmacs lipofils.

Subramanian et al. (2008) van estudiar les propietats antiinflamatories de 1’acid acetil
salicilic vehiculat en una nano-emulsid del sistema aigua/Tween 80/ oli de soja en
relacid a una suspensi6 aquosa del principi actiu. Després d’administrar les formulacions
en la orella dels ratolins de tipus CD-1, als quals se’ls havia induit un procés inflamatori,
es va observar una major eficacia del farmac quan es trobava incorporat en la nano-
emulsid. Per altra banda, es van obtenir nivells auriculars més baixos de IL-la
(interleucina 1) i TNFa (factor de necrosi tumoral) per a la nano-emulsio, suggerint que

I’administracié en aquest tipus de formulacio reduiria els efectes adversos del farmac.

Puglia et al. (2009) van solubilitzar acid glicirrétic en un sistema de nano-emulsié amb
un diametre de gota compres entre 180 1 240 nm 1 van determinar I’absorcid percutania
ex vivo en pell humana 1 I’eficacia antiinflamatoria in vivo en voluntaris sans als quals
se’ls va induir eritema. Aquest estudi va posar de manifest que la vehiculitzaci6é en nano-
emulsi6 incrementava la permeabilitat transdérmica en comparacié a una emulsi6 O/W

control que contenia la mateixa concentracid de principi actiu.

Estudis de permeacio cutania

En els ultims anys, la via transdérmica s’ha revelat com una via d’administracio
important ja que es pot aconseguir evitar 1’efecte de primer pas hepatic, I’administracid
¢s facil 1 el risc per al pacient en cas de desencadenar-se una reaccid al-lergica ¢és
relativament baix. El principal inconvenient de 1’administracid de principis actius per
aquesta via ¢€s la funcio barrera de la pell, considerant-se I’epiteli més impermeable de
’organisme per a la difusio de substancies exogenes (Kogan 1 Garti, 2006).

La pell constitueix un 10% de la massa corporal de 1’organisme i exerceix principalment
una funcid protectora enfront les agressions externes provocades per agents fisics,
quimics i biologics. Esta formada per tres capes: I’epidermis, la dermis i la hipodermis

(veure Fig 1.4).
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Fig 1.4.: Estructura de la pell

Entre les diferents capes de la pell, cal destacar I’epidermis ja que és la principal barrera
per a la permeacio tant de substancies liposolubles com hidrosolubles.

L’epidermis, ¢s la capa més fina 1 superficial de la pell i esta constituida per un epiteli
estratificat pla i queratinitzat. Es una capa avascular que conté com a cél-lules principals
els queratinocits que es disposen en diversos nivells formant cinc capes en funcio del
grau de diferenciaci6 cel-lular. La capa més interna, en contacte amb la membrana basal
que separa I’epidermis de la dermis, ¢€s I’estrat basal, on es troben les cel-lules menys
diferenciades que posseeixen una elevada capacitat de divisié cel-lular. A partir
d’aquesta capa, les cel'lules es van diferenciant progressivament fins a formar-se
cel-lules queratinitzades afuncionals que reben el nom de corneocits. Aquestes cel-lules
conjuntament amb 1’embolcall lipidic que les recobreix constitueixen 1’estrat corni
(Bannister, 2001). L’estrat corni, amb un gruix de 15-20 pum, és la capa més superficial
de I’epidermis i és la responsable de la funcié barrera de la pell envers 1’absorcid
percutania de substancies externes 1 la perdua endogena d’aigua i ions (Scheuplein i
Blank, 1971) gracies a la organitzacio estructural molt abundant en lipids que presenta
(Wertz 1 Downing, 1989; Elias, 1991). Estructuralment, els corneocits estan constituits
majoritariament per queratines insolubles i1 per lipids intercel-lulars especifics com

ceramides, derivats del colesterol i acids grassos (Wertz i Downing, 1989; Elias, 1991).
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Les modificacions en la composicio d’aquests lipids per accié dels tensioactius o de
solvents organics que comportin canvis en 1’organitzaci6é estructural de 1’estrat corni

contribuirien a un increment de la permeabilitat.

El principal impediment per a la difusié de substancies hidrosolubles a través de la pell
el constitueix la capa cornia mentre que per a substancies liposolubles la barrera més
important que dificulta I’accés a capes més profundes és I’epidermis viable (formada per
totes les capes de 1’epidermis excepte 1’estrat corni) i la dermis. Per tal d’estudiar la
penetracio dels farmacs a través de la pell es realitzen estudis ex vixo o in vitro.

Un dels objectius principals de la realitzacid d’estudis ex vivo o in vitro és simular les
condicions reals d’aplicacio d’una formulaci6 sobre la pell. Per a desenvolupar aquests
estudis s’utilitzen cel-les de difusio formades per un compartiment donador que conté la
formulacid que es pretén estudiar i un compartiment receptor on es troba la solucio
receptora en agitacid continua. Ambdds compartiments es troben separats per la pell o
una membrana artificial (Friend, 1992).

Per a la realitzacio d’aquests estudis es pot emprar pell de diferents origens. Malgrat
aixo, 1’ideal seria la utilitzacié de pell humana ja que els estudis estan enfocats a predir
la permeaci6 cutania de principis actius en humans. Les dificultats per a obtenir aquest
tipus de pell ha fet que sovint s’utilitzin pells d’altres animals com per exemple la pell de
porc de caracteristiques histologiques i bioquimiques molt semblants a la humana (Gray
1 Yardley, 1975; Priborsky i Muhlbachova, 1990; Simon 1 Maibach, 2000; Godin i
Touitou, 2007). Particularment, s’empra pell d’orella de porc que doéna resultats

comparables als de la pell humana (Chambin, 1993; Jacobi, 2005, 2007).

Existeixen dos models per a dur a terme els estudis de permeacio cutania in vitro. El
primer d’ells és el model de dosi finita i consisteix en I’aplicacié d’una capa fina de
formulacio sobre la pell de forma que a mesura que el principi actiu s’absorbeix es
produeix una disminucié de la concentracié del farmac a la superficie de la pell evitant
d’aquesta manera assolir ’estat d’equilibri estacionari. Aquest model €s el que més
s’aproxima a les condicions reals d’aplicaci6 d’una formulaci6. D’acord amb aquest
model, el procés de difusid es pot expressar per la segona llei de Fick (Albery i Guy,

1983; Watkinson, 1994):
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1 2., (1"
Q(H)= P Co[P>- PRT 2 exp(-Pon’n21]
T

o2
on Q(?) és la quantitat de farmac que ha permeat al temps ¢, P;=Kh i P,=D/h’, essent K el
coeficient de repartiment de la molécula entre I’estrat corni i la formulacio, # el
recorregut de la molécula a través de la capa cornia i D el coeficient de difusio de la

molécula a ’estrat corni.

El segon model, de dosi infinita (Hadgraft i Guy, 2003), consisteix en la preséncia de
concentracions elevades de principi actiu en la formulacid, per tant la petita disminucid
de la concentracio que es produeix a la superficie de la pell es pot considerar negligible 1
s’aconsegueix arribar a l’estat estacionari. Per tal de poder aplicar el model de dosi
infinita s’han de complir les condicions sink en la solucio receptora. S’assumeix que en
una solucid es compleixen les condicions sink, quan la concentraci6 del farmac és
inferior al 10-20% de la concentracio a saturacid (Hanson, 1982). El model de dosi
infinita es pot explicar a partir de la primera llei de Fick (Higuchi, 1960) que descriu la
difusié d’una molecula a través d’una membrana:

KD
J= o (Co- G)

on J és el flux per unitat d’area, K, D i /4 s’han explicat anteriorment per al model de dosi
finita, Cy ¢s la concentracid de principi actiu sobre la pell i C; la concentracid dins la

pell. Degut a que Cyés molt superior a Cj, es pot simplificar I’equaci6 a :
J= KpC()

on K,(=DK/h) és el coeficient de permeabilitat, té unitats de velocitat 1 dona informaciod
sobre les caracteristiques de repartiment i difusid. D’acord amb aquest model, en
representar graficament la quantitat acumulada de principi actiu que ha difés en funcio
del temps, el pendent de la part lineal de la corba correspon a la velocitat de permeacio
(flux) a D’estat estacionari. Per a assolir I’equilibri és necessari que transcorri un cert
temps que es coneix com temps de laténcia i s’obté de I’extrapolacid de la recta a I’estat

estacionari amb la interseccid de 1’eix d’abscisses.

ta=h%/ 6D
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En concordanca amb la primera llei de Fick descrita anteriorment, la velocitat de
permeaci6 d’un principi actiu s’incrementaria en augmentar el coeficient de repartiment
del farmac entre ’estrat corni i el vehicle (K), el coeficient de difusié del principi actiu a
I’estrat corni (D), o bé la concentracié de farmac en el vehicle (Cy).

Tant I’augment de K com de D comporten un efecte dels excipients de la formulacio en
la capa cornia. Els excipients que promouen els processos de permeacié poden actuar a
diferents nivells: a nivell intracel-lular en els dominis de queratina, desnaturalitzant o
alterant la seva conformacié provocant un increment de la hidratacio; a nivell
intercel-lular modificant I’empaquetament dels lipids que constitueixen la bicapa lipidica
comportant una fluidificaci6 d’aquesta 1, finalment, alterant les propietats de
solubilitzacio de I’estrat corni (Williams i Barry, 2004). Entre els principals promotors
de la permeaci6 cal destacar els alcohols, els alcohols grassos, els glicols, els sulfoxids,
I’azona, les pirrolidones, els acids grassos, els tensioactius, els derivats de la urea, els
terpens 1 els fosfolipids entre d’altres (Williams 1 Barry, 2004). Malgrat la seva activitat
com a potenciadors de la permeacio, els principals inconvenients que presenten son la
seva toxicitat 1 que poden provocar irritacié o hipersensibilitzacid de la pell.

L’increment de C, esta relacionat amb la interacci6 entre el principi actiu i la formulacio
(Moser, 2001). El factor que promou la difusié d’un farmac a través d’una membrana és
I’activitat termodinamica del principi actiu en la formulacid, que depen de la
concentracio del principi actiu i del coeficient d’activitat. En solucions saturades, on
existeix un equilibri entre la concentracié de principi actiu en solucid i la concentracio
no solubilitzada, 1’activitat termodinamica del farmac correspon a la de la substancia

pura i se li atribueix un valor igual a la unitat (Moser, 2001).

D’acord amb aquestes consideracions, 1’absorcid cutania de principis actius ve modulada
principalment pel tipus d’excipient utilitzat per a vehicular farmacs (Loth, 1991).
Existeixen nombrosos estudis que demostren la influéncia que tenen determinades
propietats dels excipients com per exemple les propietats fisico-quimiques (Wall i Abel,
1996; Moser, 2001), la micronitzacid del principi actiu en el vehicle (Wilhelmsen, 1979)
o la mida de particula (Rolland, 1993) en la permeacié de farmacs a través de la pell. Els
vehicles que afavoreixen més [’absorcid transdérmica de principis actius son les
solucions alcoholiques ja que actuen afavorint la dissolucié de farmacs i augmenten la
permeabilitat de la barrera dérmica i les formulacions de fase externa oliosa pel seu

efecte oclusiu (Smith, 1999).
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Les nano-emulsions son formulacions importants per a 1’aplicacié de principis actius
sobre la pell perque requereixen poca concentracid de tensioactiu per a la seva formacid
a diferéncia de les microemulsions, fent que siguin millor tolerades. Aixi mateix, la
petita mida de les gotes, indueix a pensar que actuen afavorint la permeacid de principis
actius sobre la pell (Schwarz, 1995; Friedman, 1995). Kotya et al. (2008) 1 Puglia et al.
(2008) van comparar la permeacid cutania de diferents principis actius vehiculats en
emulsions 1 en nano-emulsions O/W 1 van atribuir ’increment de la permeacié quan
s’emprava la nano-emulsid a la seva petita mida de gota. Per contra, en els estudis
d’Izquierdo et al. (2007) no es van observar diferéncies estadisticament significatives en
la permeaci6 cutania de la tetracaina solubilitzada en emulsions 1 nano-emulsions. No
obstant, es van aconseguir incorporar concentracions superiors de farmac en les
formulacions corresponents a nano-emulsions. Cal destacar que tant en els treballs de
Kotyla et al. (2008) com en els d’Izquierdo et al. (2007) les nano-emulsions i les
emulsions emprades per a realitzar els respectius estudis de penetracid cutania

presentaven la mateixa composicio .

Tot i que les nano-emulsions, a diferéncia de les microemulsions, es poden formar amb
un menor concentracié de tensioactiu, aquest ultim pot tenir un efecte irritant sobre la
pell i donar lloc a una reaccid inflamatoria local que es manifesta amb 1’aparicié
d’eritema 1 edema. Un dels parametres més utilitzats per a estudiar la idoneitat de les
formulacions per a ser aplicades sobre la pell és la peérdua transepidérmica d’aigua
(Pinnagoda, 1990; Delgado-Charro, 1997; Curdi, 2004).

La mesura transepidérmica d’aigua (Transepidermal Water Loss; TEWL), és un
parametre util per a caracteritzar la funcié barrera de la pell tant en condicions
fisiologiques com patologiques. El concepte de TEWL fa referéncia a la quantitat total
de vapor d’aigua que es perd a través de la pell mitjancant dos processos: la difusio
constant de vapor d’aigua a través de 1’epidermis i la perdua d’aigua que es produeix a
través de la suor. Tot i aix0, unicament el procés de difusid passiva constitueix una
mesura real de la funci6 barrera de la pell. La quantitat d’aigua que es perd a través de la
pell esta condicionada per diferents factors com la integritat de la capa cornia, la
temperatura, la humitat i la pressié atmosferica. En condicions fisiologiques normals,
I’estrat corni és una barrera efectiva i la velocitat de peérdua d’aigua expressada en
quantitat d’aigua evaporada per unitat d’area de pell i per hora (g/m’h), és molt baixa.

Aixi, valors elevats de TEWL son indicatius de que s’ha produit una alteracio o defecte
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de la funci6 barrera de la pell que pot haver estat causada per un procés patologic o per
I’acciéd d’un agent fisic o quimic. L’increment del valor de TEWL es proporcional al
grau de destruccid de la capa cornia (Kompaore, 1991; Delgado-Charro,1997). Les
determinacions de TEWL es realitzen normalment mitjangant un evaporimetre

(Pinnagoda, 1989).

1.1.4.2. Aplicacions quimiques de les nano-emulsions

Des del punt de vista quimic, les nano-emulsions s’empren principalment per a la
preparacié de nanoparticules de naturalesa polimerica (Antonietti i Landfester, 2002;
Asua, 2002; Landfester, 2006; Anton, 2008) i lipidica (Anton, 2008; Huynh, 2009).

Les nanoparticules polimeriques obtingudes a partir d’una nano-emulsié com a medi de
polimeritzacid van ser descrites per primera vegada per Ugelstad et al. (1973). Ugelstad
et al. van observar que la polimeritzacid6 en nano-emulsions presentava diferéncies
importants envers la polimeritzacid en emulsions. Aquestes diferéncies es van atribuir a
que el procés de nucleacio tenia lloc majoritariament a les gotes de monomer i no a les
micel-les com succeia en el cas de I’emulsio.

En la majoria d’aquests estudis (Antonietti i Landfester, 2002; Asua, 2002; Landfester,
2000), la fase dispersa de la nano-emulsidé esta constituida per un monomer que
polimeritza en preséncia d’un catalitzador. El fet que la polimeritzacié s’esdevingui a
I’interior de les gotes de la nano-emulsié afavoreix el manteniment del diametre
d’aquestes durant la formaci6 de les particules de latex de tal manera, que cada gota es
comportara com un nano-reactor.

La polimeritzaci6 a partir de nano-emulsions ha permes 1’obtencio de particules de latex
emprant com a monomers acrilats o estire¢ (Antonietti 1 Landfester, 2002; Asua, 2002)
perd també de nanoparticules polimeriques elaborades amb components biocompatibles
adequades per a ser utilitzades com a sistemes d’alliberacié de farmacs (Anton, 2008). A
continuacio es descriuen les caracteristiques 1 els principals metodes de preparacio

d’aquestes ultimes.
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1.2. NANOPARTICULES POLIMERIQUES
1.2.1. Definicio i propietats

Les nanoparticules es poden definir com a sistemes col-loidals solids amb un diametre
compres entre 1 1 1000 nm en les quals el principi actiu es pot trobar solubilitzat, atrapat,
encapsulat, adsorbit o fins i tot unit a la superficie d’'una matriu polimerica que actua
com a vehicle permetent 1’alliberacid selectiva del farmac en el lloc d’accié (Kreuter,
2004). Un dels principals avantatges de les nanoparticules en relacid a altres sistemes
col-loidals d’alliberacio controlada de farmacs és la seva elevada estabilitat cinctica i
rigidesa morfologica.

Depenent de la seva estructura, les nanoparticules es poden classificar en nanoesferes i
en nanocapsules.

Les nanoesferes son particules col-loidals d’estructura matricial, constituides per un
entramat de cadenes polimeriques entrellagades entre si on el principi actiu pot trobar-se
adsorbit a la superficie o incorporat al seu interior. Solen presentar morfologia esférica
tot i que també s’ha descrit la formacio de nanoesferes d’estructura amorfa (Vauthier i
Bouchemal, 2009) (veure Fig 1.5a).

Les nanocapsules son particules col-loidals d’estructura vesicular, constituides per un
embolcall polimeric solid i un nucli intern de naturalesa hidrofoba o hidrofila, on el
principi actiu es troba preferentment solubilitzat o dispersat tot i que tamb¢ pot trobar-se

adsorbit a la paret polimerica (Fig 1.5 b).

Nanoesferes N anOeSferfES ‘de Nanoesferes de
naturalesa lipofila naturalesa hidrofilica
a) \ O
b)

- 00
J

Fig.1.5. Estructura dels diferents tipus de nanoparticules polimériques a) nanoesferes, b) nanocapsules.

Nanocapsules
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1.2.2. Preparacio de nanoparticules

Les nanoparticules poliméeriques es poden obtenir a partir de polimers preformats o per
mitja de I’addicié de monomers que polimeritzen “in situ” en preséncia de catalitzadors
(Bodmeier i Maincent, 1998; De Jaeghere, 1999; Anton, 2008).

La incorporacid del principi actiu pot realitzar-se préviament abans d’iniciar-se la
polimeritzaci6 o bé una vegada formades les nanoparticules de tal manera que el farmac
pot trobar-se a I’interior de 1’entramat polimeric o adsorbit a la superficie. L’eleccio del
metode d’elaboracid 1 del polimer depén principalment de les caracteristiques
fisicoquimiques del principi actiu, de la diana terapeutica, de la via d’administracié i de
la biocompatibilitat i biodegradacié del material emprat com a vector (Bodmeier i
Maincent, 1998; Anton, 2008). Des del punt de vista tecnologic la seleccié del metode es
troba fortament condicionada per la capacitat maxima de solubilitzacié del sistema, per
I’eficiéncia d’encapsulacio 1 per la facilitat en 1’escalat.

A continuaci6 es descriuen els meétodes més utilitzats en la preparacié de nanoparticules

de naturalesa polimérica.
1.2.2.1. Nanoparticules preparades a partir de polimers preformats

Per a la preparacid de nanoparticules per a I’administracié de farmacs s’han emprat una
amplia varietat de polimers tant hidrofils com hidrofobs que poden ser d’origen natural,
sintétic o semisintetic (Kreuter, 2004; Vauthier i Bouchemal, 2009). A la taula 1.1 es

mostren els més utilitzats.

Taula 1.1: Polimers preformats utilitzats habitualment per a la preparacié de nanoparticules dissenyades
com a sistemes d’administracidé de farmacs

Material Composicié quimica del polimer

Polilactic
o Polilactic-glicolic
Homopolimers sintétics o
Poliepsilon-caprolactona

Poliacrilat i polimetacrilat (Eudragit™)

Chitosan

Alginats
Polimers naturals .

Gelatina

Albiimina

Polilactic-polietilenglicol
Polilactic-glicolic-polietilenglicol
Copolimers sintétics o o )
Poliepsilon-caprolactona-polietilenglicol

Polihexadecilcianoacrilat-polietilenglicol
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En la formacié de nanoparticules, la utilitzaci6 de polimers preformats amb unes
propietats fisicoquimiques ben definides i conegudes, comporta una serie d’avantatges
en relacid a I'as de monomers, entre els quals cal destacar I’abséncia de productes
residuals provinents del procés de polimeritzacid i de reaccions creuades entre monomer
1 principi actiu. Tot 1 aix0, la gran majoria d’aquests metodes requereixen la utilitzacio
de solvents organics i la mida de les nanoparticules obtingudes és més dificil de
controlar.

Els metodes de preparacid de nanoparticules a partir de polimers preformats es basen en
la precipitacio6 de les macromoleécules que es produeix en modificar-se les
caracteristiques fisicoquimiques del medi on es troben solubilitzades o dispersades
(canvis en el pH, la temperatura, la tensi6 interficial o els solvents) o bé en la capacitat
de gelificaci6 dels polimers quan es donen les condicions necessaries. Quan s’empren
polimers, les nanoparticules col-loidals es poden formar espontaniament o a partir d’una
fase previa d’emulsificacid. A la Fig.1.6 es mostren els diferents metodes per a obtenir

nanoparticules a partir de polimers preformats.

Formacié de nanoparticules amb polimers preformats

. \

Métodes basats en les propietats fisicoquimiques Métodes derivats dels processos de
de la solucié de polimers microencapsulacio
Nanoprecipitacio Gelificaci6 Formaci6 d’una emulsi6
l ) Doble emulsion
Emulsio O/W W/O/W
(polimer soluble en (polimer soluble en
Addici6 d’un co-solvent i6 . . solvent organic Ani
o Gl oo v Desolvatacié ¢ Tripolifosfats Emulsié W/O ganic) solvent organic)
en el qual el polimer es (polimer és soluble (polimer soluble
insoluble (polimer és en aigua) p X
soluble ~en solvents % en aigua) Precipitacio del polimer Precipitacié
organics) 3 o P p del polimer
=i Evaporaci6 Extracci6  Desolvatacid
O.  delsolvent delsolvent reversa  Evaporacio

del solvent

v

O 0 ‘ Ci '1. 9, l l l
Nanocapsules i Nanoesferes Nano.esferes Nanoesferes -0
nanoesferes d’alginat de chitosan \

Nanoesferes

Nanoesferes Nanocapsules i
nanoesferes

Nanocapsules
Nanoesferes P

Fig 1.6: M¢todes de preparacié de nanoesferes i nanocapsules a partir de polimers preformats (Fig.
adaptada de Fattal i Vauthier, 2007)

29



Introduccid

Els metodes basats en la formacié espontania de les nanoparticules es beneficien de
les propietats fisicoquimiques (solubilitat 1 gelificacid) del polimer en solucié. Una

vegada formades les nanoparticules es requereix una segona fase d’estabilitzacio.

Metodes basats en la solubilitat del polimer

El procés de formacid de les particules consisteix en la preparacidé d’una solucio inicial
del polimer per a, posteriorment, induir la precipitacio a partir de la incorporacié en el
sistema d’un co-solvent en el qual el polimer és insoluble (nanoprecipitacid o
desplacament del solvent) (Fessi, 1989), o bé promoure la precipitacié d’aquest per
addicio de sals (desolvatacid) (Marty, 1978). L’estabilitzacié de la suspensid de
nanoparticules s’aconsegueix a partir de 1’eliminacié del solvent organic per evaporacid
o per reticulacié quimica del polimer (nanoparticules amb proteines (Weber, 2000)).
Quan el polimer és soluble en un solvent organic, el meétode emprat és la
nanoprecipitacidé. Aquest metode va ser desenvolupat per Fessi et al. (1986) 1 permet la
formacio tant de nanoesferes (desplagament del solvent) com de nanocapsules (deposicio
interficial). Com a solvents organics per a preparar la solucid inicial de polimer s’ha
emprat habitualment acetona ja que ¢és miscible en aigua i es pot eliminar facilment
(Fessi, 1989; Legrand, 2007) tot i que també s han utilitzat mescles binaries d’acetona
amb petites quantitats d’aigua o etanol (Murakami, 1999). La miscibilitat entre els
solvents 1 les interaccions solvent/polimer juguen un paper clau en la formacié de
particules per nanoprecipitacio. Aixi, una vegada preparada la solucid de polimer,
aquesta ¢s addicionada lentament sobre 1’aigua que conté components tensioactius per a
estabilitzar les particules. Les nanoparticules es formen espontaniament durant la rapida
difusié del solvent organic en aigua. Posteriorment, el solvent organic (acetona) és
eliminat per evaporaci6. Aquest procés d’evaporacid es pot afavorir incrementant la
temperatura o bé aplicant buit. Com a resultat, s’obtenen suspensions col-loidals de
nanoparticules amb una mida al voltant de 200 nm 1 una baixa polidispersitat (Vauthier i
Bouchemal, 2009).

Per a la preparacid de nanocapsules s’empra el mateix metode perd incorporant un
component olids en la solucié inicial del polimer (fase organica). Quan la soluci6 és
incorporada en la fase aquosa, I’oli €s dispersat en forma de petites gotes en la mescla de

solvents 1 el polimer precipita sobre la superficie d’aquestes (Fattal i Vauthier, 2007).
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Les nanoparticules obtingudes per nanoprecipitacid6 permeten la vehiculitzacio de
principis actius principalment lipofils. El farmac, normalment és incorporat en la solucio
del polimer abans de formar les particules. Mitjancant aquesta técnica s’han aconseguit
encapsular agents antiinflamatoris, immunosupressors i antineoplasics entre d’altres en
nanoparticules de polilactic, polilactic-glicolic 1 poliepsilon-caprolactona (Barichello,
1999).

Si el polimer és hidrofil, les particules es formen per desolvatacid. Aquest procés
consisteix en la precipitacié del polimer per addici6 de sals minerals i la posterior
reticulacié quimica per a estabilitzar les particules. Com a polimers s’empren
freqiientment proteines i €s una técnica especialment apropiada per a la vehiculitzacié de
farmacs hidrosolubles (Fattal 1 Vauthier, 2007). Truong-Le et al. (1999) van utilitzar
aquest metode de preparacid per a I’obtencid de nanoesferes de gelatina per a la

vehiculitzacio de DNA.

Metodes basats en la gelificacio del polimer

Les nanoparticules obtingudes per gelificacié ionica es formen Unicament en medi
aquos. El procés de preparacio consisteix en la formacié de nanogels idnics en gelificar
determinats polisacarids carregats electricament (alginats i chitosan) en presencia d’ions
amb una carrega eléctrica oposada (calci i tripolifosfats per als alginats i chitosan,
respectivament). La formacié de nanoparticules s’esdevé unicament per a determinades
concentracions de polisacarid 1 d’agent gelificant, que corresponen a la fase de pre-gel,
formant-se petits corpuscles de mida nanomeétrica (“clusters”). Una vegada formats els
pre-gels, les particules sén estabilitzades a partir de la formacié d’un complex en
incorporar a la suspensio un polielectrolit de carrega oposada.

Quan s’empra alginat (carrega electrica negativa) es pot utilitzar polilisina o chitosan
com a polications per a estabilitzar les particules. El diametre de les particules
obtingudes ¢s depenent de la concentraci6é d’alginat i del pes molecular de I’electrolit.
S’han descrit nanoparticules preparades per aquest metode adequades per a vehicular
peptids (Sarmento, 2007) 1 oligonucleotids (Gonzalez-Ferreiro, 2002).

En el cas del chitosan, les particules s’estabilitzen amb copolimers com el
polietilenglicol i el polipropilenglicol-pluronic. Les nanoparticules de chitosan també
poden complexar-se amb acids nucleics, ja que presenten carregues complementaries,
per a formar nanoplexes. En aquest cas, el principi actiu formaria part del propi sistema

d’administraci6 de farmacs (Vauthier i Bouchemal, 2009).
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Els métodes derivats dels processos de microencapsulacié es basen en la formacio
previa d’una emulsi6 en la qual el polimer es troba solubilitzat a I’interior de les gotes de
la fase dispersa. Si el polimer és soluble en aigua, es formara una emulsidé W/O mentre
que si el polimer és insoluble en aigua, I’emulsio sera de tipus O/W on el component
olios correspondra a un solvent organic. Per a ’obtencid de particules dins del rang
nanometric, €s necessari que la mida de les gotes de I’emulsio inicial sigui suficientment
petita, ja que el diametre de les gotes de la fase dispersa condicionara la mida de les
nanoparticules obtingudes (Vauthier i Bouchemal, 2009). Per tant, el diametre de
particula dependra del métode d’emulsificacid. Com ja s’ha esmentat al capitol 1.1.2, les
nano-emulsions es poden obtenir tant per me¢todes de baixa energia com per metodes
d’alta energia. Per a la preparacié de nanoparticules polimeriques per metodes derivats
dels processos de microencapsulacid, les nano-emulsions prévies s obtenen
principalment a partir de metodes d’alta energia (homogeneitzadors d’alta pressid i
equips d’ultrasons) tot i que també s’ha descrit la formacié de nanoparticules a partir de
nano-emulsions preparades per métodes de baixa energia (Moinard-Chécot, 2006). Una
vegada preparada la nano-emulsio, la formacié de les nanoparticules s’esdevé per un
procés de gelificacid o per precipitacid del polimer mitjangant evaporacié del solvent o

desplacament del solvent.

La gelificacié de les gotes de la nano-emulsid pot ser induida per un increment del pH,
per I’addicié de calci o bé per disminucié de la temperatura en emulsions W/O que
contenen chitosan, alginats o agarosa respectivament (Vauthier i Couvreur, 2000). Per
aquest metode es formen nanoesferes de tipus nanogel o complex polielectrolitic. Les
nanoparticules aixi obtingudes, han estat utilitzades per a la vehiculitzacié tant d’acids

nucleics com de peptids (Pinto-Reis, 2008).

Mitjancant el metode del desplagcament del solvent s’ha aconseguit la formacié de
nanoparticules  biodegradables de polilactic (PLA), poliglicolic (PLGA),
policaprolactona (PCL) i Eudragit® (Moinard-Chécot, 2006). Aquest métode requereix
la utilitzaciéo d’un solvent que sigui parcialment soluble en aigua com pot ser 1’acetat
d’etil. El procés de preparacio consisteix en la formacié d’una emulsié O/W a partir de
la dispersié d’una fase organica, que conté el polimer solubilitzat, en una mescla aquosa
saturada de solvent. La formacid de les nanoparticules té lloc quan s’addiciona

posteriorment una elevada quantitat d’aigua a ’emulsio ja que es produeix una difusio
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del solvent contingut a 1’interior de les gotes cap a la fase externa i, en conseqii¢ncia, el
polimer precipita (Quintanar-Guerrero, 1999). Per aquest metode es poden formar tant
nanoesferes com nanocapsules. L’obtencid de nanocapsules requereix la incorporacio
d’oli en la fase organica que donara lloc a les gotes de I’emulsi6 (Quintanar- Guerrero,
1998).

D’acord amb el fonament del metode del desplagament del solvent, també es poden
preparar nanoparticules polimeriques emprant solvents miscibles en aigua com 1’acetona
a partir d’un procés de desolvatacidé (Alléman, 1992). En aquest procediment, una
solucié del polimer en acetona ¢s dispersada en una mescla aquosa que conté una
elevada concentracié de sal. La preséncia d’aquesta sal actua evitant que l’aigua i
I’acetona es mesclin. Quan s’incorporen concentracions elevades d’aigua, 1’acetona
difon des de les gotes cap a la fase externa i el polimer precipita formant nanoesferes.

Finalment, el solvent organic és eliminat per evaporacié (Fattal i Vauthier, 2007).

El metode d’evaporacio del solvent consisteix en la formaciéo d’una emulsié O/W a
partir de la incorporacié d’un solvent organic (per exemple acetat d’etil), on es troba
solubilitzat o dispersat el polimer, en una mescla aquosa que conté el component
tensioactiu. Les nanoparticules s’obtenen després de la difusid i evaporacié del solvent
com a conseqiiencia de la precipitacio del polimer. L’evaporaci6 del solvent pot produir-
se mantenint ’emulsié en agitacid continua o bé mitjangant ’aplicacié de buit. S’ha
descrit la formacié de nanoparticules de PLA, PLGA i PCL per emulsificacio-
evaporacio del solvent emprant Lutrol F68 com a tensioactiu (Anton, 2008; Mundargi,
2008). En els ultims anys aquests homopolimers s’estan substituint per copolimers que
contenen polietilenglicol a la seva estructura i no requereixen 1’addicié d’un component

tensioactiu per a estabilitzar les nanoparticules (Avgoustakis, 2004).

Finalment, destacar els estudis de Zambaux et al. (1998) que van aconseguir preparar
nanocapsules de PLA adequades per a vehicular principis actius hidrosolubles per
evaporacio del solvent després de formar una doble emulsio6 W/O/W. L’eliminacid del
solvent organic comporta la precipitacio del polimer en la interficie de les gotes d’aigua
que es trobaven dispersades en aquest solvent.

Perez et al. (2001) van incorporar plasmids en nanoparticules de polilactic-
polietilenglicol obtingudes a partir de 1’evaporacié del solvent (acetat d’etil/clorur de
metile) contingut en una emulsid6 multiple W/O/W elaborada mitjangant I’aplicacio

d’ultrasons.
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1.2.2.2. Nanoparticules preparades per polimeritzacio “in situ”

A diferéncia dels processos descrits anteriorment en els quals s’incorporava directament
un polimer ja format, la polimeritzacidé “in situ” es basa en que la reaccidé de
polimeritzaci6 que donara lloc a les nanoparticules s’esdevé directament en un
determinat medi de reaccid, on s’hi ha incorporat un monodmer, per acci6 d’un
catalitzador. El polimer resultant de la reaccié ha de ser insoluble en aquest medi.

Per polimeritzacié “in situ” es poden preparar tant nanoesferes com nanocapsules. A

continuacio es detallen els principals processos d’elaboracio.

Preparacio de nanosesferes per polimeritzacio “in situ”

Depenent de la naturalesa del medi de polimeritzacio, els mecanismes a partir dels quals

es formen nanoparticules polimeriques corresponents a nanoesferes es classifiquen en:

e Polimeritzacid en emulsio
e Polimeritzacid en nano-emulsio.

e Polimeritzacid en microemulsio.

En la polimeritzaci6 en emulsions, el procés s’inicia a partir d’un sistema on
coexisteixen gotes de monomer estabilitzades per molecules de tensioactiu i micel-les
directes que també poden contenir monomer solubilitzat al seu interior. Degut a la
diferéncia de diametre entre les gotes i les micel'les, el procés de polimeritzacid es
produeix a I’interior d’aquestes ultimes, ja que posseeixen una major area superficial, a
partir de la captura de radicals lliures o d’oligoradicals presents a la fase externa. A
mesura que transcorre el procés, es produeix una difusiéo del monomer des de les gotes
cap a les micelles a través de la fase externa que permet el creixement del polimer
format, fins a la desaparicié total de les gotes d’emulsié. Com a resultat, es formen
particules amb un diametre superior als 100 nm (Antonietti i Landfester, 2002). La
polimeritzacié en emulsi6 implica un increment considerable de la tensid interficial del
sistema ja que en formar-se les particules es produeix un augment de I’area interficial en
relacié a I’emulsié primaria. Per tant, la mida de les particules obtingudes no es
correspon amb la de les gotes de I’emulsid. El diametre de particula dependra de
parametres cinctics com la temperatura, la concentraci6 de catalitzador i la velocitat del

procés de nucleacio (Antonietti 1 Landfester, 2002) (veure Fig.1.7).
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En la polimeritzacié en nano-emulsio, el monomer es troba constituint les gotes de la
fase dispersa conjuntament amb un component amb una elevada hidrofobicitat que actua
disminuint la velocitat de maduracié d’Ostwald i per tant, contribueix favorablement a
incrementar 1’estabilitat cinética del sistema. Cal destacar que la tensio interficial en el
sistema de nano-emulsié es molt superior a zero (Antonietti i Landfester, 2002). El
procés de polimeritzacid es desencadena simultaniament a I’interior de cadascuna de les
gotes de la nano-emulsio, comportant-se com a petits nanoreactors, per accié de radicals
lliures que penetren a I’interior d’aquestes. A diferéncia de la polimeritzaci6é en emulsio,
la difusio del monomer cap a les regions de polimeritzacio no influeix en la cinética de
reaccid perqué a cadascun dels nuclis de polimeritzacido ja es troba la maxima
concentracio de monomer. Quan el procés finalitza s’obtenen nanoparticules amb el
mateix diametre de particula que les gotes de nano-emulsié 1 en el mateix nombre (veure
Figl.7). Per tant, es podria considerar les nanoparticules com a copies polimeritzades de

les gotes de nano-emulsié (Antonietti 1 Landfester, 2002)

Pel que fa al procés de polimeritzaci6 en microemulsié, el sistema inicial és
termodinamicament estable, a diferéncia de les nano-emulsions, es forma
espontaniament i requereix concentracions elevades de components tensioactius i co-
tensioactius per a la seva formacio que garanteixin un tensié interficial propera a zero en
les interficies oli/aigua de les gotes (Antonietti i Landfetser, 2002). En aquest cas, totes
les gotes de la microemulsio constituides pel mondomer presenten un diametre similar, en
contrast amb el procés de polimeritzacidé en emulsions, on s’observaven dues poblacions
de mides completament diferents. L. increment en el diametre de les nanoparticules que
s’observa en relacio a les gotes inicials de microemulsiéo s’explica perque la
polimeritzacié no pot desencadenar-se simultaniament en totes les gotes, de tal manera
que les cadenes polimeriques primaries inicament es formen en algunes de les gotes de
la microemulsié (Candau,1999). La influéncia osmotica i elastica d’aquestes cadenes
desestabilitza les gotes de microemulsié comportant 1’augment de la mida de particula,
la formacidé de micel-les 1 una nucleacidé secundaria. El resultat d’aquest procés és la
formacié de particules entre 5 1 50 nm totalment recobertes de tensioactiu, amb un
nombre molt petit de cadenes polimeriques per particula, que coexisteixen amb una

poblacié micel-lar (Antonietti i Landfester, 2002).
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Tensioactiu

Polimeritzacié en emulsié

Polimeritzacié en nano-emulsio

Nanoparticules

Polimeritzacié en microemulsio

Fig 1.7: Mecanismes de polimeritzacid “in situ” per a la formacié de nanoparticules polimeriques; a
b
polimeritzaci6 en emulsio, b) polimeritzacié en nano-emulsio i ¢) polimeritzacié en microemulsio.

A continuacio es descriuen amb més detall cadascun d’aquests processos.

Mecanisme de polimeritzacié en emulsions

El procés de polimeritzacid en emulsions €s un metode molt emprat per a I’obtencid de
nanoparticules polimeriques a partir de monomers (Bodmeier i Maincent, 1998,
Chauvierre, 2003). Aquest metode consisteix en la formacidé d’una emulsié de gotes de
monomer, estabilitzades gracies a la preséncia de components tenisoactius, que es troben
dispersades en una fase externa en la qual el monomer €s immiscible. Quan s’utilitzen
concentracions de tensioactiu superiors a la concentracid micel-lar critica es formen
estructures micel-lars directes capaces de solubilitzar molécules de monomer que

coexisteixen amb les gotes d’emulsid.
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La reaccio de polimeritzacidé pot iniciar-se tant a Dinterior de les micel-les
(polimeritzacio micel-lar) com en la fase continua (nucleacié homogeénia) depenent de la
solubilitat del monomer emprat. En ambdds casos el procés de polimeritzacié comporta
una primera fase de nucleacié 1 una segona etapa de propagaci6é i es produeix en
presencia d’un catalitzador que pot ser de tipus fisic o quimic. L’energia alliberada pel
catalitzador genera espécies quimiques reactives (radicals lliures) en la fase continua que
poden penetrar a I’interior de les micel-les o romandre a la fase continua. Aquests
radicals col-lisionen amb molecules de monomer properes activant-les, afavorint la
propagacié de la reaccidé de polimeritzacid. En aquesta segona etapa es produeix un
creixement de les particules polimériques nucleades degut a la difusié de molecules de
monomer provinents dels reservoris. La concentracié de monomer a l’interior de les
particules ha de mantenir-se en equilibri amb el monomer solubilitzat a la fase externa,
per tant el creixement de les particules es troba limitat per la tensid interficial existent
entre la particula i el medi que I’envolta. El procés de polimeritzacié finalitza en

exhaurir-se el monomer o el catalitzador (Bodmeier 1 Maincent, 1998).

En el procés de polimeritzacido micel-lar s’assumeix que les moleécules lliures de
monomer activat iniciaran preferentment la reaccid de polimeritzacié a I’interior de les
micel-les ja que, degut al seu petit diametre, presenten una major area superficial que les
gotetes d’emulsio constituides pel monomer. Aixi, les molécules de monomer en ser
lleugerament solubles en la fase externa difondran a través d’aquesta des de les gotes de
I’emulsié fins a les micel-les. En les micel-les, les molécules de monomer solubilitzades
polimeritzen per accidé dels radicals lliures presents en la fase continua formant-se
particules de polimers de cadena curta. El creixement de les cadenes polimeriques es
produeix per la migracié de noves molecules de monomer provinents de les gotes

d’emulsié (Bodmeier i Maincent, 1998).
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Fig. 1.8: Mecanisme de polimeritzacié micel-lar

Si el monomer és suficientment soluble en la fase externa, els processos de nucleacid i
polimeritzacid poden esdevenir-se directament en aquesta fase formant-se cadenes
polimériques primaries que reben el nom d’oligomers. En aquest cas, les micel-les i les
gotes de monOmer actuen unicament com a reservoris. Els oligomers, en assolir una
determinada longitud, precipiten i formen particules primaries que son estabilitzades per
molecules de tensioactiu provinents de les micel-les 1 de les gotes. Depenent de les
condicions de la mescla i de 1’estabilitat del sistema, les nanoesferes es poden formar a
partir de la incorporacid de noves molécules de monomer en les particules primaries

(Fig.1.9a) o bé a partir de la fusié de diverses particules primaries (Fig 1.9b) .
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Fig 1.9: Mecanisme de nucleacié homogénia
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Mecanisme de polimeritzacié en nano-emulsions

En el mecanisme de polimeritzacid6 en nano-emulsions es parteix d’una composicio
constituida per gotes amb un diametre de I’ordre de nanometres que contenen monomer i
un component hidrofob al seu interior, estabilitzades per components tensioactius i
dispersades en un medi aqués. En el cas de les nano-emulsions W/O, la fase dispersa
esta constituida per un monomer hidrofil i la fase continua per un component olids
(Antonietti 1 Landfester, 2002).

En aquestes nano-emulsions, degut a la seva estructura, podrien considerar-se tres
possibles mecanismes de nucleacid, la nucleacid micel-lar, la nucleacié homogenia i la
nucleacio a les gotes.

Com ja s’ha explicat anteriorment, en el procés de polimeritzacié micel-lar, els radicals
lliures penetren a D’interior de les micel-les, on reaccionen amb altres molecules de
monomer 1 formen una cadena polimerica. El creixement de les particules es produeix
per la difusié de molecules de monomer provinents dels reservoris. Per a que tingui lloc
aquest mecanisme, es requereixen concentracions de tensioactiu lliure superiors a la
concentracio micel-lar critica (cmc). Degut a que les nano-emulsions es poden formar a
baixes concentracions de tensioactiu, aquest mecanisme €s poc probable (Antonietti i
Landfester, 2002).

La nucleacié homogénia podria ser un possible mecanisme en la polimeritzacié en nano-
emulsions, ja que no requereix necessariament la preseéncia de concentracions superiors a
la cme. En aquest procés, les particules es formen per agregacions d’oligdomers en la fase
aquosa gracies a la difusié de les molécules de monomer cap el nucli de polimeritzacio.
Normalment, aquest mecanisme depén de la concentracid de catalitzador i de la
solubilitat del monomer emprat (Antonietti 1 Landfester, 2002).

Finalment, el mecanisme de nucleaci6é a les gotes, suggereix que les gotes de nano-
emulsié formades durant el procés d’emulsificacid sén polimeritzades per accio dels
radicals lliures que penetren al seu interior. Cada gota correspon a un petit nanoreactor
formant-se una unica particula per gota de nano-emulsid. Com que la concentracio de
monomer en el nucli de polimeritzacio ja correspon a la maxima, la difusié6 de monomer
no influeix en el procés de polimeritzacio. Per a una nano-emulsi6 ideal, s’esperaria que
aquest mecanisme fos el dominant. Aquest procés de polimeritzacié pot afavorir-se amb
la utilitzaci6 de catalitzadors amb una elevada solubilitat en la fase dispersa (Antonietti i

Landfester, 2002).
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La formacid de nanoparticules per polimeritzacié en nano-emulsions normalment
s’esdevé per un procés de polimeritzacio per radicals, quan s’incorpora un catalitzador a
una nano-emulsié constituida per gotes de monomer préviament formada. Aquest
catalitzador o iniciador ve determinat per la fase dispersa i es selecciona en funcié de la
seva solubilitat parcial (Anton, 2008). La iniciacié de la polimeritzacié també pot
induir-se per radiaciéo UV, mitjancant ultrasons o per via enzimatica (Anton, 2008). Com
ja s’ha explicat anteriorment, el mecanisme de polimeritzacié consistiria en una
nucleacid a Dinterior de les gotes. La polimeritzacié per radicals amb nucleacié a
I’interior de les gotes també s’ha descrit en nano-emulsions que contenien I’agent
catalitzador solubilitzat a les gotes de la fase dispersa. En aquest cas la polimeritzacio
s’inicia en incrementar la temperatura (Landfester, 1999).

Malgrat que en nombrosos estudis s’ha aconseguit la formacié de nanoparticules per
polimeritzacido per radicals en nano-emulsions, aquests processos podrien afectar
I’estabilitat dels principis actius 1 per tant la polimeritzacié lliure de radicals suposa un
aveng important en la formacié de nanoparticules per a I’administracié de farmacs. Entre
aquests processos, cal destacar la poliaddicidé o policondensaciéo (la reaccié de
polimeritzaci6 es produeix entre dos monomers), la polimeritzacio anidnica i les

reaccions catalitzades per metalls (Anton, 2008).

Mecansime de polimeritzacio en microemulsions

En el procés de polimeritzaci6 en microemulsions, el sistema inicial ¢&s
termodinamicament estable, formant-se espontaniament quan es posen en contacte
liquids no miscibles entre si gracies a la preséncia de components tensioactius amb un
balang hidrofil-lipofil (HLB) adequat (Solans, 1997). Les concentracions de mondomer
emprades per a I’obtencid de nanoparticules oscil-len normalment entre el 51 el 10 % en
pes ja que la utilitzaci6 de concentracions més elevades podria comportar la
desestabilitzacio del sistema i la conseqiient peérdua de transparéncia durant el procés de
polimeritzaci6. Per tant, a diferéncia de la polimeritzacié en emulsio, la concentracio de
monomer ¢s relativament baixa mentre que la concentracid de tensioactiu és molt
superior a I’emprada habitualment en la preparacié d’emulsions. La relacié en pes
monomer/tensioactiu €s de 0,3-1 per a la microemulsié comparada amb 30-60 per a
I’emulsié. Per altra banda, en les microemulsions, el monomer es troba uUnicament
solubilitzat en les gotes de microemulsid que presenten una mida similar. En aquestes

solucions col-loidals la tensié interficial en la superficie de les gotes és propera a zero.
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Quan s’empren microemulsions, s’assumeix que el procés de nucleacid es continu al
llarg de tota la polimeritzacio, per tant, el procés de polimeritzacid no es desencadena
simultaniament en totes les gotes, formant-se cadenes polimeriques primaries Uinicament
en algunes de les gotes de la microemulsio. Les particules nucleades creixen a expenses
del monomer contingut en altres gotes de microemulsidé, on no ha tingut lloc la
nucleacio, que difon a través de la fase continua o bé és adquirit per col-lisions entre les
gotes. Com a conseqiiencia d’aquest procés de creixement i degut a la preséncia
d’elevades concentracions de tensioactiu, a més de particules, es formen petites
micel-les. Aquestes micel-les presenten una area interficial superior a la de les particules
nucleades 1 capturaran preferentment els radicals primaris generats a la fase continua.
Per tant el nombre de cadenes polimeriques per particula es relativament baix i proper a

la unitat (Candau, 1999).

Preparacio de nanocapsules per polimeritzacio “in situ”

Els mecanismes de polimeritzacidé “in situ” que donen lloc a la formacid de

nanocapsules adequades per a vehicular principis actius son principalment:

- La polimeritzacio interficial

- La policondensacio o poliaddicio interficial

En la polimeritzacié interficial, la reaccid de polimeritzacié es desencadena en la
interficie formada per dos liquids immiscibles entre si quan un determinat monomer
difon des del medi on es troba solubilitzat cap a la interficie, on polimeritza per accio
d’un catalitzador (Vauthier i Bouchemal, 2009). El polimer resultant d’aquesta reaccid
es un homopolimer constituit per unitats de monomer.

La formacié de nanocapsules s’aconsegueix quan s’empra com a medi de reaccid nano-
emulsions o micro-emulsions que poden ser del tipus O/W o W/O o fins 1 tot estructures
bicontinues (en el cas de la microemulsid). En les composicions de tipus O/W, el
monomer es troba solubilitzat a I’interior de les gotes d’oli, produint-se una migracid
d’aquest cap a la interficie oli/aigua, on polimeritza formant un pel-licula polimerica
rigida que recobreix les gotes d’oli. Per contra, en les dispersions W/O el monomer es
disposa en la fase continua (generalment s’incorpora una vegada preparada la
formulaci0); la reaccid de polimeritzacid es produeix a nivell de la interficie quan el

monomer entra en contacte amb les molécules d’aigua de la fase interna (Vauthier 1
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Bouchemal, 2009). Finalment, en les microemulsions bicontinues, el procés és similar a
les composicions W/O. El monomer s’incorpora “ a posteriori” una vegada preparada la
dispersio, difon a través de les capes d’oli i polimeritza en les interficies oli/aigua.

El procés de polimeritzacié consisteix en una polimeritzacié anionica del monomer.
Aixi, per accid dels grups hidroxil de 1’aigua, es formen espécies altament reactives que
reaccionen amb altres molécules de monomer activant-les (Vauthier i Bouchemal, 2009).
La reaccid finalitza quan s’ha exhaurit tot el monomer present en el medi de
polimeritzacio.

Diversos autors (Al Khoury- Fallouh, 1986; Aboubakar, 1999) han descrit la formacio
de nanocapsules en emulsions O/W, preparades a partir de la dispersié d’una fase
organica constituida per un solvent organic miscible en aigua, un component olids 1 el
monomer, en una fase aquosa que conté Pluronic F68 com a tensioactiu. Els factors
critics d’aquest procés son la separacid de fases que pot tenir lloc durant la difusié del
solvent en la fase aquosa i1 la precipitacié simultania del polimer a les interficies
oli/aigua. Per altra banda, es podria produir la formacié conjunta de nanoesferes i
nanoparticules. Per a evitar aquest fenomen, es pot acidificar la fase organica, optimitzar
la relacid etanol/aigua o emprar solvents aprotics.

L’obtencio de nanocapsules amb un nucli olids per polimeritzacié interficial en nano-
emulsions, va permetre la formacio de particules de mida més petita (100 nm enfront
250-300 nm per al procés en emulsio). Les nano-emulsions es formen mitjancant
ultrasons en un medi acidificat i amb el monomer solubilitzat en el component olios. La
polimeritzacio té lloc a la interficie de les gotes en incrementar el pH (Huang, 2007).

En la preparacié de nanocapsules amb un nucli hidrofil, el diametre de les particules
depen principalment del tipus de tensioactiu emprat. S’ha descrit la formacid de
nancapsules estabilitzades amb tensioactius no idonics amb un diametre compres entre
2501 350 nm (Vauthier i Bouchemal, 2009)

Anton et al. (2009) han aconseguit la formacié de nanocapsules preparades per
polimeritzaci6 interficial amb un nucli intern hidrofil, adequades per a vehicular farmacs
tant hidrofils com lipofils. Aquestes particules presenten una estructura interna aquosa
envoltada per un entramat polimeric que, al seu torn, es troba recobert per una matriu
oli/tensioactiu amorfa.

La formaci6é de nanocapsules per polimeritzacid interficial permet tant la solubilitzaci
de farmacs lipofils com hidrofils, incloent-hi peptids i oligonucleotids. (Vauthier i

Bouchemal, 2009).
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El mecanisme de policondensacié o poliaddicié interficial consisteix en la formacio
d’una pel-licula polimérica en la interficie entre dos liquids immiscibles entre si a partir
de la reaccio entre dos monomers que es poden trobar solubilitzats en una unica (Tiarks,
2001) o en cadascuna d’aquestes fases (Bouchemal, 2004) (Vauthier i Bouchemal,
2009).

Per a obtenir nanocapsules per policondensaci6 interficial, la reaccié de polimeritzacié
ha de produir-se en la interficie oli/aigua o a I’interior de les gotes d’una nano-emulsio.
Aquesta nano-emulsié pot obtenir-se tant per metodes d’alta (Tiarks, 2001; Zanetti-
Ramos, 2006) com de baixa energia (Bouchemal, 2004).

Quan ambdds monomers es troben solubilitzats a les gotes de la fase dispersa de la nano-
emulsid, la polimeritzaci6 es produeix a ’interior d’aquestes, el polimer precipita a 1’oli
1 difon gradualment cap a la interficie oli/aigua per a formar les nanocapsules. En aquest
procés el polimer ha d’aconseguir recobrir completament el nucli olids. La migracio del
polimer des de I’interior cap a la interficie de les gotes esta regida per les tensions
interficials aigua/polimer i polimer/oli (Anton, 2008). Mitjancant aquest procediment es
poden obtenir nanoparticules amb un diametre de particula de I’ordre de les gotes de
nano-emulsio. Tiarks et al. (2001) van aconseguir sintetitzar nanocapsules amb un
diametre de 200 nm en sistemes de nano-emulsi6 amb una composicid aigua/
dodecilsulfat sodic/ hexadeca emprant com a monomers hidrofobs diisocianat

d’isoforona i 1,12-dodecadiol.

Quan els monomers responsables de la reaccié de polimeritzacio es troben solubilitzats
en la fase dispersa i en la fase continua respectivament, la reaccid s’esdevé a la interficie
oli/aigua de les gotes de nano-emulsié (Vauthier i Bouchemal, 2009). La nano-emulsio,
per tant, estara constituida per gotes d’oli i d’un monomer lipofil, estabilitzades per
components tensioactius i dispersades en un medi aquds que conté un monomer amb una
elevada hidrofilia. Depenent de les propietats del monomer hidrofil, aquest també podria
localitzar-se a la interficie de les gotes.

Takasu i Kawaguchi (2005) van sintetitzar un embolcall poliméric obtingut per
policondensacio interficial en nano-emulsions amb estir¢ i un monomer hidrofob com a
fase interna. La reaccid de polimeritzacié va produir-se en la interficie de les gotes, en
addicionar-se una soluci6 aquosa d’un monomer hidrosoluble en la nano-emulsi6 O/W.
En els estudis de Bouchemal et al. (2004) i Montasser et al. (2007) les nanoparticules es

van obtenir combinant un procés de desplagament del solvent amb una policondensacio
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interficial. Aixi, es va emprar una fase organica constituida per un solvent organic
miscible en aigua, un monomer hidrofob, un tensioactiu hidrofob i un component olids i
una fase aquosa formada per aigua, un tensioactiu i un monomer hidrofil. La reaccid de
policondensacio es produeix en la interficie de les gotes d’oli que es formen en mesclar

ambdues fases per un procés “d’emulsificacio espontania”.

En el procés de policondensacid interficial, la naturalesa de I’embolcall polimeric que
constitueix les nanocapsules ve donada pel tipus de monomer emprat. El gruix de la
coberta polimerica, la seva flexibilitat i porositat son parametres que influeixen en la
capacitat de solubilitzacio, 1’estabilitat 1 1’alliberacid de principis actius. Aquestes
propietats depenen principalment de la concentracié de monomer i del pes molecular del
polimer obtingut (Vauthier i Bouchemal, 2009). Bouchemal et al. (2004) han descrit la
formaci6 de nanocapsules preparades per policondensacid interficial capaces
d’encapsular a-tocoferol amb una elevada eficiencia d’associacid. L’embolcall polimeric
format confereix una elevada estabilitat al principi actiu i el protegeix enfront I’efecte de

la temperatura i les radiacions ultraviolades.

1.2.3. Nanoparticules de polialquilcianoacrilat

Malgrat que els polialquilcianoacrilats no es van comengar a emprar com a polimers fins
a la década dels anys vuitanta, els corresponents monomers, els alquilcianoacriltats, han
estat utilitzats des d’inicis dels anys seixanta per a diverses aplicacions mediques, degut
a que les seves excel-lents propietats adhesives els fa capagos d’unir-se fortament a
diferents tipus de substrats, inclosos teixits vius i la pell (Vauthier, 2003). En els darrers
anys, s’estan duent a terme nombrosos esforgos dirigits cap a la sintesi de nanosistemes
capacos de travessar les barreres anatomiques 1 fisiologiques permetent una alliberacid
selectiva dels agents terapeutics en els teixits diana, per tal d’aconseguir la resposta
terapeutica desitjada minimitzant al maxim D’aparicié d’efectes adversos (Vauthier,
2007). En aquest sentit, una de les principals aplicacions dels polimers
d’alquilcianoacrilats, ha consistit en la seva utilitzaci6 per a la formacié de
nanoparticules per a I’administracié de principis actius (Soppimath, 2001; Vauthier,
2007). Entre els principis actius que han estat vehiculats en nanoparticules de
polialquilcianoacrilats cal destacar els antitumorals (Arias, 2008), els péptids (Graf,

2008) 1 els acids nucleics (Martimprey, 2009).
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Els polimers d’alquilcianoacrilat s’obtenen a partir de la polimeritzacié dels monomers
d’alquilcianoacrilat a partir de tres mecanismes: polimeritzacio lliure de radicals,
polimeritzaci6 anionica i polimeritzacié zwitterionica. Tant la polimeritzacidé anionica
com la zwitterionica sén els processos dominants ja que es poden desencadenar
rapidament a temperatura ambient. Entre els agents iniciadors cal destacar els anions
(Br, I,CH3COO’, OH™..), bases febles, alcohols, aigua i aminoacids que es poden trobar
en teixits vius.

El mecanisme de polimeritzacid anionica consisteix en un procés anionic iniciat per
especies quimiques basiques presents en el medi de polimeritzaci6. Els radicals
alquilcianoacrilat es formen principalment a partir dels ions OH™ que provenen de la
dissociaci6 de les molecules d’aigua, tot i que determinats principis actius i tensioactius
amb grups basics també podrien actuar com a catalitzadors de la reaccid de
polimeritzaci6. Aixi, com a conseqiiencia de 1’atac nucleofil dels ions OH™ sobre el
carboni electrofil dels alquilcianoacrilats es formen aquests radicals capagos de
reaccionar amb altres molécules de monomer originant primerament oligomers i

posteriorment polimers (Fig.1.10). La reacci¢ finalitza en exhaurir-se el monomer.
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Fig.1.10: Reaccio de polimeritzacié anionica dels alquilcianoacrilats on R correspon a un grup alquil.

Els polimers de polialquilcianoacrilat (PACA) permeten, tant I’obtencié de nanoesferes
com de nanocapsules. La major part dels processos de formacié de nanoparticules
descrits a la literatura es basen en la polimeritzacié dels corresponents monomers
(Couvreur i Vauthier, 1991; Vauthier, 2003; Krauel, 2005; Arias, 2008).

La formacié de nanoesferes de PACA s’esdevé per un procés de polimeritzacié en
emulsio. La polimeritzacio d’alquilcianoacrilats en emulsio per a I’obtencio de particules
d’estructura matricial com a sistemes d’administracié de farmacs va ser descrita per

primera vegada per Couvreur el al. (1979). En aquest procés la polimeritzacio €s iniciada
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per ions OH™ 1 I’elongacié de les cadenes de polimer es produeix per polimeritzacid
anionica. Per a aconseguir la formaci6 de nanoparticules, es requereix 1’acidificacio del
medi de polimeritzacid i la utilitzacié d’una concentraci6 optima de monomer (Vauthier,
2003). La mida de les nanoesferes obtingudes pot variar entre 50 i 300 nm (Vauthier,
2003). En les nanoesferes de PACA, s’han aconseguit incorporar nombrosos principis
actius, principalment de naturalesa hidrofoba (Vauthier, 2007). En els estudis de Boudad
et al. (2001) es va observar que la incorporacid de ciclodextrines al medi de
polimeritzacié podia afavorir I’eficiéncia d’associacié de farmacs hidrofils.

Les nanocapsules de PACA, es poden formar per polimeritzacié interficial en emulsions,
nano-emulsions 1 microemulsions O/W 1 W/O per a obtenir nanoparticules d’estructura
vesicular amb un nucli olids 1 aquds respectivament, adequades per vehicular principis
actius de naturalesa tant hidrofoba com hidrofila depenent de la composicid interna de
les particules (Vauthier, 2003). En el cas de les nanocapsules amb un nucli intern
hidrofil destinades a I’administracio parenteral, es poden transferir a una fase continua
aquosa, mitjancant la ultracentrifugacido de la suspensio oliosa incorporada sobre una
solucid micel-lar aquosa (Lambert, 2000).

Un dels principals inconvenients de 1’administracid intravenosa dels sistemes col-loidals
com a sistemes d’alliberaci6 controlada de farmacs, és la seva rapida eliminacid de
I’organisme per 1’accié del sistema mononuclear fagocitic. Per tal de reduir les
interaccions de les particules amb les opsonines, les quals afavoreixen el procés de
fagocitosi, es van dissenyar nanoparticules estabilitzades estéricament amb copolimers
amfifilics com els (PACA)-polietilenglicol copolimers. La sintesi de les nanoparticules
amb aquest tipus de polimers no té lloc per polimeritzacié “in situ”, ja que el polimer és
incorporat directament en les formulacions, sind que es produeix per un procés de
nanoprecipitacid o evaporacid del solvent després de la formacié d’una emulsid
(Vauthier, 2003). Mitjancant aquests metodes, s’ha descrit la formacié de nanoesferes i
nanocapsules de poli (polietilenglicol)cianoacrilat-cohexadecilcianoacrilat apropiades
per a vehicular agents antitumorals com el tamoxifen (Vauthier, 2007).

La superficie de les nanoparticules de PACA obtingudes per polimeritzacié “in situ”
també es pot modificar incorporant components amb grups nucleofils que puguin
reaccionar amb els monomers d’alquilcianoacrilat tals com polisacarids, polietilenglicol

1 metoximetil-polietilenglicol (Vauthier, 2007).
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1.2.4. Nanoparticules de poliureta i poliurea

Els poliuretans i les poliurees han sigut ampliament estudiats per a la seva utilitzaci6 en
aplicacions biomediques ja que presenten un elevada versatilitat quimica, unes
excel-lents propietats mecaniques 1 una bona biocompatibilitat (Vermette, 2001; Nair 1
Laurencin, 2007). Els poliuretans s’han emprat en I’ambit medic (principalment com a
materials bioestables) en la fabricacid de catéters, inserts vasculars, marcapassos i bosses
de sang entre d’altres (Lamba, 1998; Zdrahala i Zdrahala, 1999; Vermette, 2001). En els
ultims anys, la sintesi de poliuretans es troba cada cop més dirigida cap a I’obtenci6 de
materials biodegradables per a ser aplicats com a matrius en enginyeria de teixits
(Zdrahala 1 Zdrahala, 1999; Zhang, 2000, 2002; Grad, 2003; Guan, 2005; Guelcher,
2007; Bil, 2009) i en sistemes d’alliberacié controlada de farmacs (Bouchemal, 2004;
Bachelder, 2008; Sivak, 2008; Da Silva, 2009; Zhang, 2009; Huynh, 2010).
Concretament, Zhang et al. (2000, 2003) van desenvolupar polimers d’ureta
biodegradables i biocompatibles d’aplicacié en enginyeria de teixits basats en peptids a
partir de diisocianat de lisina, glicerol i aigua i a partir de diisocianat de lisina i glucosa.
Sivak et al. (2008) van dissenyar un sistema d’alliberacid controlada per la 7-tert-
butildimetilsilil-10-hidroxi-camptotecina basat en diisocianat de lisina i glicerol per al
tractament de gliomes malignes.

De fet, els poliuretans 1 les poliurees constitueixen un grup de polimers potencials per
aconseguir una alliberacié controlada i sostinguda de substancies biologicament actives
en cel-lules, organs o teixits diana ja que presenten una elevada reactivitat que permet
una amplia funcionalitzacid de superficies i per tant una vectoritzacid selectiva del
principi actiu (Bachelder, 2008; Da Silva, 2009; Landfester, 2009; Paiphansiri, 2009).
Ambdos tipus de polimers es poden obtenir a partir de la reaccié de policondensacid o
poliaddici6 de diisociants amb alcohols i/0 amines. Com a conseqii¢ncia d’aquesta
reaccié s’obté una estructura quimica amb dominis rigids i flexibles corresponents als
grups isocianats polifuncionals (diisocianats) juntament amb els extensors de les cadenes
polimériques i els poliols o poliamines respectivament. A continuacid es descriuen les

principals reaccions de polimeritzacid associades als diisociants.

Reaccions de polimeritzacio dels diisocianats

Els diisocianats son monomers molt utilitzats a nivell industrial per a 1’obtencio de

polimers amb diferents estructures ja que poden reaccionar amb una amplia varietat de
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compostos (Vermette, 2001; Ionescu, 2005; Thomson, 2005; Ashida, 2007; Krél, 2008).
Aquest elevada reactivitat quimica es pot explicar per les estructures de ressonancia del
grup isocianat (-N=C=0) representades a la figura 1.11. D’acord amb aquestes
estructures, la densitat electronica tant a 1’atom d’oxigen com al de nitrogen del grup
isocianat és superior a la densitat electronica present a I’atom de carboni, de manera que

aquest ultim adquireix carrega positiva (Ionescu, 2005, Thomson, 2005).

. @ . . . . ©
R—N—C=0: @ R—N=C=0: 4 R—N=C—O:
® @ -

Figura 1.11: Estructures de ressonancia dels isocianats

Aquesta distribucid de la carrega electronica comporta que el carboni electrofil de
I’isocianat sigui susceptible de ser atacat per un agent nucleofil de tipus HX-R’ com
s’indica a la figura 1.12 (Ionescu, 2005). La reactivitat d’ambdos grups es pot veure
notablement disminuida per la preseéncia d’impediment esteric sobre el grup isocianat o
sobre el grup nucleofil. Aixi mateix, els grups segrestants i donadors d’electrons també
actuen modificant la reactivitat del grup -NCO augmentant-la o disminuint-la. Els

isocianats aromatics sobn més reactius que els isocianats alifatics (Ionescu, 2005).

N=C=0: + HX—R m=mmp R—NHCOX—R’
© ®
Figura 1.12: Atac nucleofil sobre el carboni del grup isocianat

Entre els diferents agents nucleofils que poden reaccionar amb els isocianats es troben
principalment els alcohols, les amines, 1’aigua i els acids carboxilics (Vermette, 2001;
Ionescu, 2005; Thomson, 2005; Ashida, 2007; Krol, 2008).

La reaccid que es produeix entre els isocianats i els alcohols és una reaccid exotérmica a
partir de la qual s’obtenen els uretans (figura 1.13.). Per a la sintesi d’uretans, s’ha de
tenir en compte que els alcohols primaris sén més reactius que els secundaris i1 aquests al
seu torn son molt més reactius que els terciaris. Els de tipus fenolic sén els de menor
reactivitat per la preséncia d’impediment esteric sobre el grup hidroxil.

O

[
R—-N=C=0+ HO—R'=mmp R— ll\l— C— O—R’+ AH (24 Kcal/mol)

H
Figura 1.13: Reacci6 de I’ isocianat amb 1’alcohol
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Els isocianats també poden reaccionar amb les amines per formar estructures de tipus
urea (figura 1.14). La reactivitat de les amines decreix de manera semblant a
I’observada en els alcohols: amines primaries alifatiques >> amines secundaries

alifatiques >> amines aromatiques primaries > amines aromatiques secundaries.

]
R-N=C=0 + H:N—R mmmp R-N-C-N-R
H H

Figura 1.14: Reacci6 de I’isocianat amb I’amina

La reaccid entre els isocianats 1 I’aigua dona lloc a un grup urea i a I’alliberaci6 de
dioxid de carboni com a productes finals (figura 1.15). Aquesta alliberacio de gas permet
la formaci6 d’estructures poroses i des del punt de vista industrial és molt important en
I’obtencid d’escumes de poliuretd. La reaccid quimica que es produeix, és més
exotermica que la dels alcohols i s’ha de tenir sempre en compte per determinar la
concentracio necessaria d’isocianat quan s’empra un medi aquds com a medi de reaccio,

ja que cada mol d’aigua consumira dos mols d’isocianat.

R—N=C=0 + HOH—» [R —NH(ZO(_)H]—P R-NH,+ CO, 4

Isocianat Aigua Acid carbamic inestable

R —NH CONH—R’

Urea disubstituida
Figura 1.15: Reaccio de I’isocianat amb aigua

La reaccio dels isocianats amb els acids carboxilics ¢s més lenta que amb les amines,
els alcohols 1 I’aigua i com a producte final s’obté una amida i s’allibera dioxid de

carboni com es mostra a la figura 1.16.

%) (R O

] ] Il

R—N=—=C=0 + ‘H()_C—R' ‘ [ R —NH—-C—0— C—R’
Isocianat Acid carboxilic

Anhidrid inestable

. 4

]
R —NH—C-R’ + CO,|
Amida

Figura 1.16: Reaccid de I’isocianat amb 1’acid carboxilic.
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Els uretans 1 les urees formades en aquestes reaccions basiques poden actuar com a
agents nucleofils ja que presenten un hidrogen unit a un nitrogen i prosseguir la reaccid
amb els isocianats formant alofanat i biuret respectivament (figura 1.17). Ambdds
processos son reaccions en equilibri i requereixen temperatures elevades (superiors a
110°C) per a que es produeixin degut a I’efecte segrestant del grup carbonil que actua
disminuint la reactivitat. Aquestes reaccions intervenen en la ramificacié i la reticulacié

de I’isocianat i sén especialment importants quan s’utilitza un excés de monomer.

110 °C
a) R—N=C=0 4+ R—NCOO—R’ <=mp R —I\|]COO—R’
I
H R—NHCO
Isocianat Ureta Alofanat
L 110 °C )
b) R—N=C—0 + R—NCON—R’ “ R —]j!(l(')li\'—}{'
il ]|_1 R—NHCO H
Isocianat Urea disubstituida Biuret

Figura 1.17: Reaccio entre a) I’isocianat i ’ureta i b) I’isocianat i la urea (b).

Per a la sintesi de polimers a partir d’isocianats i components nucleofils s’ha de tenir
present que les molecules amb grups amino sén molt més reactives que les molécules
amb grups hidroxil. A la taula 1.2 es mostren diferents agents nucleofils ordenats en

funci6 de la seva reactivitat envers els grups isocianats (Ionescu, 2005; Thomson, 2005).

Taula 1.2: Reactivitat relativa dels isocianats enfront diferents agents nucleofils

Velocitat relativa de la reaccio
(sense catalitzador, 25°C)

Agent nucleofil Férmula

Amina primaria alifatica R-NH, 2500
Amina secundaria alifatica R,-NH 500-1250
Amina primaria aromatica Ar-NH, 5-7,5
Alcohol primari R-CH,-OH 2,5
Aigua HOH 2,5
Acid carboxilic R-COOH 1
Alcohol secundari R,-CH-OH 0,75
Urea R-NH-CO-NH-R 0,375
Alcohol terciari R;- COH 0,0125
Alcohol fenolic Ar-OH 0,0025-0,0125
Ureta R-NH-COOR 0,0025
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A més de les reaccions amb components amb hidrogen actiu, existeixen altres processos

en els que intervenen els isocianats. Els més importants sén:

e Dimeritzaci6: S obtenen uretidinediones o carbodiimides (figura 1.18).

O R
N s
AN (‘—’I\
N—-C
- TN,
2R— N=C=—0 Uretidinediona

Isocianat \

R— N=C=N—R+ CO,
Carbodiimida

Figura 1.18: Reaccid de dimeritzacio dels isocianats

e Trimeritzacid: Requereix la preséncia de determinats catalitzadors com sén
I’acetat de potassi i el tris(dimetilaminometil) fenol i com a resultat es formen
isocianurats heterociclics. Aquesta reaccid s’utilitza per a la sintesi d’escumes
d’isociantric i1 d’isociandric-ureta en preséncia d’un excés d’isocianat. El resultat

¢s un polimer altament reticulat (figura 1.19).

"H,COOK
3R—N=C=0 C&

Isocianat Isocianurat

Figura 1.19: Reacci6 de trimeritzacié dels isocianats

e Reaccid amb epoxids: Requereix catalitzadors i s’utilitza per a obtenir uretans de
tipus ciclic (oxazolidones). A la figura 1.20 es troba representada la reaccid
corresponent. Diferents autors han descrit la formacié de microparticules i
nanoparticules de poliureta utilitzant emulsions com a medi de polimeritzacid

basant-se en aquesta reaccid quimica (Landfester 2000, Yamakazi, 2002).

) R
R N j\]f—CI—\Iz
R—N=(C=0 + W/ ) C{ /C[]—R’
O (‘)f' ~0
Isocianat Epoxid Oxazolidona

Figura 1.20: Esquema de la formacié d’oxazolidones a partir d’isocianats
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e Reaccié amb anhidrids ciclics: Es formen imides cicliques (figura 1.21).

O CC
R— Ne—mC—0 + ¢ m— R—N +co]
To Co

Isocianat Anhidrid ftalic Ftalimida

Figura 1.21: Esquema de la formacié d’imides a partir d’isocianats

La utilitzacié de poliureta o poliurea com a polimer d’eleccid o co-polimer per a la
preparacié de nanoparticules comporta un ampli ventall de possibilitats en quant a
estructura quimica ja que es poden seleccionar diferents diisocianats, diols 1 extensors
de cadena. Les nanoparticules de poliureta i poliurea es poden obtenir per diferents
processos que comporten una reaccid de polimeritzacié entre dos monomers. En la
literatura, s’ha descrit la formacié de nanoparticules preparades per combinacié d’un
procés d’emulsificacido espontania amb policondensacié interficial emprant solvents
organics (Bouchemal, 2004, 2006; Montasser, 2007); per polimeritzacid no-radical en
nano-emulsions (Tiarks, 2001; Barrere i Landfester, 2001; Zanetti Ramos, 2003); per
polimeritzaci6o interficial a partir de nano-emulsions W/O (Anton, 2009) i per
policondensacid interficial tant a partir d’estructures directes (Torini, 2005; Takasu 1
Kawaguchi, 2005) com estructures reverses (Crespy, 2007) entre d’altres. Mitjancant
aquests procediments s’ha aconseguit la formacié de nanoparticules de poliureta de
diametre divers, compres entre 60 1 300 nm depenent del mecanisme de polimeritzacio, 1
s’ha aconseguit 1’encapsulacio de principis actius com 1’a-tocoferol (Bouchemal, 2004) i

I’acetat de dexametasona (Da Silva, 2009).

1.2.5. Nanoparticules d’administracio controlada de farmacs amb marcadors

de superficie

Un dels principals objectius del desenvolupament de nanoparticules com a sistemes
d’alliberacié controlada de farmacs és aconseguir controlar la biodisponibilitat del
principi actiu en 1’0rgan o teixit diana. Aquest procés implica que el vehicle on es troba
incorporat el principi actiu ha ser capac¢ d’arribar als teixits 1 c¢l-lules de 1’organisme i
fins 1 tot al compartiment intracel-lular (Vauthier i Bouchemal, 2009). Les barreres
quimiques i1 bioquimiques s6n generalment els principals obstacles responsables de la

rapida degradacid dels principis actius, requerint 1’associacié amb un determinat vehicle
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per tal de millorar la seva estabilitat. En general, els sistemes emprats per a la
vehiculitzaci6 de farmacs amb una mida suficientment petita podran difondre a través de
les diferents barreres biologiques, permetent el transport dels principis actius des del lloc
d’administracié fins 1’0rgan o teixit diana (Vauthier i Bouchemal, 2009). Malgrat
aquesta consideracid, molts dels sistemes col-loidals estudiats sén susceptibles
d’opsonitzacid i per tant son rapidament eliminats de la circulacid sanguinia, per accio
del sistema mononuclear fagocitic, impedint que el principi actiu arribi al lloc d’accio.
Per tant, a més de la mida dels sistemes emprats com a vehicles, s’han de tenir presents
les propietats de superficie, ja que jugaran un paper clau en el control del procés
d’alliberaci¢ 1 transport del principi actiu. En aquest sentit, s’han dut a terme nombrosos
esforgos per modificar 1 funcionalitzar les superficies dels sistemes d’alliberacié de
farmacs, per tal d’aconseguir una major especificitat d’accié i un major temps en
circulacid sanguinia que permeti que el farmac pugui assolir el lloc d’accié (Vauthier i
Bouchemal, 2009). A la Fig. 1.22 es troben representats els sistemes de funcionalitzacio

més utilitzats en les nanoparticules polimeriques.

0 T o s 3 & ® =

rﬁﬂﬂiﬁ Ciclodextrina PEG Polisacarid Biotina Estreptavidina Lligand Receptor Grup tiol

Fig.1.22: Representacio esquematica de les diferents funcionalitzacions que es poden dur a terme en
nanoparticules (Fig. adaptada de Vauthier i Bouchemal, 2009)

Els copolimers amfifilics son especialment utils ja que les cadenes hidrofobes s’endinsen
cap al nucli de les particules, mantenint els copolimers ancorats a les particules, i les
cadenes hidrofiles es disposen sobre la superficie conferint a la particula propietats
especifiques. Aixi la presencia de grups tiols, per exemple, confereix propietats
mucoadhesives que afavoriran la permeacid a nivell de ’epiteli intestinal (Vauthier i
Bouchemal, 2009). El recobriment amb polietilenglicol permet controlar la

biodistribucié de les nanoparticules, ja que redueix els processos d’opsonitzacid,
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permetent una major permanencia de les nanoparticules en circulacid sanguinia
(Vauthier i Bouchemal, 2009).

Entre les funcionalitzacions de superficie i els lligands que permeten un reconeixement
especific de les cel-lules diana es troben les ciclodextrines, la biotina i I’estreptavidina.
Aquestes molecules actuen principalment com a plataforma d’ancoratge per altres
lligands que podran unir-se a receptors especifics (veure Fig. 1.22) (Vauthier i

Bouchemal, 2009).
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2. OBJECTIUS

Les nano-emulsions sén emulsions amb una mida de gota molt petita, del rang de
nanometres, que poden formar-se a baixes concentracions de tensioactiu. Degut a les
seves propietats especifiques (mida de gota, elevada estabilitat cinética i1 transparéncia
optica) tenen importants aplicacions en indudstria quimica, cosmetica i1 farmaceutica
(Solans et al., 2005; Gutiérrez et al., 2008). En aquest sentit, una de les principals
aplicacions tecnologiques ¢s la seva utilitzacio com a medi de polimeritzacidé per a
I’obtencié de nanoparticules, emprant-se les gotes de nano-emulsié com a plantilles
(Anton et al., 2008). Per altra banda, les nanoparticules confereixen una rigidesa
morfologica al sistema col-loidal inicial que conjuntament amb la petita mida de
particula fan que aquestes composicions siguin idonies com a sistemes d’alliberacio
controlada de farmacs. De fet, tant les nano-emulsions com les nanoparticules es
consideren com a vehicles d’innovacid tecnologica i ocupen un lloc important entre els
nous sistemes terapéutics capagos d’aconseguir una vectoritzacid selectiva del principi

actiu.

En els darrers anys 1’elaboracié de nanoparticules a partir de nano-emulsions ha estat
ampliament estudiada, principalment en nano-emulsions obtingudes mitjangant meétodes
d’emulsificacié d’alta energia (Landfester, 2006). No obstant, s’han dut a terme
relativament poc estudis relacionats amb la formacio de nanoparticules a partir de nano-
emulsions preparades per meétodes de condensacid o de baixa energia (Santos-Magalhaes
et al., 2000; Anton et al., 2009). A més, la gran majoria d’aquests treballs fan referéncia

a composicions del tipus aigua en oli (W/O).

D’acord amb aquestes premisses, 1’objectiu principal del treball d’investigacid realitzat
en el marc de la present tesi doctoral ha estat estudiar la formacié de nanoparticules
polimeriques a partir de nano-emulsions de fase externa aquosa (O/W), obtingudes per
metodes d’emulsificacio de baixa energia, en sistemes aigua/ tensioactiu no ionic: co-
tensioactiv/ component oliés amb excipients biocompatibles 1 adequats per a
I’administracié per via parenteral i topica. Una de les fites més importants d’aquest
treball d’investigacié ha consistit en desenvolupar sistemes nanoestructurats recoberts
amb polietilenglicol 1 biomaterials que podrien incrementar la biodisponibilitat d’aquests

sistemes col-loidals.
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Aquest objectiu principal inclou els segiients objectius especifics:

1. Estudiar la formaci6 de nano-emulsions O/W mitjangcant metodes de condensacio
en sistemes aigua/tensioactiu no ionic/co-tensioactiu/ component olids.

2. Optimitzar formulacions de nano-emulsions per tal d’obtenir una mida de gota,
una polidispersitat i una estabilitat adequades per a la posterior formaci6 de
nanoparticules.

3. Estudiar I’estabilitat de les nano-emulsions O/W.

4. Incorporar principis actius practicament insolubles en aigua en nano-emulsions
O/W amb una elevada concentracio d’aigua

5. Estudiar les nano-emulsions O/W com a sistemes d’administracié de farmacs per
via cutania i transdérmica.

6. Estudiar la formacié de nanoparticules polimeriques a partir de les nano-
emulsions O/W.

7. Optimitzar les composicions corresponents a nanoparticules amb la finalitat
d’obtenir sistemes de baixa polidispersitat amb la menor mida de particula
possible que siguin adequats com a sistemes d’alliberacié de farmacs.

8. Caracteritzar 1 estudiar 1’estabilitat de les nanoparticules en suspensio aquosa.

9. Incorporar principis actius practicament insolubles en aigua en nanoparticules
polimériques amb una elevada eficiéncia d’encapsulacié i estudiar la seva

alliberacio.

El pla de treball desenvolupat per a assolir els objectius descrits anteriorment s’ha dut a

terme en dos grans blocs que es detallen a continuaci6:

Formacio, caracteritzacio i propietats de nano-emulsions O/W:

e Seleccionar tensioactius i components oliosos biocompatibles i adequats per
a la formacio de nano-emulsions i nanoparticules per a la seva administracid
per via parenteral i topica.

e Estudiar la formacié de nano-emulsions mitjangant I’estudi del comportament
fasic de sistemes pseudo-ternaris aigua/ tensioactiu- co-tensioactiu /

component olios a 25°C en condicions de no-equilibri.
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Caracteritzar les nano-emulsions obtingudes determinant el diametre de les
gotes de la fase interna mitjangant técniques de dispersié dinamica de la llum
laser (espectroscopia de correlacid fotonica).

Estudiar la influéncia de les variables de composicio en la formacié de les
nano-emulsions O/W.

Estudiar I’estabilitat de les nano-emulsions O/W determinant les variacions
del diametre de gota en funcid del temps, mitjancant espectroscopia de
correlacié fotonica (DLS).

Solubilitzar un principi actiu (ketoprofén) a les nano-emulsions seleccionades
1 caracteritzar-les una vegada s’ha incorporat el farmac per DLS.

Estudiar 1’estabilitat de les nano-emulsions O/W amb el principi actiu
incorporat mitjangant DLS, determinant les modificacions de la mida de les
gotes amb el temps.

Estudiar in vivo la tolerancia de les nano-emulsions en ser aplicades sobre la
superficie de la pell a partir de la determinacié de la cromaticitat i del
parametre TEWL .

Estudiar la permeacié cutania ex vivo del ketoprofén solubilitzat a les nano-
emulsions a la concentracié de saturacid mitjangant cel-les de difusio de
Franz.

Estudiar in vitro Palliberacié del princi actiu (ketoprofén) des de les nano-

emulsions cap a una solucid receptora.

Formacio de nanoparticules polimériques a partir de nano-emulsions O/W

Seleccionar nano-emulsions amb un elevat contingut d’aigua, amb la minima
concentracié de tensioactiu i la maxima concentracié d’oli per a obtenir un
petit diametre de gota i un baix index de polidispersitat, estables a 25°C
durant un minim de temps de 24 hores, per a la preparaci6 de nanoparticules.
Seleccionar monomers que permetin la formacid de nanoparticules
biodegradables i biocompatibles adequades per a la seva utilitzacié6 com a
sistemes d’alliberaci6 controlada de farmacs.

Incorporar els monomers a les nano-emulsions O/W 1 estudiar la influéncia

dels factors critics que intervenen en el procés de polimeritzacio.
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Caracteritzar les nanoparticules obtingudes determinant el diametre de
particula en suspensio aquosa mitjangant DLS.

Estudiar I’estabilitat de les nanoparticules determinant les variacions del
diametre de particula en funci6 del temps mitjangcant DLS.

Avaluar I’eficacia de les teécniques d’ultracentrifugacio i liofilitzacid per a
incrementar 1’estabilitat de les nanoparticules.

Caracteritzar estructuralment les nanoparticules obtingudes mitjangant
tecniques microscopiques (Microscopia Electronica de Transmissié (TEM),
Microscopia de Forga Atomica (AFM) 1 Microscopia Confocal) i
espectroscopiques (Transformada de Fourier en Espectroscopia d’Infraroig
(FT-IR).

Incorporar un principi actiu a la suspensid de nanoparticules i determinar la
concentracio maxima de farmac, I’eficiéncia d’encapsulacio i el diametre de
particula amb el principi actiu incorporat.

Estudiar in vitro 1’alliberacié del principi actiu des de les suspensions de

nanoparticules cap a una solucio receptora.

60



3. EXPERIMENTAL




Experimental

3. EXPERIMENTAL
3.1. MATERIALS
3.1.1. Principi actiu

Ketoprofen , Sigma

El Ketoprofen (Figura 3.1) és un derivat de I’acid fenilpropionic que correspon a 1’acid
3-benzoil-alfa-metilbenzoacetic. Pertany al grup dels antiinflamatoris no esteroidals
(AINEs) 1 posseeix propietats antiinflamatories, analgésiques 1 antipiretiques. El seu
mecanisme d’accid consisteix en la inhibicidé competitiva i1 reversible de la
ciclooxigenasa impedint d’aquesta manera la sintesi de prostaglandines, prostaciclines 1
tromboxa. El ketoprofén és una mescla racémica, essent el dexketoprofén (enantiomer -
S-(+)) el que posseeix una accid analgeésica més gran (Martindale, 2009; Catalogo de

Medicamentos, 2009).

O HsC_H

OH
SASH:

Figura 3.1: Formula estructural del ketoprofén

Aquest principi actiu es presenta en forma de pols cristal-lina, de color blanc o quasi
blanc i té un punt de fusié compres entre 94 i 97°C. Es practicament insoluble en aigua i
facilment soluble en acetona, alcohol i clorur de metile (Real Farmacopea Espafiola,
2005) .

Respecte a la seva farmacocingética, el ketoproféen s’absorbeix al tub digestiu assolint-se
la concentracio plasmatica maxima entre 30 1 120 minuts després de ser administrat.
Quan s’administra conjuntament amb aliments malgrat que no es modifica la seva
biodisponibilitat, es produeix un alentiment de la velocitat d’absorcid. Presenta una bona
absorcid quan s’administra per via intramuscular i rectal perd en canvi quan s’aplica per
via topica Unicament s’absorbeix una petita quantitat del principi actiu. El ketoprofeén
s’uneix un 99% a les proteines plasmatiques podent-se detectar quantitats importants de
farmac al liquid sinovial. Té una semivida plasmatica entre 1,5 i1 4 hores, es metabolitza
principalment per glucuronoconjugacié i s’excreta per I’orina (Martindale, 2009;

Catalogo de Medicamentos, 2009).
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Des del punt de vista terapeéutic s’empra per al tractament de processos patologics de
caracter reumatic i articular com [’espondilitis anquilosant, 1’osteoartritis, 1’artritis
reumatoide, la bursitis 1 la tendinitis. També s’utilitza per al tractament de la
dismenorrea, del dolor postoperatori, d’afeccions doloroses i inflamatories com la gota i
té utilitat com antitermic. Es pot aplicar en forma de gel al 2,5% per a alleugerir dolors
lleus focalitzats (Martindale, 2009; Catalogo de Medicamentos, 2009).

Com a efectes adversos es pot produir dolor en el punt d’injeccid i rarament lesio tissular
quan s’administra per via intramuscular. Per via rectal pot produir una petita irritacid
local. Esta contraindicat en pacients amb insuficiéncia cardiaca i s’ha d’utilitzar amb
precaucid en pacients amb insuficiéncia renal o hepatica. S’han descrit reaccions de
fotosensibilitat i d’hipersensibilitat i algun cas de pancreatitis associat al ketoprofen

(Martindale, 2009).

3.1.2. Excipients
Els excipients utilitzats per a la realitzacié d’aquest treball es detallen a continuacio.

3.1.2.1. Tensioactius

Cremophor ®EL, BASF (oli de rici amb 35 mols d’0xid d’etil®)

0 ?—(CHchzo)xH
1}
CHy-O-(CH,CHo0)-C{CH,);CH = CHCH,CH(CH)5CH3
ﬁ -(CHyCHy0) H
CH-0-(CH,CH,0) -C-(CHa)sCH= CHCHoCH(CHg)5CH3
ﬁ (l)-(CHchzo)zH
CHy-0-(CHyCH,0),,-C-(CH,)7CH= CHCH,CH(CH)5CH,

Figura 3.2: Estructura general dels tensioactius derivats de 1’oli de rici hidrogenat

Es un liquid oli6s, de color groc clar, transparent a temperatures superiors als 26°C i amb
una olor caracteristica (Rowe, 2009).

El Cremophor EL és un tensioactiu no ionic que s’obté a partir de la reaccié d’un mol
d’oli de rici amb 35 mols d’oxid d’etile (BASFa, 2008). Aquest tensioactiu es composa
principalment de ricinoleat de glicerina-polietilenglicol que conjuntament amb els ¢&sters
poliglicolics d’acids grassos suposa la fraccié hidrofoba del producte. Aquesta porcid
hidrofoba constitueix aproximadament un 83% de la mescla total. La part hidrofila

(17%) esta formada per polietilenglicols i etoxilats de glicerina (Rowe, 2009).
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El Cremophor EL presenta un HLB compres entre 12 i 14 1 una concentracié micel-lar
critica aproximadament del 0,02% (BASFa). Es soluble en aigua i etanol donant lloc a
solucions transparents, perd també en diferents solvents organics com alcohol etilic,
alcohol n-propilic, alcohol isopropilic, cloroform, acetat d’etil, tetraclorur de carboni,
tricloretile, benze, tolue¢ 1 xile. En escalfar és miscible en acids, alcohols i olis grassos,
com per exemple acid estearic, acid oleic, alcohol dodecilic 1 octadecilic i oli de rici i en
moltes substancies liposolubles. La seva solubilitat en aigua disminueix amb la
temperatura donant lloc a solucions aquoses terboles (BASFa).

Pel que fa a I’estabilitat, el Cremophor EL és estable en solucid aquosa amb baixes
concentracions d’electrolits. Tot 1 aix0, és susceptible de formar precipitat en preséncia
de clorur de mercuri i de determinades concentracions de compostos organics amb grups
hidroxil fenolics (fenol, resorcina i tanins). Cal destacar que les solucions aquoses amb
Cremophor EL es poden esterilitzar amb autoclau durant 20 minuts a 121°C produint-se
un enfosquiment que no afecta I’estabilitat de la formulacié (BASFa).

El Cremophor EL s’utilitza freqiientment en la industria farmacéutica en formulacions
orals, topiques 1 d’administraci6 parenteral. S’empra principalment com agent emulgent
i solubilitzant i per a la preparacié de solucions aquoses liquides que continguin olis
volatils, vitamines liposolubles i altres principis actius hidrofobs com anestésics locals,
sedants, antifingics 1 agents immunosupressors entre d’altres (Gelderblom, 2001;
Strickley, 2004, 2006). També s’ha utilitzat com a solvent per a la preparacid
d’injectables de diazepam i en la producci6 de supositoris de glicerina (Rowe, 2009). Per
via ocular s’ha emprat com a agent regulador en solucions aquoses (gotes) de
tropicamida (Carmignani, 2002). Cal destacar que en els tltims anys s’han desenvolupat
sistemes d’alliberacidé controlada de farmacs amb Cremophor EL que augmenten la
biodisponibilitat oral de principis actius com la halofantrina (Holm, 2003) i la
simvastatina (Kang, 2004).

En cosmetica és important per a la solubilitzacid de perfums 1 olis essencials en
solucions hidroalcoholiques (30-50% v/v d’etanol o isopropanol ) i com a substitutiu de
I’oli de rici en locions de mans (Rowe, 2009).

En veterinaria s’empra per a emulsionar 1’oli de fetge de bacalla, 1 altres olis 1 greixos
incorporats en productes d’alimentacidé animal (Rowe, 2009).

Els tests de toxicitat aguda i cronica consideren el Cremophor EL com una substancia no

toxica i no irritant (BASFa). Malgrat els resultats obtinguts en els estudis de toxicitat, el
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Cremophor EL pot donar lloc a reaccions d’hipersensibilitat quan s’empra a elevades

concentracions com en el cas de les preparacions de Taxol (Tije, 2003, Aronson, 2006).

Cremophor WQO7, BASF (oli de rici amb 7 mols d’oxid d’etile)

A 25°C és un liquid viscos, terbol, lleugerament groguenc que presenta una olor
caracteristica (BASFd, 2010).

S’obté a partir de la reaccid d’oli de rici hidrogenat amb 7 mols d’oxid d’etile. Es un
tensioactiu no ionic que presenta un valor d’HLB entre 4 i 6. Es insoluble en aigua i
dispersable en parafina liquida. En relacio a la seva estabilitat, és estable durant com a
minim dos anys si s’emmagatzema en envasos estancs, en lloc secs i a temperatura
ambient (BASFd, 2010).

El Cremophor WO7 s’utilitza principalment en cosmetica per a la preparacid
d’emulsions de fase externa oliosa com poden ser llets i cremes lleugeres (BASFd,

2010).

Tween® 80, ICI (monooleat de sorbita amb 20 mols d’oxid d’etile; PM: 1310 g/mol)

/{/\/O o/\i/o ®
HO
y z
o
o

w+x+y+z= 20 ( Tween 80)
Figura 3.3: Estructura general dels mono¢sters de sorbita polioxietilenat

A 25°C és un liquid olids, groguenc que presenta una olor caracteristica (Rowe, 2009).
S’obté a partir del sorbitol en un procés quimic que consisteix en I’eliminacié d’aigua
del sorbitol per a formar el sorbita (sorbitol ciclic anhidre) que sera parcialment
esterificat amb un acid gras (acid oleic), per finalment, en preséncia d’un catalitzador i
d’oxid d’etile (20 mols d’oxid d’etilé reaccionen amb un mol de sorbitol anhidre
(USP29-NF 24, 2006)), donar lloc al polisorbat (Rowe, 2009).

El Tween 80 és un tensioactiu no ionic amb un valor d’HLB de 15,0; és soluble en

etanol i aigua i insoluble en olis minerals i vegetals. Es estable en preséncia d’electrolits,
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acids 1 bases febles, pero dona reaccio de saponificacio si aquests son forts i és sensible a
I’oxidacid. Per tant, per a evitar la formacio de peroxids s’ha de conservar protegit de la
llum. En preséncia de fenols, tanins i quitrans es poden produir reaccions de decoloracid
i/o precipitacio. Pot disminuir 1’activitat antimicrobiana d’agents conservants com els
parabens (Rowe, 2009).

S’utilitza ampliament en la industria farmaceutica com a agent emulgent en la preparacio
de microemulsions i emulsions de fase externa aquosa (concentracié 1-15 %), com a
agent solubilitzant per a una amplia gamma de principis actius liposolubles (olis
essencials, vitamines liposolubles) a una concentracié compresa entre 1’1 i el 10%, i com
agent humectant en la formulaci6 de suspensions orals i parenterals (concentracid entre
0,1-3%) (Rowe, 2009; Strickley, 2006). Una altra aplicacid important dels polisorbats ¢s
que aconsegueixen millorar la biodisponibilitat oral de farmacs que son substrat de la p-
glicoproteina (Zhang, 2003)

Els polisorbats (Figura 3.3) son també ampliament utilitzats en cosmetica i alimentacid.
Malgrat les seves aplicacions en industria el Tween 80 és moderadament toxic per via
intravenosa 1 pot produir irritacid6 ocular quan s’empra a elevades concentracions

(>10%p/v) (Rowe, 2006).

Lutrol® F 68, BASF (a=80;b=27, PM promig =7680-9510) i Lutrol® F127,
BASF(a=101, b= 56, PM promig: 9840-14600)

CH,
o. o)
HO o} H
a a
b

Figura 3.4: Estructura general dels poloxamers

El Lutrol F68 (Poloxamer 188) 1 el Lutrol F127 (Poloxamer 407) sén substancies
solides 1 ceroses a temperatura ambient amb una olor molt feble, de color blanc o
lleugerament groguenc que es presenten en forma de petits granuls (BASFD).

S’obtenen per la reaccié de polimeritzacid seqiiencial d’oxids de propile i oxids d’etile.
Aixi, en condicions d’elevada pressid i temperatura, en atmosfera inert i anhidra i1 en
presencia d’un catalitzador alcali, els oxids de propile son addicionats al propilenglicol

iniciador per a formar polioxipropilenglicol. Posteriorment s’incorporen els oxids d’etile
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que donen lloc als copolimers 1 finalment es neutralitza el producte resultant amb un acid
a pH 7 (Rowe, 2009). Els Lutrols es caracteritzen perque¢ la porcido hidrofoba la
constitueix el segment d’oxid de propilé mentre que el fragment hidrofil el formen els
dos segments d’oxid d’etile (Rowe, 2009). Per tant, els Lutrols sén copolimers sintétics
d’oxids d’etile 1 oxids de propile (USP29-NF 24, 2006) (Figura 3.4))

Pel que fa a les seves propietats, ambdds Lutrols son tensioactius no ionics amb un
nimero HLB de 29 per al Lutrol F68 i compres entre 18 1 23 per al Lutrol F127. Tenen
un punt de fusid entre 52 i 57°C 1 son solubles en etanol i aigua formant solucions
translicides (es comporten com a fluids newtonians a concentracions inferiors al 60%)
mentre que sén insolubles en dietil eter, parafina i1 olis grassos. La solubilitat en solvents
organics com el clorur de metile, el cloroform i ’acetonitril és del 35, 40 1 20%
respectivament i per a 1’acetona i 1’acetat d’etil inferior al 2% en el cas del Lutrol F 68
(Rowe, 2009).

En solucidé aquosa son estables enfront 1’accio d’acids, bases i1 ions metal-lics perd donen
lloc a incompatibilitats amb fenols i parabens (Rowe, 2009).

Els Lutrols sén agents emulgents i co-emulgents, solubilitzants, dispersants 1 humectants
(Rowe, 2009). Degut a que sén tensioactius considerats com no toxics i no irritants,
s’utilitzen en una amplia varietat de formulacions farmaceutiques d’administracié oral,
parenteral 1 topica (Rowe, 2009). S’empren principalment en industria farmaceutica com
agents emulgents per a la formulacié d’emulsions d’administracid intravenosa i com a
solubilitzants (la seva capacitat de solubilitzacidé no depén de la formacié de micelles).
També s’empren com agents dispersants i humectants per a preparar dispersions solides i
per a millorar la solubilitat, 1’absorci6 1 la biodisponibilitat de principis actius poc
solubles en formes farmaceutiques d’administracié oral (Rowe, 2009). Per altra banda, el
Lutrol F68 també pot ser utilitzat com a co-tensioactiu en cremes i emulsions, com a
estabilitzant de les suspensions i com a lubricant en la formulacié de comprimits (Rowe,
2009). Una altra aplicacié és la seva utilitat com a agent emulgent en fluorocarbons
(substituts sanguinis artificials (Rowe, 2009)) i més recentment s’ha emprat en sistemes
d’alliberacié controlada de farmacs (microparticules, nano-emulsions i nanoparticules
(Calvo, 1997; Vega, 2006; Huang, 2007). Des del punt de vista terapeutic el Lutrol F 68
s’administra oralment com agent humectant i lubricant en el tractament de la constipacid
en combinacié amb un laxant, i es pot utilitzar també com a humectant en formulacions

d’administraci6 ocular (Rowe, 2009).
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Epikuron 170 (lecitina de soja purificada), Degussa Bioactives

O

2 S e o0
Y° o

Ri Ry, Ry = fatty acid residues

Figura 3.5: o- Fosfatidilcolina

L’Epikuron 170 és una lecitina purificada que s’obté a partir de 1’oli de soja a través
d’un procés de refinacid que consisteix en 1’extraccid dels lipids polars amb hexa que és
eliminat posteriorment per donar lloc a I’oli vegetal cru. Per extraccié d’aigua s’obté la
lecitina que és posteriorment assecada i purificada (Rowe, 2009).

Les lecitines es poden presentar com a liquids viscosos o en forma solida en funcié del
seu contingut en acids grassos lliures. El seu color pot variar des de marronds fins a groc
pal-lid depenent de si s’han blanquejat o no i del seu grau de puresa. S’han de mantenir
protegides de ’aire ja que s’oxiden rapidament donant lloc a un producte amb una
coloraci6 caracteristica entre groc fosc 1 marrd. Practicament son inodores i aquelles que
deriven d’olis vegetals com I’Epikuron tenen un gust insipid semblant al de 1’oli de soja
(Rowe, 2009).

Les lecitines es composen principalment de fosfatidilcolina (I’Epikuron 170 conté
aproximadament un 70% de fosfatidilcolina), fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina i
fosfatidilinositol combinats amb diverses quantitats d’altres substancies com triglicerids,
acids grassos 1 carbohidrats (Rowe, 2009).

Sén solubles en hidrocarburs alifatics, aromatics i halogenats, en oli de parafina i en
acids grassos i sOn practicament insolubles en olis freds vegetals i animals, solvents
polars 1 aigua. Quan es mesclen amb 1’aigua, les lecitines s’hidraten ja que son
substancies molt higroscopiques 1 formen emulsions. Es descomponen a pH extrems, son
susceptibles de patir degradacié microbiana i en preseéncia d’esterases s’hidrolitzen. A
temperatures elevades, les lecitines s’oxiden, s’enfosqueixen i es descomponen donant
lloc a la reaccio de Maillard (temperatures entre 160 1 180°C provoquen la degradacié en
24 hores). Per tant, s’han de conservar en envasos estancs, protegits de la llum i de
I’oxidacio (Rowe, 2009).

Les lecitines son tensioactius amfoters que s’empren en una amplia varietat de productes

farmaceutics com a dispersants, emulsificants 1 estabilitzants gracies a la seva elevada
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biocompatibilitat ja que és un component de les membranes cel-lulars que s’ingereix
normalment amb la dieta. S’inclouen en injeccions intravenoses i intramusculars 1 en
formulacions de nutricid parenteral (Benita, 1993; Klang, 1998) i productes d’aplicacio
topica com cremes i ungiients (Verma, 2004). S’utilitzen com a bases en la preparaci6 de
supositoris per a reduir-ne la fragilitat, en la preparaci6 de liposomes com a nous
sistemes d’alliberaci6 1 en les formulacions d’insulines d’administracié intranasal entre
d’altres. Son també molt emprades en la industria alimentaria i1 cosmetica (Rowe, 2009).

Pel que fa a la seva toxicitat, quan les lecitines s’administren per via topica es consideren

com no toxiques i no sensibilitzants de la pell (Rowe, 2009).

3.1.2.2. Co-tensioactius

Polietilenglicol 400 (PEG 400) i polietilenglicol 200 (PEG 200), Sigma

HO\*\O/\}‘{OH

Figura 3.6: Estructura general dels polietilenglicols

El polietilenglicol 200 i el polietilenglicol 400 es presenten com a liquids viscosos,
transparents, incolors o lleugerament groguencs que tenen una olor caracteristica i un
gust amarg que dona una lleugera sensacid de cremor. Son polimers d’addicidé que
s’obtenen per la reaccié de 1’0xid d’etile i I’aigua sota pressido en presencia d’un
catalitzador (USP 29 NF 24, 2006). Els polietilenglicols liquids sén agents molt
higroscopics i tenen una densitat a 25°C entre 1,11 1 1,14 g/cm3. Sén solubles en aigua,
acetona, alcohols, benze, glicerina 1 glicols 1 miscibles en totes les proporcions amb
altres polietilenglicols (Rowe, 2009).

Sén quimicament estables a 1’aire 1 en solucid ja que no sén susceptibles de
contaminacié microbiana i no s’enrancien. Poden ser esterilitzats mitjangant autoclau,
filtracid 1 radiacid6 gamma (Bhalla, 1983). S’han d’emmagatzemar en envasos ben
tancats, preferiblement d’acer, alumini o vidre en un lloc fresc i sec ja que es pot produir
I’oxidacid si s’exposen durant llargs periodes de temps a temperatures superiors als
50°C. Sén incompatibles amb alguns agents colorants i poden disminuir ’activitat
antibacteriana d’alguns antibiotics especialment de la penicil-lina i la bacitracina i

I’eficacia dels parabens com a conservants. La seva reactivitat quimica esta relacionada
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principalment amb els grups hidroxils terminals que poden donar lloc a la formacio
d’eters 1 esters (Rowe, 2009).

Els polietilenglicols s’utilitzen en una amplia varietat de formulacions farmaceutiques
d’administracio parenteral, topica, oftalmica, oral i rectal. En solucions aquoses els
polietilenglicols actuen principalment com a reguladors de la viscositat mentre que en
la formulaci6é d’emulsions, en preséncia d’altres tensioactius, afavoreixen 1’estabilitat. El
PEG 400 s’ha emprat també com a vehicle en formes farmacéutiques d’administracid
parenteral a concentracions fins a un 30% v/v. Els PEGs son també molt utilitzats per a
millorar la solubilitat de principis actius poc solubles en aigua (Rowe, 2009).
Recentment s’estan utilitzant en sistemes d’alliberacié controlada com hidrogels d’ureta,
microparticules 1 nanoparticules entre d’altres. S’esta estudiant també la seva utilitzacio
en el recobriment de nanoparticules d’administracid parenteral per a evitar el
reconeixement de les cel-lules del sistema reticulo-endotelial i la conseqiient eliminacio
del torrent sanguini (Fontana, 2001, Langer, 1995).

En general es consideren com a substancies no toxiques ni irritants tot i que s’han descrit
reaccions adverses associades a la utilitzacié de PEGs de baix pes molecular. Quan
s’administren per via topica poden donar lloc a reaccions d’hipersensibilitat,
especialment sobre mucoses. En pacients que presentin cremades o ferides obertes s’han
d’extremar les precaucions ja que s’han descrit casos d’hiperosmolaritat, acidosi

metabolica i disfuncio renal (Rowe, 2009).

3.1.2.3. Components oliosos
Miglyol® 812, Roig Farma,S.A (Triglicérids de cadena mitja d’acid caprilic i capric)
" H
H—C—0-—R'
H—C—0—FR?
H——C——0-—R?

H

onR, R?iR*= ~—Cc—HycH, n=6.8

Figura 3.7: Estructura general dels triglicérids de cadena mitja
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El Miglyol 812 és un liquid olids, lleugerament groguenc, neutre al gust i a I’olfacte.
Solidifica als 0°C i té una densitat a 20°C de 0,94-0,95 g/cm3 (Rowe, 2009). Es un
triglicerid (Figura 3.7) que s’obté de 1’oli extret de ’endosperma de Cocos nucifera. Es
composa d’una mescla de triglicérids d’acids grassos saturats, principalment caprilic (Cs,
50-80%) 1 capric (Cio, 20-50%) perd també d’acid caproic (<2%), acid lauric (<3%) 1
acid miristic (<1%) (Rowe, 2009).

Es soluble en acetona, benze, tetraclorur de carboni, cloroform, diclorometa, 2-butanona,
etanol, eter, acetat d’etil, isopropanol, tolu¢ 1 xile; és miscible en triglicérids de cadena
llarga i practicament insoluble en aigua (Rowe, 2009).

Malgrat que ¢s estable en un ampli marge de temperatures, es recomana mantenir el
producte entre 25 i 40°C per a la seva conservacié. Es susceptible de contaminaci6
microbiana hidrolitzant-se per ’accio de lipases i donant lloc a acids grassos lliures de
cadena mitja que produeixen olors desagradables (Rowe, 2009).

El Miglyol 812 s’utilitza en formulacions farmacéutiques d’administracié oral,
parenteral i topica degut a les seves propietats com a solvent, emol-lient i potenciador de
la permeacié. En formulacions orals, s’empra per a la preparaci6 d’emulsions,
microemulsions, solucions o suspensions de principis actius que son inestables o
insolubles en aigua (Rowe, 2009). El Miglyol 812, degut a la seva accié antiadherent 1
lubricant també es pot utilitzar en la formulacié de comprimits, capsules i dragees
(Rowe, 2009). Pel que fa a la via parenteral, s’utilitza principalment en la preparacid
d’emulsions, solucions i suspensions intravenoses. En régims de nutricié parenteral total
sol emprar-se en combinacid amb triglicerids de cadena llarga (Rowe, 2009).

Una altra aplicacié important a destacar és la seva accio terapeutica. Aixi, els triglicérids
de cadena mitja també poden utilitzar-se com agents nutricionals en malalties de
malabsorci6 de greixos com la fibrosi quistica, ja que es reabsorbeixen més rapidament
que els de cadena llarga, 1 arriben a circulacid sanguinia directament sense que sigui
necessaria la seva dissociacio i reesterificacié (Rowe, 2009).

En cosmetica, els triglicerids de cadena mitja sén emprats com a components
d’ungiients, cremes i emulsions fluides (Rowe, 2009).

Cal destacar que aquests components presenten avantatges importants respecte els
triglicerids de cadena llarga ja que s’estenen facilment sobre la pell sense deixar
brillantor, sén molt ben tolerats, penetren facilment sense produir oclusid, presenten
bones propietats emol-lients i solvents i son estables front I’oxidacid. No sén toxics ni

irritants (Rowe, 2009).
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3.1.2.4. Components aquosos

Com a component aquds per a I’elaboracié de les composicions s’ha emprat aigua
desionitzada, obtinguda per resines de bescanvi ionic i filtrada (Sistema Milli-Q®,
Millipore).

3.1.2.5. Biomaterials

Biotina, Sigma

Figura 3.8: Formula estructural de la biotina

La biotina es presenta en forma de pols blanca o de solucié incolora que s’ha de
conservar a una temperatura entre 2 i 8 °C. El seu punt isoeléctric és de 3,5 i té un punt
de fusié entre 232 i 233°C. Es soluble en aigua a una concentracié de 0,22 % p/v i etanol
(0,8% p/v) a 25°C (Real Farmacopea espafiola, 2005; USP -32 NF 26; Sigma—Aldrich a,
2008). La solubilitat en aigua augmenta amb la temperatura i en medi basic. Es soluble
en hidroxid d’amoni 2M (5% p/v), donant lloc a una solucié transparent, incolora i en
dimetilformamida (0,17% p/v). Les solucions moderadament acides 1 neutres son
estables durant mesos mentre que les basiques son menys estables (estabilitat acceptable
fins a un pH de 9). Les solucions aquoses son molt susceptibles de que es produeixi
creixement fingic, podent-se esterilitzar les solucions acides per calor (Sigma- Aldrich
a, 2008).

La biotina, també anomenada vitamina H 1 coenzim R, és un factor de creixement
present en petites quantitats a les cel-lules vives. Es pot trobar en aliments com els
llevats i la llet (Martindale, 2009). La D-biotina intervé activament en els processos
naturals de carboxilacio i es troba principalment unida a proteines o polipéptids. Es molt
abundant al fetge, ronyons i pancrees. Cal destacar que els nivells de biotina es troben

incrementats en processos tumorals respecte als teixits normals.
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Com a resultat de la uni6 amb I’avidina i1 proteines relacionades com 1’estreptavidina,
s’inactiva per les interaccions lligands-proteina, fet que s’aprofita per a diverses

aplicacions immunoquimiques (Sigma-Aldrich a, 2008).

L-Lisina, Fluka

H NH,

OH
HZN/\/\/\r

O

Figura 3.9: Formula estructural de la lisina

La lisina es presenta en forma de pols blanca cristal-lina i inodora. Es facilment soluble
en aigua (10 % p/v), poc soluble en etanol i practicament insoluble en ¢ter. S’ha de
conservar en un envas protegit de la llum (Real Farmacopea Espaifiola, 2005; Martindale,
2009).

Es sintetitza per via natural en plantes i microorganismes a partir de 1’acid aspartic i1 per
via sintética a partir de caprolactam (Lehninger, 2005). Presenta tres pka, el primer a
2,16 (grup carboxilic); un segon a 9,06 (grup a-amino) i el tercer a 10,54 que fa
referéncia al grup N-butil amino; el seu punt isoelectric esta al voltant de 9,46.

La lisina es caracteritza perque presenta grups basics a la cadena lateral que li
confereixen caracter hidrofilic. La L-lisina conté un grup N-butil amino que a pH
fisiologic es troba protonat i es degrada donant lloc a cossos cetonics (aminoacid
cetogénic). El procés de degradacid in vivo consisteix en la formacid d’acetoacetil
coenzim A mitjangant una transaminacid inicial amb a-cetoglutarat (Sigma-Aldrich b,
2009; Lehninger, 2005). La lisina és un component basic per a totes les proteines de
I’organisme 1 participa activament en el procés d’absorcio del calci, en la formacio de les
proteines musculars 1 en la produccié d’hormones, enzims i anticossos. Com que és un
aminoacid essencial no pot ésser sintetitzat per I’organisme i1 s’ha d’incorporar amb la
dieta. El requeriment nutricional diari aproximat és de 12 a 45 mg*Kg'*dia” (Tomé,
2007). Es un aminoacid que es troba present en molts cereals perd en baixes
proporcions. Entre els aliments que contenen un alt contingut en lisina cal destacar els
llegums 1 aliments rics en proteines incloent-hi el formatge, determinats peixos (bacalla 1

sardines) i els ous (Martindale, 2009).
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Estreptavidina, Sigma

Fig. 3.10: Estructura tridimensional de 1’estreptavidina unida a la biotina. a) Imatge obtinguda de la base
de dades Protein data bank. b) Imatge corresponent a la uni6 estreptavidina-biotina per ponts d’hidrogen
en la subunitat III de la proteina (Freitag, 1999)).

L’estreptavidina es presenta en forma de pols blanca liofilitzada. Cal conservar-la a una
temperatura de -20°C i és estable durant més de 3 anys en aquestes condicions. Es
soluble en aigua a 0,1% p/v o en solucid reguladora de fosfats (PBS). Les solucions en
PBS o en aigua poden mantenir-se durant mesos a 4°C o com a aliquotes congelades
durant un periode de temps superior a un any (Sigma-Aldrich c, 2008). El seu punt
isoelectric es troba compres entre 5-6.

L’estreptavidina és una proteina tetramera produida per Streptomyces avidinii que
presenta 4 llocs d’unié amb una elevada especificitat per la biotina (Fig 3.10a). Cada
monomer de la proteina s’uneix no covalentment a una molécula de biotina amb una
elevada afinitat (Lindqvist, 1996; Freitag, 1997). Cadascuna de les subunitats de la
proteina es troba organitzada en 8 fulls B antiparal-lels, formant un barril B classic,
trobant-se localitzat el lloc d’uni6 amb la biotina a un dels extrems d’aquest barril (veure
Fig. 3.10b). La uni6 amb la biotina es produeix per multiples interaccions en les que
intervenen la formacio de ponts d’hidrogen i forces de Van der Waals (Freitag, 1999).
L’estreptavidina s’utilitza habitualment com a sonda en sistemes immunoquimics i en la

formacio6 de conjugats amb anticossos, enzims i fluorocroms (Sigma-Aldrich ¢, 2008).
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3.1.2.6. Monomers

Alquilcianoacrilats: Butilacianoacrilat, Henkel; Isobutilcianoacrilat, Henkel

a) b) CN

o ©
Il %
N

Fig 3.11: a) Formula estructural del butilcianoacrilat (BCA); b) Férmula estructural del
isobutilcianoacrilat (iBCA)

Els alquilcianoacrilats sén liquids clars, incolors, amb una forta olor irritant
caracteristica (Henkel, 2003). Posseeixen una baixa viscositat que facilita la seva
manipulacié. S’han de conservar en envasos estancs 1 per a temps prolongats
d’emmagatzematge es recomana mantenir el producte a una temperatura entre 2 i 5°C. Si
es preveu la seva utilitzacidé en periodes de temps curts es poden conservar a 20°C
(Henkel, 2003). So6n molt solubles en acetona i1 immiscibles en aigua. En preséncia
d’aquesta ultima reaccionen rapidament donant lloc a un polimer insoluble (Henkel,
2003). Els alquilcianoacrilats es caracteritzen per la seva elevada reactivitat, fet que
dificulta la seva obtencid amb un elevat grau de puresa ja que tendeixen a polimeritzar
fent necessaria I’addicié d’inhibidors per a mantenir la seva estabilitat. En conseqiiéncia,
les seves propietats fisicoquimiques podrien modificar-se. Cal destacar que els
alquilcianoacrilats polimeritzen extremadament rapid en preséncia d’humitat o traces de
components basics (Vauthier, 2003).

Aquests monomers s’obtenen per via sintetica a través de diversos procediments. El més
important consisteix en la reaccid de condensacio de Knoevenagel entre un alquilacetat i
un formaldehid. Aquesta procés s’esdevé en preséncia d’un catalitzador basic obtenint-
se rapidament oligomers de polialquilcianoacrilat (polimer de baix pes molecular).
Posteriorment per accid d’elevades temperatures en condicions controlades
(estabilitzants com acids de Lewis amb petites quantitats d’inhibidors de radicals lliures
per a evitar una repolimeritzacid) s’obté el monomer d’alquilcianoacrilat per
despolimeritzacid (Nicolas i Couvreur, 2009).

Pel que fa a la seva toxicitat, en atmosfera seca (humitat relativa 50%), els
alquilcianoacrilats produeixen vapors que podrien afectar les vies respiratories i

provocar irritaci6 ocular 1 llagrimeig. Una exposicid prolongada a elevades

76



Experimental

concentracions d’aquests vapors comporta una sensibilitzaci6 1 1’aparicié de reaccions
al-lergiques. Es considera poc toxic per la pell ja que reacciona rapidament impedint que
es produeixi una reacci6 al-lérgica sobre aquesta (Henkel, 2003).

En relacié a les seves aplicacions, els alquilcianoacrilats han estat molt utilitzats en
biomedicina per les excel-lents propietats adhesives dels polimers resultants. Aixi, s’han
utilitzat com a “pegament quirtirgic” per al tancament de ferides sobre la pell i com a
material de sutura en cirurgia endovascular. En sistemes d’alliberacié controlada de
farmacs els alquilcianoacrilats també han sigut ampliament estudiats ja que donen lloc a
polimers biodegradables i biocompatibles. En els darrers anys s’han desenvolupat
nanoparticules de butil 1 isobutilcianoacrilat molt selectives en relacié al lloc d’accio 1
capaces d’evitar els processos d’opsonitzacié amb resultats prometedors en diverses

patologies (Vauthier, 2003; Nicolas i Couvreur, 2009).

Diisocianat d’isoforona, Sigma

Fig 3.12: Formula estructural del diisocianat d’isoforona

El diisocianat d’isoforona (IPDI) és un diisocianat monomeéric i cicloalifatic que
correspon al 3-isocianatmetil-3,5,5-trimetilciclohexil isocianat. A 25°C és un liquid
lleugerament groguenc, transparent, d’olor acre que presenta una baixa viscositat. El seu
punt de fusid es troba al voltant de -60°C i té una densitat de 1,058 g/ml (Alipa, 2005;
INRS, 2009). Es descompon al voltant de 260°C comportant 1’emissié de productes
nocius, principalment vapors nitrosos. S’ha d’emmagatzemar en envasos estancs
normalment d’acer inoxidable ja que és sensible a la humitat. Es miscible amb ésters,
cetones, &ters i hidrocarburs alifatics i aromatics. Es insoluble en aigua i en contacte amb
aquesta es descompon formant dioxid de carboni i poliurees solides i insolubles (INRS,
2009).

L’IPDI és un component altament reactiu capa¢ d’interaccionar amb grups hidroxil,
amina, amides 1 acids carboxilics entre d’altres (capitol 1.2.4). S’utilitza habitualment en
la sintesi de poliuretans i poliurees per a pintures, vernissos i elastomers (INRS, 2009).

Aquests poliuretans també s’han emprat en aplicacions biomediques en la fabricacio de
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catéters 1 inserts vasculars (Zdrahala, 1999) i recentment s’estan desenvolupant estudis
per a la seva aplicaci6 com a matrius en enginyeria de teixits (Guelcher, 2008).

En relacio a la seva toxicitat, I’IPDI és molt irritant per a la pell i mucoses, especialment
ocular i via respiratoria, i provoca sensibilitzacié (Alipa, 2005; INRS, 2009). S’han
descrit casos de reaccions al-lérgiques respiratories com asma 1 bronquitis cronica
associades a exposicions prolongades (Clarke, 1981; Redlich, 2001). Malgrat la seva
toxicitat quan es troba en forma de monomer, en polimeritzar, dona lloc a polimers
biodegradables i biocompatibles i en els darrers anys s’esta emprant per a I’elaboracié de
sistemes d’alliberacié controlada de farmacs en la sintesi de microparticules i
nanoparticules de poliureta i poliurea (Jabbari, 2000; Bouchemal, 2004; Zanetti-Ramos,

2006; Gaudin, 2008)

3.1.3. Solucions per analisis

3.1.3.1 Solucio reguladora de pH

Com a solucid receptora per a la realitzacio dels assaigs d’alliberacio de farmac in vitro
1 de permeacid cutania ex vivo amb nano-emulsions i nanoparticules, s’ha emprat una
solucid salina reguladora de fosfats a pH 7,4. Aquesta soluci6 tamponada s’ha preparat
per dissoluci6 de 2,38 g de fosfat dissodic, 0,19 g de fosfat monopotassic i 8 g de clorur
sodic en quantitat suficient d’aigua Milli-Q® per a preparar 1000 ml de solucié d’acord
amb la British Pharmacopeia, 2010. El pH s’ha ajustat a 7,4 amb acid ortofosforic 85%
p/v (Real Farmacopea Espaiiola, 2005).

3.1.3.2. Fase mobil per a ’analisi cromatografica del ketoprofen

La fase mobil que s’ha utilitzat per a dur a terme les analisis quantitatives dels estudis
d’alliberacid in vitro i permeacid cutania ex vivo amb nano-emulsions i nanoparticules,
esta constituida per una fase aquosa que conté 3,299 g d’acid citric, 1,733 g de clorur
sodic 10,0414 g d’hidroxid sodic dissolts en 445 ml d’aigua Milli-Q® i una fase organica
amb 550 ml d’acetonitril per HPLC, ajustant-se el pH de la soluci6 obtinguda a 3,00
amb una solucid concentrada d’hidroxid sodic 40%p/v (Real Farmacopea Espaiiola,

2005).
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3.2. INSTRUMENTAL

Els equips detallats a continuacid corresponen a |’instrumental utilitzat per a la

preparacio i caracteritzacid de microemulsions, nano-emulsions i nanoparticules; per a la

quantificacié de principi actiu solubilitzat; per als assaigs de cessidé de farmac a una

soluci6 receptora; per a la determinacio dels efectes de les formulacions sobre la pell i

per a la realitzacid dels estudis de permeacio cutania ex vivo.

Preparacio i caracteritzacio de les composicions

Per a la preparaci6 de les formulacions s’han utilitzat els segiients equips:

Balanca analitica de precisié 10™*g Mettler Toledo AB 104 i Sartorius BP 210D
(max 101 g, error 1 mg).

Banys d’aigua termostats SBS 1 Fisher Scientific DMU 12. Permeten escalfar a
temperatures fins els 100°C.

Bany d’aigua de metacrilat de metil de 15 1 de capacitat equipats amb un
termostat d’immersié (Selecta, Grant GD 120 (temperatures entre 0 1 100°C)) , 1
un criostat model EK20 (ThermoHaake®) per a controlar la temperatura.

Banys d’ultrasons P-Selecta, Clifton DHU 1 Elma Transsonic Digital (amb una
capacitat de 2,75 | 1 una freqtiéncia fixa de 40 KHz, pot treballar entre el 20 i el
140 % de la seva poténcia maxima i esta equipat amb un sistema calefactor i
termostat regulador de la temperatura fins a 80°C).

Sistema de purificacié d’aigua MilliQ®- Millipore.

Polaritzadors de llum Polaroid® .

Agitador mecanic de tubs Heidolph Reax 2000 de 200 a 2500 rpm de velocitat 1
Fisher Scientific Top Mix model FB 15024 (velocitats compreses entre 100 i
2000 rpm).

Multiagitador magnetic A-09, SBS (agitador de 3 posicions, velocitat maxima
1000 rpm) i Variomag® telesystem ( agitador de 60 posicions, amb una capacitat

de 0,1 a 50 ml per posicid i velocitat maxima d’agitacid 2000 rpm).

Per a la caracteritzaci6 de les composicions s’han emprat:

a) Tecniques de dispersio de la llum:

Espectrofotometre de correlacid fotonica (Light Scattering) Malvern Zetasizer

nano ZS (Malvern Instruments Ltd. GB), equipat amb un laser de 4mW de He-
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b)

Ne (A = 633 nm), capag de cobrir un interval de mides comprés entre 0,6 nm 1 6

um.

Tecniques de microscopia:

Microscopi electronic JEOL JEM 1010 amb cambra digitalitzadora d'alta resolucid
1 mecanisme d'inclinaci6 de mostres (+60/-60°) per a reconstruccions
tridimensionals.

Microscopi electronic de Forca Atomica Extended Multimode de Digital
Instruments-Veeco amb la sonda connectada al controlador Nanoscope IV
(Veeco, Santa Barbara, CA). Les mesures topografiques s’han dut a terme
mitjancant la modalitat de “tapping” (contacte intermitent) emprant una
micropalanca (“cantilever”) de dioxid de silici (PPP-NCH series, Nanosensors,
Neuchatel, Suissa). La punta que s’ha utilitzat presenta una constant elastica de la
molla de 42 N/m 1 una freqiiencia de ressonancia de 330 kHz. Les mostres s’han
dipositat sobre un substrat de mica fresca V1 (Ted Pella, Redding, CA).
Microscopi confocal Olympus amb dos canals de fluorescéncia i un sistema de

contrast interferencial (DIC).

Tecniques d’espectroscopia:

Espectrometre d'infraroig per transformada de Fourier Bomem MB-120. Permet
treballar a un rang de freqiiéncies corresponents a I’infraroig mig (350-5000 cm™)
amb una resolucié maxima d’l cm™. Consta d’un detector DGTS (Sulfat de
triglicina deuterada), un divisor de feix de bromur potassic, una font d’infraroig
glowbar 1 un condensador de feix. Aquest equip també disposa d’una cel-la de
diamant, de gasos i de liquids (CaF2, KBr, NaCl, ZnSe) i d’un sistema de purga

de nitrogen gas.

d) Eficiencia d’encapsulacio:

- Dispositius de filtracio-centrifugacié Centricon (Amicon bioseparations, Millipore)

amb una membrana hidrofilica de baixa absorcié (YM-100) i un diametre de porus

de 100000 Da.

- Centrifuga Sigma model 301 K. Velocitats de rotacié fins un maxim de 5000 rpm.

Per a I’estabilitat de les composicions s’han emprat:

Liofilitzador Alpha 2-4 LD plus Biobloc Scientific acoblat a una bomba de buit.
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Ultracentrifuga Kontron instruments, model Centrikon T-1170, acoblat a un
sistema de buit, capa¢ de suportar temperatures compreses entre 0 1 45°C 1 assolir

una velocitat maxima de 70000 rpm. Rotor Kontron TFT 70.13, maxim 70000
rpm.

Quantificacio del principi actiu

Cromatograf liquid d’alta resolucio6 (HPLC). Equipat amb un detector
d’absorbancia UV/vis Jasco UV- 2075 plus, una bomba Jasco PN-2080 plus, i el
connector LC-Net II/ADC Jasco. Columna Kromasil 100 C18 25x 0,46 mm,
mida de particula 5 pm. Software: EZ Start”.

Cromatograf liquid d’alta resolucié (HPLC). Equipat amb un detector
d’absorbancia UV/vis Waters 2487, una bomba binaria Waters 1525 1 un
autoinjector Waters 717 plus. Columna Kromasil 100 C18 25x 0,46 mm, mida de

particula Sum. Software: Breeze”.

Assaigs de cessio de farmac

Vasos encamisats Vidrafoc de vidre incolor amb un volum aproximat de 180 ml.

pH-metre Crison model 2001 1 pH-metre Thermo Orion 420A.

Efecte de les formulacions sobre la pell

Espectrofotometre Konika Minolta model CM-2600d. Consta de 40 sensors que
determinen la reflectancia d’un objecte per a determinades longituds d’ona
corresponents al rang de la llum visible.

Evaporimetre Aquaflux model AF102 ( Biox Systems LTD). L’aparell consta de
2 sensors localitzats a 3 i a 9 mm de la pell que determinen la humitat relativa i la

temperatura a cada punt on es troben situats.

Estudis de permeacio cutania ex vivo

Dermatomitzador Zimmer® Electric Dermatomed, Ref. 8821-06.

Cel'les de Franz Permegear”™. S’han emprat cel-les de Franz de vidre incolor amb
un diametre de 1,5 cm 1 un volum aproximat de soluci6 receptora al
compartiment receptor compres entre 5 1 6 ml

Sistemes de permeacio6 cutania model LG-1083.

81



Experimental

3.3. METODES

3.3.1. Elaboracio de diagrames de fases ternaris i pseudoternaris a 25°C

El comportament fasic dels sistemes aigua/ tensioactiu/ oli a 25°C s’ha estudiat
mitjancant 1’elaboracid de diagrames de fases pel metode de valoracié (Friberg, 1978).
Aquest metode consisteix en 1’addicié de quantitats successives i creixents d’un dels
components, generalment [’aigua, a diferents mescles binaries constituides pels
components restants. Aixi, es van preparar en tubs de vidre amb taps de rosca
composicions amb diferents relacions oli/tensioactiu. Degut a que alguns dels
components utilitzats eren solids o presentaven una elevada viscositat a temperatura
ambient les mescles es van escalfar a 70°C abans de ser homogeneitzades mitjangant
agitacid mecanica (vortex). Un cop preparades, es van deixar reposar en un bany
termostatat a 25°C 1 es va procedir a I’addicidé de quantitats successives d’aigua. Després
de cada nova addicid, les mescles es van homogeneitzar novament amb vortex i es van
deixar reposar a 25°C durant 24 hores pero no es va esperar a assolir ’estat d’equilibri.
Es considera que les composicions es troben en equilibri termodinamic, 1 per tant en
I’estat de minima energia, quan s’observen una o més fases transparents separades per
interficies. Totes les composicions preparades van ser observades visualment anotant-se
I’existéncia d’una o més fases macroscopiques, la transparéncia, translucidesa, terbolesa
o0 opacicitat de les mostres, el seu color, la seva viscositat 1 la preséncia de regions amb
birefringéncia que van ser detectades per observacio visual directa amb polaritzadors de
llum creuats.

Els diagrames de fases ternaris es representen graficament amb un triangle equilater on
cada vertex correspon al 100% del component en qiiestid 1 al 0% dels component dels
vertex oposats. Tant els components dels sistema com les mescles s’expressen en fraccio

en pes (veure Fig. 3.13).
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Figura 3.13: Plantilla dels diagrames de fases ternaris

La utilitzacié d’aquest metode permet delimitar les regions monofasiques 1 multifasiques
aixi com la presencia de zones on es forma cristall liquid laminar i/0 hexagonal

(anisotropia).

3.3.2. Preparacio de nano-emulsions

Els metodes per a la preparacid de nano-emulsions s’han classificat en funcio de la
temperatura i1 de 1’agitador emprat per a la homogeneitzacié de les mescles. A la figura
3.14 es pot observar un esquema del procés de preparacié per cadascun d’aquets

metodes.
- VORTEX (Fig 3.16a):

Pesada directa: Es pesen acuradament en tubs de vidre amb taps de rosca tots els
components per a cada composicid que es vol estudiar a temperatura ambient,
s’homogeneitzen 1 es deixen reposar en un bany termostatat a 25°C.

També es va utilitzar una variant d’aquest métode que consisteix en pesar els

components previament escalfats a 50° C.

Métode de canvi de concentraci6 a temperatura constant: Es pesen els

components tensioactius i oliosos de les diferents formulacions, s’escalfen les
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mescles a 70°C, s’agiten fins a total homogeneitzacié 1 s’addicionen lenta i
successivament petites quantitats d’aigua, escalfant el component aquos a la mateixa
temperatura 1 homogeneitzant després de cada nova addici6. Finalment les
composicions es deixen reposar a 25° C.

Aquest metode també s’ha dut a terme a la temperatura de 25 1 50°C.

- ULTRATURRAX (Fig. 3.16b):

Pesada directa: Les composicions un cop realitzada la pesada directa
s’homogeneitzen emprant diferents velocitats d’agitacié (7500, 12000 1 25000 rpm) i
aplicant una elevada forca de cisalla. Mitjangant 1’ultraturrax es van preparar

formulacions a 25°C i a 70°C.

~
o

<3
9]

Pesada directa

25°C
70°C

—

Agitacié amb vortex
—_—_— \-\f‘/-
Pesada directa Homogeneitzacié
w amb ultratrrax
—
orT

25°C, 50°C, 70°C

Canvi de concentraci6 a
temperatura constant

Fig. 3.14: Esquema corresponent al procés de preparacié de nano-emulsions O/W mitjangant a) agitacio
amb vortex 1 b) homogeneitzaciéo amb ultratirrax; T correspon al tensioactiu, O al component oliés 1 W a
I’aigua.

Per a I’obtenci6 d’algunes nano-emulsions es va combinar un metode d’emulsificacié de
baixa energia amb un metode d’alta energia. Les dispersions prévies es preparen a 70°C
pel metode de canvi de concentracid a temperatura constant i posteriorment, per a

aconseguir la formaci6 de gotes de mida més petita i homogenia, les mescles es
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sotmeten a la preseéncia d’ultrasons durant 1 hora. Finalment, les composicions es deixen

reposar a 25°C en un bany termostatat.

3.3.3. Elaboracio de nanoparticules a partir de nano-emulsions O/W

Es va estudiar la formacié de diferents tipus de nanoparticules en funcié del monomer
emprat en el procés de polimeritzacid. Els monomers seleccionats en aquest treball
d’investigacidé han estat els alquilcianoacrilats (BCA 1 iBCA), que donen lloc a les
nanoparticules de polialquilcianoacrilat, 1 els diisocianats (IPDI), a partir dels quals

s’obtenen nanoparticules de poliureta o poliurea.

3.3.3.1. Nanoparticules de polialquilcianoacrilats (PACA)

Les nanoparticules d’alquilcianoacrilats es van preparar principalment pel meétode
descrit per Couvreur et al. (1979) perdo amb una petita modificacio ja que en aquest cas
s’ha emprat una nano-emulsi6 O/W com a medi de polimeritzacio.

El metode d’emulsificacid seleccionat per a formar la nano-emulsid consisteix en
addicionar 1’aigua progressivament i a una temperatura de 70°C en la mescla
oli/tensioactiu préviament homogeneitzada (veure metode de canvi de concentracid a
temperatura constant en el capitol anterior). La nano-emulsidé obtinguda es deixa reposar
en un bany termostatat a 25° C immediatament després de ser preparada. En aquest
moment, si escau, s’acidifica la composicié amb acid ortofosforic al 85% p/v fins assolir
el pH desitjat. En alguns casos les composicions es van refredar a 4°C just abans
d’incorporar el monomer. Per a formar les nanoparticules, el monomer
(alquilcianoacrilat), ja sigui directament o dissolt en un medi organic (acetona o
cloroform), s’addiciona lentament amb ajut d’una micropipeta en la nano-emulsi6 en
continua agitacidé magnética (900 rpm). Les condicions d’agitacié es mantenen durant 4
0 24 hores depenent del pH de la composicid inicial i de la preseéncia de solvent organic.
La figura 3.15 correspon a I’esquema de la preparacid de nanoparticules de PACA pel

metode desenvolupat per Couvreur et al. (1979).
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Fig. 3.15: Esquema corresponent al procés de preparacié de nanoparticules de PACA a partir de nano-
emulsions O/W .

Les nanoparticules de PACA també es van preparar a partir d’un metode alternatiu que
consisteix en addicionar amb una micropipeta i en presencia d’ultrasons el component
oliés que ja conté el monomer d’alquilcianoacrilat solubilitzat, en la mescla
aigua/tensioactiu/co-tensioactiu (solucié micel-lar) préviament escalfada a 50°C. La
dispersio6 obtinguda es manté en el bany d’ultrasons aplicant la maxima poténcia (140%)
1 a una temperatura de 50°C durant un periode de temps de 5 hores. En aquest procés,
I’emulsificacio i la polimeritzacid transcorren paral-lelament. Finalment, la composicio

es deixa reposar a 25°C en un bany termostatat.

3.3.3.2. Preparacio de nanoparticules de poliureta i poliurea

La sintesi de nanoparticules de poliureta (PU) i poliurea (PUR) es basa en la reaccid
quimica que es produeix entre els grups hidroxil o els grups amina presents en els
tensioactius, el polietilenglicol i els biomaterials 1 els grups N=C=0O del diisocianat
(veure capitol 1.2.4 de la introduccid). Per a que tingui lloc aquesta reaccid quimica es

procedeix de la segiient manera:
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Es preparen separadament en tubs de vidre amb taps de rosca les mescles oli/tensioactiu
1 aigua/ PEG o aigua/biomaterial homogeneitzades amb vortex (2000-2400 rpm). Com a
biomaterials es van emprar lisina, biotina i estreptavidina. A continuacié s’addiciona
amb una micropipeta el diisocianat d’isoforona (IPDI) sobre la mescla oli/tensioactiu
préviament preparada i s’agita en vortex fins a la completa solubilitzacié del monomer.
Posteriorment, es procedeix a la formacié de la nano-emulsi6 O/W per addicions
successives de la mescla aquosa sobre la mescla oli/ tensioactiu/ IPDI homogeneitzant
amb vortex a una velocitat de 2500 rpm després de cada nova incorporacié del
component aquos. Per tal d’evitar que la reaccié de polimeritzacio s’esdevingui abans de
la formacio de les gotes de nano-emulsid, les formulacions es preparen a 25°C o a una
temperatura inferior. Finalment, les nano-emulsions amb I’IPDI incorporat es sotmeten a
una temperatura superior o igual a 55°C durant 4 hores per tal de formar les
nanoparticules de PU i PUR. Les composicions es deixen reposar a 25°C en un bany
termostatat. A la Fig. 3.16 es mostra un esquema del procés d’elaboracidé de les

nanoparticules de PU 1 PUR.

IPDI 0 . . —

W+B 0 & %D g a
L < g i e
o & t}ﬁ

> > °°¢ —

- || Temperatura: 25°C %o Temperatura 2 55°C #

oO+T O/T | Homogeneitzacio @ Temps: 4 hores

IPDI
~ ~ ~ < \HJYI -
Addici6 de I'lPDl a la Preparaci6 de la nano- Nan:;:lr)rlllfllspigIONV Nanoparticules de PU o PUR
mescla O/T emulsio O/W incorporat

Fig. 3.16: Esquema corresponent al procés de preparacio i formacio de nanoparticules de poliureta (PU) i
de poliurea (PUR) on O correspon al component oliés, Tal tensioactiu, W a ’aigua, B al PEG o al
biomaterial i IPDI al diisocianat d’isoforona.
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Les nanoparticules de poliureta 1 poliurea també es van preparar emprant una solucio
salina de fosfats (soluci6 reguladora de fosfats a pH 7,4) com a component aquds, en el

qual es van solubilitzar el PEG 400 o I’aminoacid lisina.

3.3.4. Disseny experimental

El disseny experimental (Box, 2008) es podria definir com una metodologia basada en
un conjunt d’eines matematiques i estadistiques amb la finalitat d’aconseguir:
1. Seleccionar aquella estratégia experimental optima amb la qual s’obtingui la
maxima informaci6 amb el nombre minim d’experiments.
2. Avaluar els resultats obtinguts garantint la maxima fiabilitat en les conclusions
que se’n derivin.
Per tal d’aplicar un disseny experimental es requereixen una o més variables
experimentals dependents o de resposta (y) que han de poder ser mesurables i el valor de
les quals dependra d’una série de variables independents (x) controlables per
I’investigador. Tot i aix0, s’ha de tenir en consideracié que les variables resposta també
es podran veure afectades per un conjunt de factors externs que no podran ésser
controlats (Montgomery, 2010).
El principal avantatge del disseny experimental enfront el metode tradicional, en el qual
s’estudia cada variable individualment, consisteix en el fet que mitjangant un disseny
factorial no només s’aconsegueix reduir notablement el nombre d’experiments sind que
també es tenen en consideraci6 les interaccions entre variables.
D’acord amb Montgomery et al. i Hinkelman et al. (Montgomery, 2010; Hinkelman,

2008) les etapes que compren un disseny factorial son:

1. Definir els objectius del disseny factorial.

2. Identificar les variables independents que podrien influir en el factor resposta i
seleccionar I’interval de valors que podrien assolir.

3. Seleccionar el tipus de disseny experimental.

4. Desenvolupar els experiments que composen el disseny factorial.

5. Analitzar i interpretar els resultats obtinguts.

Seguint les fases anteriors, I’objectiu dels dissenys factorials en la formaci6 de nano-

emulsions O/W ha estat estudiar la influéncia de les diferents variables de composicid i
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de les seves interaccions en el diametre de gota de les nano-emulsions 1 la polidispersitat
del sistema (variables resposta) determinats per DLS. Com a variables independents
s’han seleccionat el tipus i la concentracié de tensioactiu, la concentracid de co-
tensioactiu i la concentracié d’aigua. L’estudi d’aquests factors s’ha dut a terme

mitjangant dos dissenys diferents:

» Disseny factorial 4*3*2. Aquest estudi comprén un total de 24
experiments ja que s’estudien 3 factors amb 4, 3 i 2 nivells diferents.

» Disseny factorial central compost de tipus rotacional amb 2 valors axials i
1 valor central amb un replicat. Per a aquest estudi s’han realitzat un total

de 16 experiments on cada variable s’ha estudiat a 5 nivell diferents.

L’analisi estadistica dels resultats experimentals s’ha dut a terme amb el programa
Statgraphics Centurion (Statistical Graphics Corporation, USA). Mitjangant aquest
programa que realitza el tractament estadistic dels resultats a partir d’una analisi de la
variancia es poden obtenir les funcions quadratiques i les corresponents grafiques de
superficie de resposta. Aquestes funcions relacionen les diferents variables resposta
(variable dependent) amb les diferents variables en estudi (variables independents) i
posen de manifest la influéncia individual de cadascuna de les variables aixi com també
de les seves interaccions. Per a 3 variables en estudi aquesta funcid quadratica

correspondria a:
y= bo+by(x1)+Hba(x2)+b3(X3)+b12(X1X2)Fb13(X1X3) b3 (Xax3)+b 1 1(X1) Hba(x2) +b33(x3)

on y correspon a la variable resposta, b; indicaria la influéncia de la variable i i b; serien

les diferents interaccions entre les variables independents.

3.3.5. Métodes de caracteritzacio

A continuaci6 es descriuen els metodes emprats tant per a la caracteritzacié de les nano-

emulsions com de les nanoparticules.
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3.3.5.1. Espectroscopia de correlacié fotonica (Dynamic Light Scattering, DLS)

La determinaci6 del diametre de gota i de particula de les diferents composicions s’ha
dut a terme mitjangant espectroscopia de correlacio fotonica.

Les tecniques de dispersio de la llum s’utilitzen per a la caracteritzacié dels sistemes
col'loidals 1 es basen en la determinacidé del moviment Brownia dels col-loides
mitjancant la il-luminaci6 de les particules amb Ilum laser i1 I’analisi de les fluctuacions
de la intensitat de la llum dispersada a un angle constant en funcidé del temps. Existeix
una relacio entre el moviment Brownia 1 la mida de les particules ja que les particules de
mida més petita es desplacen més rapidament que aquelles que presenten una mida més
gran. L’instrument emprat (Zetasizer nano ZS) consta d’un correlador digital que
determina principalment el grau de similitud entre dos senyals en un determinat interval

de temps (veure Fig. 3.17).

Laser
Detector
Atenuador (173°) A 4
- Correlador
Cel'la _a. 4
[ -
ran

Ordinador

Fig 3.17: Esquema general dels components que constitueixen un equip d’espectroscopia de correlacié
fotonica. L equip Zetasizer nanoZS mesura la intensitat de llum dispersada a un angle de 173°.

La funcié d’autocorrelacié de la intensitat (g (q,ts)) mesura aquest grau de similitud
entre la intensitat dispersada a qualsevol temps i la intensitat després d’un cert temps, tq.
Quan es representa graficament la funcié de correlacido entre zero (abseéncia de
correlacid) 1 1 (correlacid ideal) en funcio del temps per a particules de mida gran i petita
(veure Fig 3.18) s’observa que la disminucio de la intensitat es més rapida per a les

particules més petites ja que aquestes es mouen més rapidament i dispersen menys llum
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(la intensitat de llum dispersada d’un col-loide €s proporcional a la sisena poténcia del

seu diametre d’acord amb 1’aproximacid de Rayleigh).

Correlaci6 ideal

8

Correlacio

Ay &“HHH__ Particules grans
\ Particules petitesh_h""'-——-._____
0 e T
t=0 t= o0

Fig 3.18: Funcid de correlacid entre 0 i 1 en funcié del temps per a particules de mida gran i particules de
mida petita (Malvern Inst., 2003).

Per a una dispersio de particules esferiques monodispersa la funcié de correlacid es pot

expressar per 1’equacio:

g(q,ta)= A+ B-exp (—2D0-q2~td) (Berne i Pecora,1976)

on A es la linia base, B el factor de les constants Optiques de la mesura i de la
composicié a estudiar, Dy el coeficient d’autodifusid i q el modul del vector de dispersio.
Per a les nano-emulsions 1 nanoparticules estudiades, el valor del coeficient de difusio
Dy s’ha determinat mitjancant el métode dels Cumulants (Finsy, 1994). Aquest model
matematic assumeix que les gotes o particules presenten una distribucié monomodal del
diametre de gota o particula. D’acord amb I’equacio anterior, el radi hidrodinamic de les

gotes, Ry, es pot determinar a partir de I’equacié d’Stokes-FEinstein:

Ry=kT/ 67‘51]]:)0

on k correspon a la constant de Boltzman, T a la temperatura absoluta i n| a la viscositat
de la fase externa. Les determinacions de les mides del diametre de gota (nano-
emulsions) i del diametre de particula (nanoparticules) s’han realitzat a un angle fix de
173°, un index de refraccio d’1,33, essent la viscositat de la fase externa de 0,8872 cP.

La utilitzaci6é del Zetasizer nano ZS també permet transformar a partir de la teoria de
Lorenz-Mie, que assumeix ’esfericitat de les particules (Xu, 2002), les fluctuacions de

la intensitat de llum dispersada en volum i aquest al seu torn en nombre.
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3.3.5.2. Microscopia electronica de transmissio (TEM)

La microscopia electronica de transmissio ha permes observar la morfologia de les nano-
emulsions 1 les nanoparticules de polialquilcianoacrilat, poliureta i1 poliurea.

Aquesta técnica microscopica es basa en I’aprofitament dels fenomens fisico-atomics
produits per un feix d’electrons que emet un filament incandescent, generalment de
Tungste, que son accelerats electrostaticament 1 dirigits per mitja d'unes lents cap a la
mostra a estudiar. Dels fenomens que es produeixen com a conseqiliencia d’aquesta
col-lisio es pot obtenir una informacié tant morfologica com analitica (microanalisi).
El fet de treballar amb un feix d’electrons implica que a I’interior del microscopi s’ha de
produir un elevat buit amb la finalitat de garantir que els electrons segueixin trajectories
lliures 1 no col-lisionin amb els atoms procedents dels gasos. La mostra a estudiar ha de
poder suportar aquesta situacid d’alt buit sense malmetre’s i conseqiientment requerira

uns processos de preparacio previs (SCT-UB, 2009).

a) . ] i b)
INTERAGGIH BLESTRG'~ ATRRIK ACCIO DEL FEIX ELECTRONIC SOBRE
UN ATOM DE L’ESPECIMEN
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Fig 3.19: a) Conjunt de senyals generats quan un feix accelerat d’electrons interacciona amb una mostra
(SCT-UB, 2009); b) Conjunt de senyals generats quan un feix electronic incideix sobre un atom d’un
espécimen (SCT-UB, 2009)

En el microscopi electronic de transmissié (TEM), els electrons, en col-lisionar amb la
mostra son dispersats selectivament com a conseqiiencia de I’heterogeneitat d’aquesta.
Aquells que es dispersen en menor proporcié son els que s’aprofiten per a produir la
imatge que, per tant, correspon fonamentalment a I’abséncia d’estructura. La imatge, per
mitja de diverses lents electroniques, es va engrandint successivament fins que finalment
s’aconsegueix visualitzar-la en ser projectada damunt d’una pantalla fluorescent.
Posteriorment, ¢s enregistrada en plaques fotografiques especials o bé és captada per una

camera digitalitzadora. En ultim terme, la imatge ¢&s digitalitzada, processada i
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emmagatzemada en un ordinador. La microscopia electronica permet obtenir imatges
amb informaci6 ultraestructural a augments que oscil-len entre 200 i 500.000 x i fins a

un limit de resolucié de 0,3nm (SCT- UB, 2009).
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Fig. 3.20: Esquema representatiu de les diferents unitats que composen un Microscopi Electronic de
Transmissié (SCT-UB, 2009)

La preparacid de les mostres (nano-emulsions 1 nanoparticules) per a la seva observacio
en TEM ha consistit en una tincié negativa amb acetat d’uranil a 1’1%. S’han utilitzat
reixetes de coure recobertes amb una fina pel-licula de carbd. Sobre un fragment de
Parafilm es dipositen separadament 20 ul de la formulacio, 50 pl d’aigua (de dues a tres
gotes depenent de la concentracid de la mostra) i 20 pl del colorant, en aquest ordre.
Amb I’ajut d’unes pinces es diposita la reixeta sobre la mostra deixant-la en contacte
durant 1 minut; després d’aquest temps, assecant amb paper de filtre, s’elimina ’excés
de mostra i es repeteix el mateix procediment amb les gotes d’aigua amb la finalitat de
diluir la mostra fins a la concentracié Optima per a la seva observacid. Finalment la

mostra es tenyeix amb el colorant i es deixa assecar en una placa de petri.
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3.3.5.3. Microscopia confocal

La tecnica de microscopia confocal s’ha emprat per a caracteritzar les nanoparticules de
poliurea preparades amb biotina després de ser marcades amb un complex fluorescent
que es troba unit a I’estreptavidina.

La microscopia confocal permet obtenir una informacid molt acurada i selectiva de
I’estructura tridimensional d'un objecte microscopic. Mitjangant una font de llum laser
que es concentra en el pla de 1'objecte, la llum reflectida o la llum fluorescent emesa, es
dirigeix cap a un fotomultiplicador a través d'un diafragma. L'ordinador de I'equip
mostra cada punt com un pixel en la pantalla. La imatge completa s’obté gracies a que
el punt de llum es va movent sobre la totalitat de I'objecte 1 mitjancant un rastreig la
imatge ¢€s generada simultaniament en el monitor. La intensitat de la il-luminacid i la
sensibilitat del diafragma permeten assegurar que Unicament la informacio del pla focal
arriba al detector. El microscopi confocal és capag¢ de crear imatges de seccions Optiques
de la mostra amb un important increment de la resoluci6. Una platina amb desplacament
d'alta precisio combinada amb el software de l'ordinador, permet focalitzar diferents
plans, reproduir tota la série d'imatges i emmagatzemar-les en suport informatic.
Aquesta informacid emmagatzemada pot emprar-se per a crear imatges tridimensionals,
fer mesures topografiques, estudis de col-localitzaci6 i quantificacions entre d’altres

(SCT-UB, 2009)

El fonament del microscopi confocal és molt important en microscopia de fluorescéncia
ja que elimina la llum provinent de plans focals diferents al qué s’esta treballant de tal
manera que el sistema produeix imatges de fluorescencia amb una claredat i resolucio

optimes (SCT-UB, 2009).
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Fig 3.21: II'lustracio esquematica dels elements que composen un microscopi confocal

L’observacio de les mostres s’ha dut a terme en suspensid aquosa després de deixar
incubar les nanoparticules amb el complex fluorescent (atto 565 Streptavidin) durant 30
minuts a temperatura ambient. La dilucié emprada ha estat d’1:500 en relacié a una
soluci6 mare amb una concentracié d’lmg/ml d’atto 565 streptavidin. EI complex
fluorescent unit a I’estreptavidina és un derivat de la rodamina i presenta una longitud
d’ona de maxima absorcid6 de 563 nm i una A maxima d’emissi6 de 592 nm. Les
composicions s’han observat en un microscopi confocal Olympus equipat amb dos
canals de fluoresceéncia i un sistema de contrast interferencial (DIC). S’ha emprat un
laser amb una A de 543 nm que permet detectar fluorocroms que emeten a la franja del

groc taronja.

3.3.5.4. Microscopia de for¢ca atomica (AFM)

La microscopia de forga atomica s’ha utilitzat per a caracteritzar les nanoparticules de
poliureta 1 poliurea determinant la morfologia 1 la homogeneitat estructural de les
composicions.

Aquesta teécnica microscopica permet obtenir imatges de la superficie de la mostra a
partir de les interaccions per forces mecaniques que es produeixen entre la punta del
microscopi 1 la mostra a estudiar. Aquestes forces poden ser de curt abast i per tant,

forces de repulsié degudes a la interaccié entre la densitat electronica dels atoms de la
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punta i de la mostra, o bé de llarg abast on predominen les forces tipus Van der Waals
(atractives) 1 les forces magnetiques i/o electriques (d’atraccid o repulsid). Els valors de
les forces d’interaccid depenen de la distancia existent entre una punta acoblada a una
micropalanca i la superficie de la mostra i es determina mitjangant mesures precises dels
desplacaments d’aquesta sonda sobre la mostra.

El microscopi de forga atdmica es troba constituit doncs, per una punta que escaneja la
superficie de la mostra. En conseqiiencia, en funcidé de la topografia, la micropalanca
realitzara un moviment de deflexio vertical en sentit positiu (cap amunt) o negatiu (cap
avall). Durant aquest procés també es produeix una deflexio lateral degut a la friccio del
material amb la mostra. Ambdos processos soén enregistrats en un fotodetector a partir
del canvi d’angle d’un feix de llum laser reflexat sobre la superficie superior del
microflexe (micropalanca). Durant la presa de les imatges intervé un mecanisme de
retroaccid que permet mantenir constant la for¢a que exerceix la punta sobre la mostra.
A la Fig. 3.22 es pot observar una il-lustracié esquematica dels diferents components de

I’AFM.
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Figura 3.22: a) [l'lustracié esquematica d’un microscopi de forces atomiques (Diaz Marcos, 2005) i b)
I'lustracié esquematica de la deteccio de fases i de la imatge de fases en la modalitat de “tapping”. La
fase d’oscillacié de la sonda es modifica en el precis moment en que la sonda interacciona amb la
mostra (Magonov i Yerina, 2005).

Els microscopis de forga atdmica poden emprar-se en la modalitat de contacte on la

punta es situa a una al¢ada de 0,1 a 0,3 nm de la superficie de la mostra i per tant
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predominen les forces de repulsio o en la modalitat de no contacte, a distancies entre 1 1
2 nm 1 per tant, predomini de les forces d’atraccio. En la modalitat de “tapping”, la
micropalanca realitza moviments oscil-latoris a una freqiiencia de ressonancia degut a la
preséncia d’un transductor piezoeléctric produint-se aixi, un contacte intermitent entre la
punta 1 la mostra. D’aquesta manera s’eviten les forces d’arrossegament lateral que
podrien deformar les mostres. En la modalitat de “tapping” es mesura doncs I’amplitud
de vibracio i no la deflexi6 (veure figura 3.23b).

L’ AFM permet realitzar tant estudis a nivell topografic com d’imatge de fases obtenint-
se informaci6 dins del rang nanometric de 1’estructura superficial.

Els estudis s’han dut a terme en un microscopi electronic de forga atomica Extended
Multimode de Digital Instruments-Veeco connectat al controlador Nanoscope IV.

Per a I’observaci6 de nanoparticules de poliureta i poliurea mitjancant AFM es va
aplicar el procediment descrit a continuacio:

Sobre una superficie de mica fresca V1 de dimensions 1*1 cm i préviament netejada
amb cinta adhesiva, es dipositen 50 pl de la suspensié de nanoparticules diluida a una
concentracio adequada per a la seva observacié. En la major part de les composicions es
va emprar un factor de dilucié 1:125. La formulacio s’estén sobre la mica formant una
pel-licula molt fina de rugositat inferior a I’algada de la punta. Per tal d’aconseguir la
fixacio de les nanoparticules al substrat de mica fresca, les preparacions es deixen
assecar a I’interior d’una cambra amb atmosfera de nitrogen durant un temps minim de
12 hores. Les imatges d’AFM es van obtenir per la modalitat de “tapping” utilitzant un
micropalanca de dioxid de silici amb una constant elastica de la molla de 42 N/m i una
freqliencia de ressonancia de 330 kHz. Es van realitzar estudis tant de topografia com de

contrast de fases.

3.3.5.5. Espectroscopia d’Infraroig per Transformada de Fourier (FT-IR)

L’estructura quimica dels polimers que conformen I’embolcall poliméric de les
nanoparticules de poliureta (PU) i poliurea (PUR) s’ha caracteritzat per Espectroscopia
d’Infraroig per Transformada de Fourier (FT-IR)

L’espectroscopia d’infraroig €s un tipus d’espectroscopia d’absorcid que utilitza la regio
corresponent a I’infraroig de I’espectre electromagnetic. L’espectre d’infraroig consta de
3 zones ben diferenciades: 1’infraroig proper que comprén I’interval 13330-4000 cm™,

I’infraroig mig amb unes freqiiéncies entre 4000 i 400 cm™ i finalment I’infraroig llunya
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que correspon a la regié entre 400 i 10 cm™. Aquesta técnica espectroscopica consisteix
en I’estudi de les vibracions moleculars que es produeixen en interaccionar una radiacio
electromagnetica amb la matéria. Els enllagcos quimics de les substancies presenten
freqliencies de vibracio especifiques corresponents als nivells energétics de la molécula.
Quan es fa incidir un feix de llum sobre una molécula amb una energia corresponent a la
seva freqliencia de vibracid, aquesta llum pot ésser absorbida (la molécula experimenta
un canvi en el seu moment dipolar durant la vibracid) i en conseqiieéncia apareix un
senyal en I’espectre d’infraroig. En 1I’Espectroscopia d’Infraroig per Transformada de
Fourier la llum d’infraroig, en totes les longituds d’ona de la regi6 a estudiar (infraroig
mig:2,5-15 um), és dirigida cap a la mostra a través d’un interferometre. Una vegada ha
interaccionat amb la mostra els senyals determinats son analitzats i s’obté un
interferograma on es troben representades totes les freqiiencies de vibracid. Cal destacar
que la informacié obtinguda en D’espectre d’infraroig ¢és caracteristica de cada
substancia 1 per tant es podran caracteritzar diferents molécules amb un cert grau
d’especificitat. Tot 1 aix0, aquesta técnica s’empra habitualment per analisis de tipus

qualitatiu i no quantitatiu degut a la seva relativa baixa sensibilitat.
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Fig. 3.23. Configuracié optica d’un espectrometre d’infraroig per transformada de Fourier (SCT-UB,

2009).

La preparacid de les mostres per a dur a terme les analisis espectroscopiques ha

consistit en aplicar una pel-licula molt fina del liofilitzat de la suspensid de
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nanoparticules (veure capitol 3.2.6.2) sobre una “pastilla” préviament elaborada de
bromur potassic que actua com a suport. La pastilla de KBr sobre la qual s’ha dipositat
la mostra ha estat premsada a elevades pressions (premsa hidraulica) per assegurar la
seva translucidesa. El bromur potassic es caracteritza perqué no absorbeix la radiacid
infraroja de tal manera que la informacié obtinguda en [I’espectre d’infraroig
correspondra Unicament a la mostra analitzada. Una vegada preparades, les
composicions s’han caracteritzat en un Espectrometre d'infraroig per transformada de
Fourier, Bomem MB-120, amb un rang de freqiiéncies de treball de 350 a 5000 em’ i

., . . -1
una resolucio maxima d’lcm™ .

3.3.6. Estudis d’estabilitat de les nano-emulsions i nanoparticules

Per a estudiar I’estabilitat cinética de les nano-emulsions, les composicions es van deixar
reposar en un bany termostatat a 25°C durant un llarg periode de temps (superior a 1
any). Per tal de mantenir la temperatura constant, els banys d’aigua de metacrilat de
metil es van equipar amb un termostat d’immersié (Tectron bio P Selecta) 1 un criostat
(ThermoHaake®). La temperatura es va comprovar experimentalment amb un
termometre de mercuri. Periddicament es va realitzar una valoracidé macroscopica de les
nano-emulsions anotant la pérdua de transparencia (indicativa d’un procés de maduracio
d’Ostwald o coalescencia), I’aparicié de fenomens de sedimentacid ja sigui directa o
inversa i els canvis en la viscositat de les mescles.

Paral-lelament, I’estabilitat cinética de les nano-emulsions seleccionades es va estudiar
determinat I’increment en el diametre de les gotes que constitueixen la fase interna i la
polidispersid del sistema en un periode de temps de 4 mesos mitjangant espectroscopia
de correlacio fotonica (DLS). Aquests estudis també van permetre determinar el

principal mecanisme implicat en la desestabilitzacié de les formulacions.

Els estudis d’estabilitat en les nanoparticules també van consistir en una valoracid
macroscopica de les composicions i en la determinacié del diametre de particula
mitjangant espectroscopia de correlacid fotonica. Tot i que les determinacions amb DLS
es van realitzar a 25°C, les nanoparticules de poliurea preparades amb estreptavidina 1
biotina es van emmagatzemar en nevera a 4°C per preservar millor la integritat dels
biomaterials. Les nanoparticules de poliureta amb polietilenglicol i les de poliurea amb

lisina es van mantenir a 25°C en un bany termostatat. Els estudis es van dur a terme
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durant un periode de temps de 6 mesos. La valoracié macroscopica va consistir en la
deteccié de canvis en |’aspecte de les composicions, principalment [’aparicié de
precipitat. Un dels principals mecanismes d’inestabilitat en les nanoparticules en
suspensid ¢s el fenomen d’agregacid. Amb la finalitat d’evitar aquesta agregacid i
millorar I’estabilitat de les composicions, es va estudiar el procés d’ultracentrifugacié i
de liofilitzacid en les nanoparticules de PU 1 PUR. A continuacié s’expliquen cadascun

d’aquests processos.

3.3.6.1. Ultracentrifugacio

La ultracentrifugacié es una técnica separativa que permet aillar les nanoparticules del
medi en el que es troben suspeses mitjancant 1’aplicacid d’un elevat camp centrifug
generat a partir de la rotacio al voltant d’un eix a gran velocitat, que supera en escreix la
forca de gravetat. El procés d’ultracentrifugacio es va dur a terme amb una
ultracentrifuga Kontron (Centrikon T-1170) acoblada a un sistema de buit i emprant un
rotor Kontron TFT 70,13 capag¢ de suportar una velocitat maxima de 70000 rpm. En
tubs de centrifuga kontron es dipositen aproximadament dos grams de la suspensié de
nanoparticules (poliuretda i1 poliurea) préviament preparades i1 preservades a una
temperatura de 4°C durant 24 hores. Les composicions es centrifuguen a 40000 rpm
durant 1 hora a una temperatura de 10°C. En finalitzar el procés, s’elimina el
sobrenedant 1 es recull el concentrat de nanoparticules (“pellet”). El sediment recollit es
desseca a 25°C fins a I’eliminacié de ’aigua en un dessecador de vidre emprant silica gel
com agent dessecant i clorur de cobalt com a indicador d’humitat. Les mescles es
reconstitueixen amb aigua MilliQ fins a completar el pes inicial i s’homogeneitzen

durant 1 minut aplicant inicament agitacié mecanica (vortex).

3.3.6.2. Liofilitzacio

En el procés de liofilitzacid, I’eliminacid de 1’aigua (deshidratacid) es produeix per
sublimaci6 en preséncia d’un alt buit després de congelar la mostra a baixes
temperatures. Les nanoparticules de poliureta (PEG 400) i les de poliurea (lisina) es van
liofilitzar en un liofilitzador model Alpha 2-4 LD plus de Biobloc Scientific acoblat a
una bomba de buit. Immediatament abans d’introduir les composicions en el
liofilitzador, les suspensions de nanoparticules es submergeixen durant 5 minuts en una

mescla de neu carbonica i acetona per a la seva congelacio. Amb aquesta mescla
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s’aconsegueix una temperatura de -78°C. Depenent de la composicid de les formulacions
pot ser necessaria la incorporacid de crioprotectors. Per a la liofilitzacié de les
nanoparticules de PU i PUR no es va addicionar cap crioprotector ja que les mostres no
es van alterar en ser congelades a tan baixa temperatura. Les condicions inicials de
liofilitzacié sén de -89°C 1 una pressio de buit de 0,1 mbar o inferior. El temps de
liofilitzacié depeén en gran mesura del volum i del tipus de mostra. Per a aconseguir la
transici6 d’estat solid a estat gasds de I’aigua continguda en 5 ml de suspensio de
nanoparticules, les mescles van romandre en el liofilitzador durant 48 hores. Les mostres
liofilitzades s’emmagatzemen a 25°C en un dessecador de vidre per evitar la captacio
d’humitat. Per a realitzar la reconstitucidé de les suspensions s’addiciona la quantitat
corresponent d’aigua milliQ al liofilitzat. Les mescles s’homogeneitzen mitjancant
agitacié mecanica durant 1 minut. Finalment, les composicions es caracteritzen per DLS

a 25°C.

3.3.7. Solubilitzaci6 de ketoprofén en nano-emulsions i nanoparticules
seleccionades

La solubilitzacié de ketoprofén en nano-emulsions s’ha dut a terme mitjancant dos
processos diferents depenent de com s’incorpora el farmac en les mescles, una vegada ja
constituida la nano-emulsié (determinaci6 de la concentracié6 maxima de
solubilitzacié) o bé en la mescla oli/tensioactiu prévia addicio de I’aigua (solubilitzacié

d’una concentracio determinada de ketoprofén).

Per a determinar la concentracié maxima de solubilitzacié, les nano-emulsions
seleccionades es preparen a 70°C mitjangant ’addicié lenta 1 successiva de petites
quantitats d’aigua a les mescles oli/tensioactiu o oli/ tensioactiu/co-tensioactiu
previament homogeneitzades per agitacié mecanica. Després de cada nova addicio les
mescles s’agiten amb vortex fins a esdevenir homogenies per a reduir al maxim I’index
de polidispersitat de la composici6 final. Un cop preparades es deixen reposar a 25°C en
un bany termostat .

La determinaci6 de la solubilitat maxima de ketoprofén consisteix en [’addicid de
quantitats exactament pesades de principi actiu a una quantitat coneguda de nano-
emulsié de manera que cada vegada es produeix un increment aproximat de la
concentracio del 0.1%. Després de cada addicid, les mostres es sotmeten a ultrasons

durant 15 minuts (si és necessari s’aplica calor), s’homogeneitzen amb vortex i es deixen
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reposar a un bany termostatat a 25°C durant 24 hores. Finalment es procedeix a
I’observacio visual de les mostres amb llum normal i polaritzada determinant si s’ha
produit algun canvi en la transparéncia, aparicié de precipitat, formacié de cristalls
solids macroscopics, separacido en fases i birrefringéncia. La deteccid de qualsevol
d’aquests fenomens ¢€s indicativa de que no es pot solubilitzar més principi actiu en la

nano-emulsio i s’ha assolit per tant la concentracid maxima solubilitzada.

Per a preparar nano-emulsions amb una concentracio determinada de ketoprofen, es
pesen acuradament les mescles oli/tensioactiu o oli/tensioactiu/ co-tensioactiu, depenent
del sistema, s’escalfen a 70°C i s’homogeneitzen amb vortex. A continuacio s’addiciona
la quantitat de ketoprofén exactament pesada que correspon a la concentracid desitjada
de farmac en la nano-emulsi6. Les mescles amb el ketoprofén incorporat s’escalfen a
70°C 1 s’homogeneitzen amb agitacié mecanica fins a la total solubilitzacié del principi
actiu. En algunes composicions i per a concentracions de ketoprofén > 1% en pes
s’apliquen ultrasons per tal d’afavorir la solubilitzacié d’aquest. Finalment, s’addiciona
lenta i1 progressivament el component aquds préviament escalfat a 70°C. Les dispersions
obtingudes es deixen reposar en un bany termostatat a 25°C. Les nano-emulsions sén
observades visualment amb llum normal 1 polaritzada. Posteriorment, es determina el
diametre de gota i I’index de polidispersitat per DLS.

La incorporaci6 de ketoprofén en les nanoparticules de poliureta i poliurea inicament
s’ha dut a terme una vegada preparades les formulacions ja que el grup carboxilic
present en el principi actiu, és susceptible de reaccionar amb el diisocianat impedint la
formacié de I’embolcall polimeric. Aixi, les nanoparticules de PU i PUR es preparen a
partir de nano-emulsions tal i com es descriu al capitol 3.2.3.2. de I’apartat de material i
metodes. Després de reposar 24 hores en un bany termostatat a 25°C, s’addicionen
quantitats exactament pesades de ketoprofén en una quantitat coneguda de suspensio de
nanoparticules. Les composicions es sotmeten durant 15 minuts a un bany d’ultrasons
amb gel per evitar que s’incrementi la temperatura durant la solubilitzacio,
s’homogeneitzen amb agitacié mecanica i es deixen reposar 24 hores a 25°C per a la
seva observacio. Aquest procediment es repeteix n vegades fins que s’observa algun
canvi en l’aspecte macroscopic de la composicid que indicaria que ja no es pot

solubilitzar més principi actiu en la formulacié.
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Per a preparar composicions amb un 0,5 o un 1% en pes de ketoprofén es procedeix de la
mateixa manera perod en aquest cas, la quantitat de principi actiu necessaria per a assolir
la concentracié requerida en la dispersid, s’incorpora en una unica addicid. Les
composicions es sotmeten a ultrasons fins que visualment ja no es detecta la presencia
del farmac. Una vegada solubilitzat el ketoprofén, les supensions de nanoparticules es

deixen reposar en un bany termostatat a 25°C.

La determinaci6 de la maxima concentracié de ketoprofén solubilitzada es va realitzar
per HPLC. Préviament, les composicions es deixen reposar un minim de 24 hores en un
bany termostatat a 25°C per tal d’afavorir la sedimentacié dels cristalls de principi actiu
que es formen en excedir la concentracid de saturacid. Per a poder quantificar el
ketoprofén solubilitzat, es va dur a terme una diluciéo 1:200 de les composicions a

analitzar. Les condicions de I’analisi cromatografic van ser les segiients:

- Equip: HPLC Waters; detector UV/vis Waters- 487, bomba binaria Waters
1525. Autoinjector Waters 717 plus.

- Columna de fase reversa: Kromasil 100 C18 25x 0,46 cm, mida de particula 5
pm.

- Fase mobil: Esta constituida per una fase aquosa (3,299 g d’acid citric, 1,733 g
de clorur sodic, 0,0414 g d’hidroxid sodic (quantitats per a preparar 1 1 de
solucio), 45,5 % d’aigua) i una fase organica: 55% d’acetonitril. El pH de la fase
aquosa es va ajustar a 3,00.

- Flux: Iml/min.

- A detector: 233 nm.

- Volum d’injecci6: 20 pl.

- Temperatura: 25°C.

- Temps de retencio: 6,5 minuts.

- Recta de calibrat: Per a preparar els patrons es va emprar fase mobil com a medi

de dissolucid. Les concentracions dels patrons oscil-len entre 11 200 pg/ml.

3.3.8. Eficiéncia d’encapsulacio

L’eficiencia d’encapsulacié unicament s’ha determinat en les composicions
corresponents a nanoparticules (nanoparticules de poliureta 1 poliurea) pel metode de

filtracié-centrifugacio. Per a coneixer el percentatge en pes de ketoprofen encapsulat es
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van preparar composicions amb un 0,9 % en pes de principi actiu tal i com es descriu a
I’apartat anterior. En dispositius de filtracid-centrifugacié Centricon (Amicon
bioseparations, Millipore) que contenen una mebrana hidrofilica de baixa absorcié (YM-
100) amb un diametre de porus de 100000 Da., es dipositen aproximadament dos grams
de la suspensi6 de nanoparticules. Les composicions es centrifuguen durant 4 hores a
4000 rpm en una centrifuga Sigma, model 301 K. En finalitzar el procés, el concentrat
de nanoparticules queda retingut al filtre i la solucié aquosa que conté el farmac lliure no

encapsulat es recull en el vial de filtracio tal i com es mostra a la Fig. 3.24.

Vial de retencio Membrana

Reservori de la formulacié

Concentrat de
nanoparticules

Figura 3.24: Esquema dels dispositius de filtracio-centrifugacié Centricon
La concentracié de farmac lliure present en el filtrat es quantifica per cromatografia
liquida d’alta resoluci6 (HPLC) en columna de fase reversa (veure capitol 3.2.6). A
partir d’aquesta concentracid 1 tenint en compte la quantitat de ketoprofeén incorporada
en la formulacid es pot determinar 1’eficiéncia d’encapsulacié d’acord amb la segiient

equacio:

total - Qi
Eficiéncia d’encapsulacio: Q tota Q lliure = 100
Q total

on Q total correspon a la quantitat de ketoprofén present en la suspensié de
nanoparticules i Q lliure a la quantitat de farmac en solucid (quantitat no adsorbida i/o

encapsulada) expressades en pg/ml.
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3.3.9. Estudis de cessio in vitro

Els estudis d’alliberacié de ketoprofén s’han realitzat en composicions corresponents a
nano-emulsions 1 nanoparticules (PU 1 PUR). Per a dur a terme els assaigs d’alliberacio,
les composicions es preparen préviament a concentracié maxima de solubilitzacid del
ketoprofén i es deixen reposar a 25°C durant 24 hores. Aquests estudis s’han dut a terme
en vasos de vidre encamisats Vidrafoc connectats a un bany d’aigua termostatat a 37°C.
Com a solucid receptora s’ha emprat solucid reguladora de fosfats a pH 7,4 (veure
capitol 3.1.5.1.). Per a estudiar el % de farmac alliberat en funci6 del temps s’ha dut a
terme una dialisi directa. Aixi, cadascun dels vasos s’omple amb 180 ml de soluci
receptora i la formulacié amb el ketoprofén incorporat (2g exactament pesats) es diposita
a I’interior d’un sac de dialisi. Per a realitzar els assaigs es va seleccionar com a sac de
dialisi una membrana tubular de cel-lulosa regenerada Cellu-Sep”™ T3 (Orange Scientific)
amb un gruix de paret de 20 um i una mida de porus de 12000-14000 Da. A la figura

3.25 es mostra un esquema dels vasos encamisats on ja s’ha introduit el sac de dialisi.

Camisa calefactora — ( ) :>
Sac de dialisi R o
(conté formulacio) " QQ
QQ / Nucli d’agitacio
Solucié receptora » L1
(PBS pH:7,4)
Connectat a un bany
[ ? «— )
- termostatat a 37°C

Fig.3.25.: Esquema dels vasos encamisats emprats en la dialisi directa

A diferents intervals de temps 1 durant 6 hores s’extreuen 1000 pl de la solucid receptora
1 es reemplacen per 1000 pl de PBS a pH 7,4 escalfat previament a 37°C. La solucid
receptora ha de mantenir-se en continua agitacié fins a la finalitzacié de I’assaig per
afavorir la correcta difusio del principi actiu a través de la membrana de cel-lulosa. Per a
mantenir 1’agitacié s’han utilitzat plaques d’agitaciéo magnetica SBS regulant la velocitat

d’agitaci6 a 250 rpm.
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La quantificacié de les mostres s’ha realitzat per HPLC mantenint les condicions ja
esmentades al capitol 3.2.6. En aquest cas, els patrons per a la recta de calibrat es
preparen a partir d’una solucié mare en la qual s’ha emprat PBS a pH 7,4 com a medi de
dissolucié del ketoprofén enlloc de fase mobil. Per a la calibracid, s’han emprat

concentracions de ketoprofén compreses entre 11 100 pg/ml.

3.3.10. Efecte de les nano-emulsions O/W seleccionades sobre la pell in vivo

Per a determinar la tolerancia de les nano-emulsions sobre la pell s’ha utilitzat un
evaporimetre que mesura la pérdua transepidérmica d’aigua (Transepidermal Water
Loss, TEWL) que es produeix en aplicar una formulacid, és a dir, la quantitat total de
vapor d’aigua que s’evapora per unitat de superficie i temps. Aquest meétode va ser
desenvolupat per Nilsson (Nilsson, 1977) i es basa en la primera llei de Fick. Per tant,
considera que el gradient de pressio de vapor existent prop de la superficie de la pell és
aproximadament proporcional a la diferéncia que hi ha en la pressio de vapor mesurada
entre dos punts fixes 1 separats en linia perpendicular a la superficie en la zona de

difusié. Aplicant la segiient relacio:

(1/A)(dm/dt)=-D dp/dx

on A és larea de superficie (m”) en contacte amb la pell, m la massa d’aigua
transportada expressada en g, t el temps en hores, D una constant relacionada amb el
coeficient de difusio 1 amb un valor de 0,0877g/mh (1/mmHg), p la pressio parcial
atmosferica de vapor d’aigua en mm Hg i x és la distancia en metres de la superficie, es
dedueix que la velocitat d’evaporacio (dm/dt) €s proporcional al gradient de pressio

parcial, dp/dx 1 per tant es pot determinar mesurant aquest ultim.

L’aparell consta principalment d’una petita area de mesura protegida per una capsula de
Teflon i de dos sensors situats respectivament a 3 i 9mm de la superficie de la pell que
determinen tant la humitat relativa com la temperatura en aquests punts i a partir dels
senyals derivats d’aquests sensors, es determina la pressié parcial de vapor d’aigua a les
dues distancies de la superficie, el gradient de pressid parcial i la velocitat d’evaporacid

(veure fig.3.26).
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Figura 3.26: a) Diagrama esquematic de la unitat sensora de I’Evaporimetre que mostra els
transductors de la humitat relativa i de la temperatura. A la part inferior, el dispositiu aplicat
sobre la superficie de la pell (Pinnagoda, 1995). b) Imatge de I’Evaporimetre Aquaflux model
AF102 (Biox Systems LTD).

L’estudi de la tolerancia de les nano-emulsions sobre la pell s’ha dut a terme en
I’avantbrag¢ de voluntaris sans, en una sala amb temperatura 1 humitat relativa controlada
(22£1°C 1 504£5%). Els voluntaris han de romandre a la sala com a minim 15 minuts
abans de I’inici de ’assaig amb la finalitat d’adaptar-se a les condicions. En primer lloc
es neteja la zona de mesura amb paper de cel-lulosa i s’aplica un teixit oclusiu (Foam
3M®) que s’adhereix sobre la pell de 1’avantbrag deixant uns orificis de 1,5 cm de
diametre per a poder aplicar les diferents formulacions sense principi actiu després de
realitzar les corresponents mesures basals de pérdua transepidérmica d’aigua. Degut a la
naturalesa liquida de les nano-emulsions abans d’aplicar les composicions els orificis es
recobreixen amb una capa fina de paper de cel-lulosa. Sobre cada orifici es dipositen
uniformement 200 pl de formulacié i es cobreixen amb un aposit oclusiu (Scotch
®Tapping) durant 2 hores. Transcorregut aquest temps es retiren completament les nano-
emulsions 1 es mesura el TEWL a diferents intervals de temps durant dues hores. Com a

blanc s’utilitza aigua Milli Q.

Per a poder avaluar la innocuitat de les nano-emulsions en ser aplicades sobre la pell
també s’han realitzat determinacions del color sobre la superficie d’aplicacié de la
formulaci6 mitjangant un espectrofotometre. Aquests estudis s’han dut a terme
conjuntament amb les mesures de TEWL en els mateixos intervals de temps. Abans

d’aplicar les diferents nano-emulsions i I’aigua MilliQ sobre la pell s’han determinat els
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valors basals. L’espectrofotometre utilitzat consta de 40 sensors que mesuren la llum
reflectida en una regié de longituds d’ona estrictament definida dins del rang de
longituds d’ona de la llum visible. La utilitzacié d’un espectrofotometre per mesurar el
color permet detectar el fenomen del metamerisme (dos colors semblen iguals o
diferents en funcid del feix de llum incident). Per a poder avaluar aquest fenomen es
necessari mesurar les mostres amb diferents feixos de llum que donin distribucions de
poténcia espectral molt diferents com per exemple il-luminant A (llum incandescent) i
il-luminant Dgs (Ilum blanca incloent les longituds d’ona de 1’ultraviolat); malgrat que en
I’espectrofotometre s’utilitza un unic feix de llum 1’aparell disposa d’una base de dades
que calcula dades colorimetriques per diferents fonts d’iluminacio.

D’acord amb el métode d’indexacid de colors L*a*b proposat I’any 1976 per la CIE
(Comission Internationale de I’Eclaraige) els parametres que s’han determinat soén la
brillantor (L* i Les*) 1 les coordenades de cromaticitat (a*,agss*,b*i bes™). Els parametres
a* 1 b* indiquen la direcci6 dels colors de manera que +a* es indicatiu del color vermell,
-a* del color verd, +b* del groc i —b* del blau donant un centre acromatic. A mesura que
els valors de a* 1 b* s’incrementen i s’allunyen del centre més augmenta la saturacié del

color.
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Figura 3.27: a) Imatge corresponent a l’espectrofotometre Konika Minolta model CM-2600d; b)
Representacié grafica de la cromaticitat envers la brillantor (Konika Minolta, 2007; ¢) Diagrama cromatic
tridimensional de L*a*b (Konika Minolta, 2007)

3.3.11. Permeacio cutania ex vivo

Per a la realitzacié d’aquest estudis s’ha emprat pell d’orella de porc dermatomitzada
(Zimmer Electric Dermatomed, Ref. 8821-06) a un gruix de 750 um des de la capa
cornia i cel-les de difusié de Franz de 1,5 cm de diametre (area de difusié 1,76 cm?) i
amb un volum de soluci6 receptora comprés entre 5 1 6 ml.

Per al desenvolupament dels assaigs es preparen préviament tant la solucid reguladora de
fosfats (en la qual ha de ser soluble el principi actiu que es vol estudiar), que s’introduira
en el compartiment receptor, com les nano-emulsions a concentraci¢ saturada de
ketoprofen, que es dipositaran en el compartiment donador. En el compartiment donador

s’incorporen 2 ml de formulacié. La solucid receptora (solucid reguladora de fosfats a
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pH 7,4) ha de mantenir-se en continua agitacié magnetica durant tot el temps de durada
de I’assaig. Ambdos compartiments estan separats per una capa fina de pell trobant-se la
dermis en contacte amb la solucio receptora (veure figura 3.28). La temperatura a la qual
es realitza 1’assaig de permeacio és de 37°C. A diferents intervals de temps durant 8

hores s’extreuen 500 ul de solucié del compartiment receptor que es reemplacen per 500

ul de solucié reguladora de fosfats.

Nano-emulsig
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Connectat a un bany ( If_:_._, \:‘ J,
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et

Figura 3.28 : Esquema d’una cel‘la de difusié de Franz (Permegear)

Les mostres s’han analitzat per cromatografia liquida d’alta resoluci6 (HPLC) en un
cromatograf Jasco equipat amb un detector de llum ultraviolada Jasco UV- 2075 plus 1
una bomba Jasco PN-2080 plus. El métode utilitzat ha estat previament validat. Les
condicions d’analisi per a quantificar el ketoprofén es corresponen amb les descrites al
capitol 3.2.6. tot 1 que el volum d’injeccid per a determinar la concentracié permeada va
ser superior (50 pl enfront 20pul) i1 el temps de retencid lleugerament més baix (6,2
minuts). Per a la calibracid es va solubilitzar ketoprofen en PBS a pH 7,4. Les

concentracions dels patrons estan compreses ente 1 1 70 png/ml.

Les dades experimentals obtingudes dels assaigs de permeacid ex vivo s’han ajustat al
model de la dosi infinita en el qual la quantitat de principi actiu present en el
compartiment donador €s suficientment elevada com per a poder considerar negligible la
disminucié de concentracid que es produeix amb el temps durant les 8 hores d’assaig.

Aixi es pot representar graficament la quantitat de principi actiu acumulada en el
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compartiment receptor en funcié del temps. La part lineal de la grafica s’ajusta a una
recta, on el pendent correspon al flux expressat en unitats de quantitat de principi actiu
per area i temps, i de 1’extrapolacid sobre I’eix d’abscisses s’obté el temps de laténcia tal
i com es mostra a la figura 3.29. Aquests parametres es calculen per cada replicat i la
mitjana dels resultats dona el valor de flux i el temps de laténcia per a cadascuna de les

formulacions estudiades.

Quantitat
acumulada

«—> . Temps
Temps de laténcia

Figura 3.29: Representacio esquematica de resultats de permeacio a partir del model de dosi infinita.

L’analisi estadistica dels resultats s’ha realitzat mitjancant 1’analisi de la variancia
(ANOVA) aplicant el test de comparacié multiple de Newman-Keuls. Les diferéncies
s’han considerat estadisticament significatives per a aquells valors de p < 0,05. Per al

tractament estadistic de les dades s’ha emprat el software Graphpad Prism versio 5.00.
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4. RESULTATS I DISCUSSIO:

4.1. NANO-EMULSIONS

4.1.1. Selecciéo de components i de sistemes aigua/tensioactiu/component olios

per a la formaci6 de nano-emulsions

En aquest treball d’investigacid, s’han preparat nano-emulsions de tipus O/W per
metodes d’emulsificacidé de baixa energia com a sistemes d’alliberacié controlada de
principis actius i com a medi de polimeritzacidé per a 1’elaboracié de nanoparticules
polimeriques. Per a la formacid de les nano-emulsions es van seleccionar components
tensioactius, co-tensioactius 1 oliosos biocompatibles 1 adequats per a poder ser
administrats per via parenteral i topica, d’acord amb les fonts bibliografiques
consultades (Schmolka, 1991; Jumaa, 1998; Lawrence, 2000; Vandamme, 2002; Lee
2002; Strickley, 2004; BASFa, 2008; BASFb, 2008; BASFc, 2008; Abhijit, 2008; Jiao,
2008; Rowe, 2009; Ibrahim, 2009). Aixi, es van seleccionar fonamentalment tensioactius
de tipus no 10nic com son el Tween 80 i el Cremophor EL, que presenten un nimero
HLB similar essent de 15 per al Tween 80 i comprés entre 12-14 per al Cremophor EL
(Rowe, 2009); altres tensioactius no ionics (Lutrol F127, Lutrol F68 i Cremophor WO7)
amb un numero HLB> 20 per ambdos tipus de Lutrol i entre 4-7 per al Cremophor WO7
(Rowe, 2009) 1 un tensioactiu amfoter (Epikuron 170). Malgrat que s han descrit casos
de reaccions anafilactiques atribuides al Cremophor EL i al Tween 80 quan s’empren
com a agents solubilitzants en formulacions d’administracié per via parenteral
(Gelderblom, 2001; Tije, 2003; Aronson, 2006; Engels, 2007), a les baixes
concentracions de tensioactiu requerides per a la formacié de nano-emulsions i
nanoparticules, el risc a desencadenar-se aquests efectes secundaris es redueix
considerablement (He, 2003). De fet, existeixen preparats injectables ja comercialitzats
que contenen Tween 80 o Cremophor EL com a component tensioactiu (Strickley,
2004). Per altra banda, les concentracions aprovades per la FDA per a formulacions
d’administraci6 intravenosa son del 10% i del 65% p/v per a Tween 80 i Cremophor EL
respectivament (FDA, 2010). El component olidés d’eleccié va ser un triglicerid de
cadena mitja, el Miglyol 812, molt utilitzat en la preparaci6 de nano-emulsions i

nanocapsules (Santos- Magalhdes, 2000; Anton, 2007; Mora-Huertas, 2010), i com a
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component aquds es va emprar aigua purificada MilliQ. En alguns sistemes es va
incorporar I’aminoacid lisina (lys) 1 el polietilenglicol 400 (PEG 400). A la taula I es

detallen els diferents sistemes estudiats.

Taula I: Composicid dels sistemes estudiats per a la preparacié de nano-emulsions O/W

Sistema component aqués/Tensioactiu/Co-tensioactiu/component oliés

Aigua/ Tween 80/ Miglyol 812

Aigua/ PEG 400/Tween 80/ Miglyol 812

Aigua/ lisina/ Tween 80/ Miglyol 812

Aigua/ Tween 80/Lutrol F127/ Miglyol 812
Aigua/ Tween 80/ Lutrol F68/ Miglyol 812
Aigua/ Tween 80/ Cremophor WQO7/ Miglyol 812
Aigua/ Tween 80/ Epikuron 170/ Miglyol 812
Aigua/ Cremophor EI/ Miglyol 812

Aigua/ Cremophor EL/ Lutrol F127/ Miglyol 812
Aigua/ Cremophor EL/ Lutrol F68/ Miglyol 812

Aigua/ Cremophor EL/ Epikuron 170/ Miglyol 812

4.1.2. Comportament fasic

Amb la finalitat de delimitar les regions on es formen composicions liquides, isotropes,
transparents o translucides corresponents a microemulsions i nano-emulsions de fase
externa aquosa, s’ha estudiat el comportament fasic a 25°C de diferents sistemes aigua/
tensioactiu no i0nic/ co-tensioactiu/ component olids. Les fases s’han assignat per
observacié visual de les composicions. Es va iniciar I’estudi amb el sistemes ternaris
aigua/ Tween 80/ Miglyol 812 i aigua/ Cremophor EL/ Miglyol 812 i posteriorment, es
van addicionar com a components co-tensioactius lecitina d’origen vegetal (Epikuron
170) i tensioactius de tipus co-polimer en bloc com el Poloxamer 188 (Lutrol F 68) i el
Poloxamer 407 (Lutrol F127), que s’utilitzen habitualment en [’elaboraci6 de
nanoparticules (Calvo, 1997; Vega, 2006; Huang, 2007; Puglia, 2008; Durand, 2009).
També es va estudiar la influéncia en la formacid de nano-emulsions O/W d’un
tensioactiu amb un HLB baix, el Cremophor WO7, quan s’empra conjuntament amb el

Tween &0.
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Per a estudiar el comportament fasic es van elaborar els diagrames de fases de cadascun
dels sistemes tal com s’explica al capitol 3.3.1. Malgrat que totes les observacions es van
realitzar a 25°C, degut a la formacié d’estructures que confereixen una elevada viscositat
a les mecles, en alguns sistemes les composicions es van escalfar a 70°C per a facilitar
I’homogeneitzacié dels components després de les corresponents addicions d’aigua. Una
vegada homogeneitzades, les mescles es van deixar reposar a 25°C durant un interval
minim de temps de 24 hores.

A continuacié es mostren els diferents diagrames de fases obtinguts quan s’utilitza

Tween 80 o Cremophor EL com a component tensioactiu.

4.1.2.1. Sistemes amb Tween 80 com a tensioactiu

Sistema aigua/ Tween 80/ Miglvol 812

A la figura 4.1 es mostra el diagrama de fases a 25°C obtingut per observaci6 visual de

les mostres del sistema aigua/ Tween 80/ Miglyol 812.

Tween 80

. Miglyol 812

Fig.4.1: Diagrama de fases obtingut per observacio visual de les mostre a 25°C del sistema aigua/ Tween
80/ Miglyol 812. I: Regi6 liquida, transparent i isotropa; II: Regié liquida bifasica; CL: Regid anisotropa;
M: Regidé multifasica.
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Quan es considera el sistema binari Tween 80/ Miglyol 812 es pot observar que el
Miglyol 812 és soluble en Tween 80 fins a una concentracio del 45% en pes. Per a
concentracions de Miglyol 812 superiors, s’observa una rapida separacido en fases
indicant que el tensioactiu Tween 80 ¢s insoluble en el component olids.

En relacio al sistema binari aigua/ Miglyol 812 s’ha observat que els dos liquids sén
immiscibles en totes les proporcions assajades. En canvi, sobre 1’eix Tween 80/ aigua es
formen composicions transparents, per tant, ambdos components son miscibles entre si.
En la regi6 I del diagrama es formen composicions liquides isotropes que poden ser
solucions micel-lars, microemulsions o nano-emulsions. Aquesta regié s’estén des del
vertex de 1’aigua fins al vertex del tensioactiu solubilitzant un maxim del 15 % d’oli a
concentracions d’aigua superiors al 30% en pes 1 un maxim del 43 % d’oli a baixes
concentracions d’aigua.

Trencant la continuitat d’aquesta zona, sobre 1’eix aigua/ tensioactiu per a
concentracions d’aigua compreses entre el 12 1 el 51 % 1 solubilitzant un maxim d’un
18% de component olids, apareix una regié de composicions anisotropes amb fases de
cristall liquid laminar i/o0 hexagonal (CL). La presencia de cristall liquid es va detectar
per observacio visual directa amb polaritzadors de llum.

La regi6 M correspon a una zona multifasica on es formen emulsions amb diferent
estabilitat cinética. A mesura que augmenta la concentracié d’aigua la desestabilitzacio
de les emulsions es produeix més rapidament i a partir de concentracions d’aigua
superiors al 65%, les composicions presenten una baixa estabilitat cinética produint-se
fenomens de cremat en un periode de 24 hores.

En la regid II les composicions son liquides, bifasiques i amb fases isotropes. En aquesta
zona s’assoleix rapidament 1’equilibri ja que la separacio en fases té lloc en menys de 24

hores.

A partir d’aquest sistema, es va estudiar I’efecte de 1’addicié d’un polietilenglicol de
baix pes molecular, el polietilenglicol 400 i d’un aminoacid, la lisina, en la formacié de
nano-emulsions de fase externa aquosa. Els polietilenglicols i1 els aminoacids sén
components utilitzats freqlientment en la preparacid de nanoparticules per a augmentar
la hidrofilia del sistema 1 aixi prevenir el procés d’opsonitzaci6 (Roser, 1998; Moghimi,
2003; Owens, 2006; Kumari, 2010). Amddés components es van solubilitzar en el
component aquos en proporcid aigua/ PEG 400: 111/1 (p/p) 1 aigua/ lisina: 299/1 (p/p).

Aquestes proporcions es van fixar després de fer un estudi preliminar de preparacié de
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nanoparticules i comprovar que es podien formar amb una determinada quantitat de PEG
400 1 lisina. Considerant les baixes concentracions de PEG 400 i de lisina en relaci6 a
I’aigua, la seva incorporacio en el sistema aigua/ Tween 80/ Miglyol 812 no va suposar

’aparicid de canvis significatius en les regions del diagrama.

Per tal d’incrementar la regio I cap a composicions amb una menor concentraci6 de
tensioactiu i una major proporcido de component olids, es van incorporar en el sistema
ternari altres components tensioactius en diferents relacions en pes respecte al Tween 80.
A continuacié es detalla la influéncia de I’addicié d’aquests co-tensioactius en el

comportament fasic.

Sistemes aigua/ Tween 80: Lutrol F127/ Miglyol 812 i aisua/ Tween 80: Lutrol F68/

Miglvol 812

S’ha estudiat el comportament fasic a 25° C de sistemes pseudo-ternaris del tipus aigua/
tensioactiu no ionic: co-tensioactiu/ component oliés. Com a component tensioactiu s’ha
emprat Tween 80 1 com a co-tensioactiu Lutrol F127 o Lutrol F68 en diferents relacions
en pes. Ambdds tipus de Lutrol s’utilitzen habitualment en la formacié de nanoparticules
polimeriques per a estabilitzar i augmentar la hidrofilia del sistema (Calvo, 1997,
Moghimi, 2000; Vega, 2006; Huang, 2007; Santander-Ortega, 2007; Puglia, 2008;
Durand, 2009). Per tant, es va considerar important estudiar la influéncia d’aquests
tensioactius, que presenten un elevat HLB, en la formacié de nano-emulsions O/W quan
s’incorporen en un sistema que conté un triglicérid de cadena mitja i un tensioactiu amb
un HLB intermig (Tween 80). En estudis preliminars en els que es va determinar el
comportament fasic dels sistemes ternaris aigua/Lutrol F68/Miglyol 812 i aigua/Lutrol
F127/Miglyol 812, es va posar de manifest la formacié6 de composicions liquides 1
isotropes unicament quan s’incorporaven concentracions molt baixes d’oli (<1% en pes).
Aixi, per tal d’ampliar aquesta regid, es van seleccionar diferents proporcions en pes
Tween 80/ Lutrol en les quals es va anar incrementant la concentraci6 de co-tensioactiu.
A la figura 4.3 es troben representats els sistemes aigua/ Tween 80: Lutrol F 127
(relacions 1:1, 3:1, 4:1 1 5:1, p/p)/ Miglyol 812 i a la figura 4.4 els sistemes aigua/
Tween 80: Lutrol F68/ Miglyol 812. En alguns sistemes tinicament s’ha estudiat la regio
amb una relacid O/T inferior a 40/60, perque és la zona que al sistema aigua/Tween 80/
Miglyol 812 s’obtenien composicions transparents i isotropes amb elevats continguts

d’aigua.
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Sistemes aigua/ Tween 80: Lutrol F 127(1:1, 3:1, 4:1 i 5:1, p/p)/Miglyol 812

a) b)
Tween 80:Lutrol F 127 (5:1,p/p) Tween BD:Lthro\ F127(4:1,p/p)
)

0
Aigua ', o

o (23 [#] o [#] [~ o o
?0 ‘od‘ 2 2, O‘_, .o) Migﬁ/oIS‘IZ = 73 2y o T > o o o Riiglyol 812

d)

FRiglyol 812 Agua ~

Fig.4.3: Diagrames de fases a 25°C dels sistema aigua/Tween 80: Lutrol F 127/ Miglyol 812 amb diferents
proporcions en pes Tween 80: Lutrol F127: a) 5:1, b) 4:1, ¢) 3:1 i d) 1:1. I: Regid liquida, transparent i
isotropa; II: Regio liquida bifasica; III: Regié monofasica, isotropa, d’elevada viscositat; CL: Regio
anisotropa; M CL: Regié multifasica anisotropa; M: Regié multifasica.

En aquests diagrames es poden observar fins a sis regions diferenciades: I, I1, III, CL, M
cL 1 M que es van modificant en funcié de la proporcié en pes de co-tensioactiu respecte
al tensioactiu.

La regio I correspon a composicions liquides, transparents i isotropes. En els sistemes
estudiats (Fig.4.3), es pot observar que aquesta regid esdevé més amplia com més baixa

¢s la proporcio en pes de co-tensioactiu (Lutrol F127).
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En els sistemes amb una relacié tensioactiu: co-tensioactiu 3:1, 4:1 1 5:1 pes/pes, sobre
I’eix tensioactiu/ aigua i solubilitzant un maxim del 2% de Miglyol 812, es troba una
petita regio bifasica (II).

Cal destacar que la incorporacid de Lutrol comporta la formacié de composicions
multifasiques molt viscoses en 1’eix tensioactiu/co-tensioactiu/Miglyol 812 fins i tot per
a les mescles de tensioactius, en comparacié amb el sistema sense Lutrol on el Miglyol
812 era soluble en Tween 80 fins al 45% en pes.

Hi ha una regié on es formen composicions anisotropes amb fases de cristall liquid
laminar i/0 hexagonal, identificades per observacio visual directa amb polaritzadors de
llum (CL 1 M CL). La regio CL correspon a composicions monofasiques i la regio MCL a
composicions multifasiques. Aquesta zona va incrementant-se a mesura que augmenta la
concentracid del co-tensioactiu polimeric Lutrol F127. En els diferents diagrames, la
formacié d’estructures amb anisotropia Optica també s’ha observat sobre 1’eix
aigua/tensioactiu per a concentracions d’aigua compreses entre 18-38% (proporcid en
pes Tween 80: Lutrol F127 d’ 1:1), 32-46% 1 32-42% (proporcions en pes de 3:1 1 4:1-
5:1 respectivament). En el sistema aigua/ Tween 80: Lutrol F127(3:1, p/p)/ Miglyol 812
(Fig. 4.3.b) es pot observar com la regi6 anisotropa s’estén cap el vertex del component
olidés en solubilitzar concentracions d’aigua del 5-12% en pes en diferents mescles
oli/tensioactiu.

En tots els sistemes estudiats, independentment de la relacid tensioactiu: co-tensioactiu,
s’ha detectat la preséncia d’una regié de composicions monofasiques molt viscoses i
isotropes (I1I) que podrien correspondre a estructures de cristall liquid cubic. La ubicacio
d’aquesta zona es va desplagant des de 1’eix aigua/tensioactiu cap a relacions O/T
superiors a mesura que disminueix la proporcidé en pes del co-tensioactiu respecte el
tensioactiu (veure Fig. 4.3). Aixi, per a la relaci6 Tween 80: Lutrol F127 de 5:1
(Fig.4.3.d), aquestes composicions es formen a partir d’una relacio O/T de 15/85 mentre
que per la relacio 1.1 (Fig.4.3.a) ja apareixien per una O/T de 0/100.

Finalment la regi6 M correspon a composicions multifasiques on es formen emulsions
amb diferent estabilitat cinctica depenent de la concentracio d’aigua. Per a
concentracions d’aigua fins el 12% en pes, les composicions sén molt viscoses mentre
que aquelles més properes al vertex de 1’aigua son liquides i amb menor estabilitat

cinética, observant-se fenomens de cremat en transcorrer 24 hores.
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Sistema aigua/ Tween 80: Lutrol F 68 / Miglyol 812

El diagrama de fases representat a la figura 4.4 correspon al sistema aigua/ Tween 80:
Lutrol F 68 (3:1, p/p)/ Miglyol 812. D’acord amb els resultats obtinguts en els diagrames
de fases aigua/Tween/ Miglyol 812 (figura 4.1) 1 aigua/Tween 80:Lutrol F127
(3:1),p/p)/Miglyol 812, unicament es va estudiar la zona compresa entre les relacions

O/T 0/100 1 O/T 40/60.

Tween 80 : Lut&:l F 88 (3:1,p/p)

Regi6 no estudiada

Agua ', 5 o o o o o o o o o Mgl812
“ * * “ . “ L g

Fig.4.4: Diagrama de fases a 25°C del sistema aigua/ Tween 80: Lutrol F 68(3:1, p/p)/ Miglyol 812. I:
Regid liquida, transparent i isotropa; II: Regié liquida bifasica; CL: Regi6 anisotropa; M: Regio
multifasica.

En el sistema pseudo-binari aigua/ tensioactiu: co-tensioactiu es pot observar que la
mescla de tensioactius i el component aquds son miscibles entre si a partir d’'una
concentracio d’aigua superior al 10% en pes. Pel que fa a 1’eix oli/tensioactiu, per a totes
les proporcions estudiades es formen composicions multifasiques molt viscoses degut a
la preséncia de Lutrol F68 que ¢€s solid a temperatura ambient.

La regio I, que s’estén sobre I’eix aigua /tensioactiu a partir de concentracions d’aigua
superiors al 10% en pes 1 s’expandeix fins a la relacié O:T 30:70 per a concentracions
d’aigua inferiors al 25% solubilitzant un maxim de 30% d’oli i fins la relacié O/T:15/85
per aquelles concentracions més elevades del component aquds, correspon a
composicions liquides i isotropes. Cal destacar que aquesta zona és considerablement

més gran en comparacié amb el sistema que contenia Lutrol F127 en la mateixa
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proporcid en pes respecte al Tween 80 (veure Fig.4.3c) per a baixes concentracions
d’aigua.

Per a concentracions d’aigua compreses entre un 12 i un 34 % en pes solubilitzant un
maxim d’un 18% de component olids, hi ha una zona on es formen composicions
anisotropes amb fases de cristall liquid laminar i/0 hexagonal (CL).

En la regié M, a partir de la relacio O:T 20:80 1 per a concentracions d’aigua superiors al
20% en pes, es formen emulsions fluides que es comencen a separar rapidament en fases
a partir de concentracions d’aigua superiors al 50% en pes. Per a concentracions d’aigua
inferiors al 15% les composicions son multifasiques i molt viscoses.

Al diagrama de fases també s’observa una petita zona (II) on s’obtenen composicions
liquides bifasiques, assolint-se rapidament 1’estat d’equilibri.

La reduccid de la fraccid en pes del Lutrol F68 en relacid al Tween 80 (proporcid en pes
de 5:1) no va suposar la formaci6 de noves regions ni canvis apreciables en les zones ja
observades.

La substitucid del co-tensioactiu Lutrol F127 pel Lutrol F68 unicament ha comportat la
desaparicio de la regid d’estructures isotropes, molt viscoses (III) relacionades amb la
formacié de cristall liquid cubic i I’estretament de la zona de composicions anisotropes
(CL) per a relacions O/T inferiors a la 40/60. Aquestes modificacions en el
comportament fasic es van atribuir a 1’estructura molecular del Lutrol F68 que presenta
un pes molecular molt inferior al del Lutrol F127 (veure apartat 3.1.2.1).

En relacio al sistema aigua/ Tween 80/ Miglyol practicament no es van observar
diferéncies importants en les regions detectades tret de la formacié de composicions
multifasiques i amb una elevada viscositat en incorporar el Lutrol F68 per a
concentracions d’aigua inferiors al 12% en pes. Aquesta regid ja s’havia identificat en

els sistemes amb Lutrol F127.

Sistema aigua/ Tween 80: Epikuron 170 (3:1, p/p)/ Miglyol 812

S’ha estudiat el comportament fasic a 25°C del sistema que cont¢ Tween 80 com a
tensioactiu 1 una lecitina d’origen vegetal com a co-tensioactiu. La figura 4.6 correspon
al diagrama de fases a 25°C del sistema aigua/ Tween 80: Epikuron 170/ Miglyol 812
amb una relacié entre tensioactiu i co-tensioactiu 3:1, p/p. Aquesta proporcid es va

establir després de realitzar un estudi preliminar de solubilitzacié de 1I’Epikuron 170 en
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Tween 80 1 comprovar que s’obtenien mescles homogenies per a determinades
concentracions d’Epikuron. El comportament fasic d’aquest sistema s’ha estudiat fins la

relacio O/T 50/50.

Tween 80: Epi.k&wn 170 (3:1. p/p)
14

FARS
0.9 _ Y

Regi6 no estudiada

Aigua c?(p o o o o o ‘? "? o oMigyol 812

Fig.4.6: Diagrama de fases a 25°C del sistema aigua/ Tween 80: Epikuron 170 (3:1, p/p)/ Miglyol 812. I:
Regi6 liquida, transparent i isotropa; II: Regid liquida bifasica; III: Regié monofasica, isotropa, d’elevada
viscositat; CL: Regid anisotropa; M CL: Regio multifasica anisotropa; M: Regid multifasica.

En el diagrama de fases de la Fig. 4.6 es poden obervar fins a 6 regions: I, II, III, CL,
MCL i M. A continuaci6 es detalla cadascuna d’aquestes zones.

Pel que fa als sistemes binaris, sobre 1’eix tensioactiu/oli i a partir de concentracions
superiors al 25% en pes de Miglyol 812 es troba una estreta regid de composicions
liquides, bifasiques que s’estén cap el vertex de 1’oli indicant que la mescla de
tensioactius 1 el Miglyol 812 sén immiscibles entre si. En canvi, la mescla de
tensioactius és soluble en aigua fins a una concentracié del 15% en pes, formant-se
composicions monofasiques, liquides 1 isotropes corresponents a solucions micel-lars
directes.

La regid I, que s’estén cap el vertex de 1’aigua a partir de concentracions superiors al
50% en pes de component aquds per a relacions oli/tensioactiu compreses entre la 1/99 i
la 45/55, solubilitzant com a maxim concentracions del 20% en pes de component olids

correspon a composicions liquides i isotropes.
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Per sobre d’aquesta zona I, per a concentracions d’aigua compreses entre el 40 1 50% en
pes, les composicions sdn monofasiques, molt viscoses 1 isotropes (III), suggerint la
formacié d’estructures de cristall liquid cubic.

En el diagrama de fases d’aquest sistema apareix una regié molt extensa de
composicions multifasiques amb fases de cristall liquid laminar i/o hexagonal (McL) que
s’estén des del vertex del tensioactiu cap el vertex de 1’aigua fins a una concentracié del
45% en pes d’aigua i cap el vertex de 1’oli fins a la maxima relacié O/T estudiada. La
zona caracteritzada com a CL correspon a composicions monofasiques on s’ha detectat
la presencia de cristall liquid.

La regido M correspon a composicions multifasiques que presenten diferent viscositat en
funcié de la concentracié de component aquds. Les composicions tendeixen a ser més
fluides a mesura que s’apropen al vértex de 1’aigua i per la relacié O/T 50/50 s’observa
la formaci6 de cremat quan s’assoleixen concentracions d’aigua del 70% en pes.

En relacio al sistema basic aigua/Tween 80/ Miglyol 812, s’observa que la incorporacio
d’Epikuron comporta un desplacament de la zona I cap a composicions amb una major
concentracio d’oli, la desaparicié d’aquesta zona a baixes concentracions d’aigua i una
ampliacid important de la zona de cristall liquid amb elevades concentracions de
tensioactiu. La lecitina (Epikuron) degut a la seva important fraccid lipofila presenta un
elevat parametre critic d’empaquetament que afavoreix la formacidé d’estructures

anisotropes per un determinat rang de concentracions de tensioactiu (Trotta, 1999).

Sistema aigua/ Tween 80: Cremophor WO?7 (1:3. p/p)/ Miglyol 812

A la figura 4.5 s’ha representat el diagrama de fases del sistema aigua/Tween 80:
Cremophor WO7 (1:3, p/p)/ Miglyol 812. EL Cremophor WO7, a diferéncia dels
poloxamers (Lutrol F 68 1 Lutrol F127) utilitzats en els capitols anteriors, presenta un
nimero HLB relativament baix compres entre 4 1 6 (Basfd, 2010). La proporcié d’1:3
entre Tween 80 1 Cremophor WO7 es va seleccionar amb la finalitat d’estudiar si es
podien formar composicions liquides i isotropes amb un elevat contingut d’aigua quan
predomina la preséncia d’un tensioactiu amb un domini preferentment lipofil (baix
HLB). En estudis preliminars on es va estudiar el comportament fasic del sistema ternari
aigua/Cremophor WO7/Miglyol 812 aquest tipus de composicions unicament es va

obtenir per a baixes concentracions d’aigua.
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Tween 80: Cremo%@or WO7 (1:3, plp)
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Fig.4.5: Diagrama de fases a 25°C del sistema aigua/ Tween 80: Cremophor WO7 (1:3, p/p)/ Miglyol 812.
I. Regid liquida, transparent i isotropa; Om: Regid de composicions de fase reversa.; CL: Regid
anisotropa; M CL: Regié multifasica anisotropa; M: Regié multifasica.

Pel que fa a les mecles tensioactiu/co-tensioactiu/oli, el Miglyol 812 és soluble en la
mescla de tensioactius, mentre que aquests son insolubles en el component olios.

Tal com s’observa a 1’eix tensioactiu/co-tensioactiu /aigua, en la mescla Cremophor
WO7: Tween 80 es poden solubilitzar quantitats d’aigua fins el 12 % en pes.

Entre les relacions O/T 20/80 i 40/60 i per a concentracions d’aigua superiors al 30% en
pes es troba una regio (I) que s’estén fins el veértex de I’aigua on es formen composicions
liquides 1 isotropes. En relacidé al sistema basic aigua/Tween 80/ Miglyol 812, la
incorporacié de Cremophor WO7 comporta un notable desplagament d’aquesta zona
liquida isotropa cap a majors concentracions d’oli.

El diagrama de fases del sistema aigua/ Tween 80: Cremophor WO7 (1:3, p/p)/ Miglyol
812 mostra una regid6 Om de composicions monofasiques, liquides i isotropes que
s’estén des del vertex del tensioactiu cap el vertex de ’oli solubilitzant fins a un 12 %
d’aigua depenent de la concentracid de tensioactiu. Aquesta regio correspon a solucions
micel-lars o microemulsions de fase reversa.

Les regions MCL i CL corresponen a composicions anisotropes. Per a la formacio
d’estructures de cristall liquid laminar 1 /o hexagonal en aquest sistema es va requerir
una concentracio minima del 10% en pes d’aigua. Aquestes composicions anisotropes es

van mantenir fins a una concentracid maxima del 50% de component olios.
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La regié M correspon a emulsions amb major o menor estabilitat cinética en funcid de la
concentracid d’aigua i de component oliés. Com més properes al vertex de I’aigua i I’oli,

més rapidament es van observar fenomens d’inestabilitat.

4.1.2.2. Sistemes amb Cremophor EL com a tensioactiu

Sistema aigua/ Cremophor EL/ Miglvol 812

La figura 4.7 correspon al comportament fasic a 25°C del sistema aigua/ Cremophor EL/
Miglyol 812. Aquest sistema ha estat descrit a la literatura (Sadurni, 2005). Degut a que
el tensioactiu Cremophor EL ¢€s de grau técnic i que el component olids correspon a una
mescla de triglicerids, es va considerar oporti determinar el diagrama de fases del
sistema ja que hi poden haver algunes diferéncies segons el lot comercial del tensioactiu

1 del component olids emprats.

Cremophor EL

Agia” % % 4 % % % 9% % 9 fgiwisiz

Fig.4.7: Diagrama de fases a 25°C del sistema aigua/Cremophor EL/Miglyol 12. I. Regié liquida
transparent, i isotropa; II: Regid liquida bifasica; I1I: Regié monofasica, isotropa, d’elevada viscositat; CL:
Regid anisotropa; M: Regio multifasica.

En relaci6 als estudis desenvolupats per Sadurni et al. (2005) en els que es va determinar
el comportament fasic a 25°C del sistema aigua /Cremophor EL/ Miglyol 812 en
condicions d’equilibri, no s’han obtingut practicament diferéncies en les regions

observades tret de la formacid d’una regié monofasica isotropa d’elevada viscositat que
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correspondria a estructures de cristall liquid cubic (regio III, Fig 4.7). Tot 1 aix0, en
ambdds sistemes s’han identificat regions liquides isotropes (I), regions anisotropes
(CL), una regio bifasica (II) i una amplia regié multifasica (M).

D’acord amb el diagrama de fases representat a la Fig. 4.7, les mescles binaries de
Cremophor EL 1 aigua sén miscibles practicament en totes les proporcions assajades,
pero per a composicions entre un 35 1 45% d’aigua es formen estructures anisotropes. En
relacié a I’eix tensioactiu/ oli es pot observar que el Miglyol 812 és soluble en el
tensioactiu fins a un 45% en pes mentre que el Cremophor EL no és soluble en el
component olids obtenint-se mescles bifasiques.

Pel que fa a la regi6 I on es formen composicions liquides, transparents i isotropes es
poden diferenciar dues zones depenent de la concentracid de tensioactiu i aigua
solubilitzades. Per a baixes concentracions d’aigua (inferiors al 35% en pes) i
concentracions de tensioactiu superiors al 53% en pes es formen solucions micel-lars
inverses 1 microemulsions W/O. Aquesta regid es lleugerament més amplia que
I’observada en el diagrama de fases de Sadurni et al (2005) solubilitzant-se un maxim
d’un 34% en pes d’aigua. Per a concentracions d’aigua superiors al 42%, la regio I
s’estén al llarg de I’eix aigua/tensioactiu 1 s’expandeix fins la relacio O/T 35/75,
aconseguint-se incorporar un maxim del 17% de component olids. En el diagrama de
fases de Sadurni et al. (2005), la major part d’aquesta zona, exceptuant les composicions
que es formen sobre 1’eix aigua/tensioactiu i solubilitzen un maxim del 3% d’oli
(identificades com solucions micel-lars directes i microemulsions de fase externa
aquosa), es troba descrita com a multifasica ja que correspon a nano-emulsions O/W.
Aquesta regid és lleugerament més estreta que 1’obtinguda en els estudis de Sadurni et
al.( 2005) on es va aconseguir la formacié d’aquest tipus de composicions fins la relacié
O/T 40/60.

Com ja s’ha esmentat anteriorment, entre les relacions O/T 8/92 1 35/65 1 per a
concentracions d’aigua en pes compreses entre el 23% 1 el 52% apareix una regi6 de
composicions monofasiques, molt viscoses 1 isotropes no observada en el diagrama de
fases determinat per Sadurni et al. (2005) on, aquesta zona, correspondria a
composicions multifasiques amb estructures de cristall liquid.

Trencant la continuitat de la regid I es troba una zona (CL) on es formen composicions
amb fases de cristall liquid laminar i/o hexagonal. Sadurni et al. (2005) van diferenciar
una regid anisotropa monofasica de cristall liquid hexagonal propera a [I’eix

aigua/tensioactiu solubilitzant un maxim del 6% de Miglyol 812 1 una regi6 monofasica
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de cristall liquid laminar per a concentracions O/T de 9/91 1 de 50/50 i1 d’aigua
compreses entre un 12 i un 23% en pes.

La regid6 M, que ocupa la part central del diagrama, correspon a composicions
multifasiques amb diferent viscositat depenent de la concentracié d’aigua. Aixi les
composicions son molt viscoses a la part superior de la regio i tendeixen a fer-se més
fluides com més properes es troben als vertex aigua i oli. Per a concentracions elevades
de component aquods i olids es van observar fenomens de desestabilitzacid (cremat) en
periodes de temps inferiors a 24 hores. En els estudis de Sadurni et al. (2005) on es van
caracteritzar diferents composicions d’aquesta regié per microscopia Optica 1 per
espectrofotometria de dispersio de raigs X es va detectar la presencia d’estructures de
cristall liquid.

Pel que fa a la regid liquida bifasica (II), no es van observar diferéncies entre ambdods
diagrames de fases. En aquesta regidé s’assoleix 1’estat d’equilibri en periodes curts de

temps, produint-se una rapida separacid en fases.

Finalment, destacar, que en relacié al sistema ternari amb Tween 80 estudiat en capitols
anteriors (Fig. 4.1) 1 considerant que ambdoés tensioactius presenten un numero HLB
similar, en el sistema amb Cremophor EL com a tensioactiu es formarien composicions
transparents, liquides isotropes (regié I) amb un elevat contingut d’aigua capaces de

solubilitzar majors concentracions de component olids.

Sistemes aigua/ Cremophor EL: Lutrol F 127/ Miglvol 812 i aigua / Cremophor
EL: Lutrol F68/ Miglyol 812

Igual que als sistemes que contenien Tween 80 com a tensioactiu, s’ha estudiat la
influencia de la incorporacié de Lutrol F127 i Lutrol F68 als sistemes amb Cremophor
EL. Molts d’aquests sistemes s’han determinat Unicament fins a una relacid
oli/tensioactiu 40/60. A la figura 4.8 es poden observar els diagrames de fases
corresponents als sistemes aigua/ Cremophor EL: Lutrol F 127 (relacions 5:1, 3:1 1 1:1,
p/p)/ Miglyol 812, 1 a la figura 4.9 els sistemes aigua/ Cremophor EL: Lutrol F68
(relacions 3:1 1 5:1, p/p)/ Miglyol 812.
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a) Cremophor EL: Lutrol F127 (5:1,p/p) b) Cremophor EL:Lutrol F127(3:1.p/p)
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Fig.4.8: Diagrames de fases a 25°C del sistema aigua/ Cremophor EL: Lutrol F 127/ Miglyol 812 amb
diferents relacions en pes Cremophor EL: Lutrol F127: a) 5:1, b) 3:1 i ¢) 1:1. I: Regi6 liquida transparent i
isotropa; II: Regid liquida bifasica; III: Regié monofasica, isotropa, d’elevada viscositat; CL: Regid
anisotropa; M CL: Regié multifasica anisotropa; M: Regié multifasica.

En aquests sistemes s’han identificat fins a 6 regions I, I, III, CL, MCL i M, depenents
de la concentracid en pes tensioactiu/co-tensioactiu.

Com ja es va observar en els diagrames amb Tween 80 com a tensioactiu (Fig 4.3), la
incorporacié de Lutrol F127 en el sistema comporta un desplagament progressiu de la
regio liquida 1 isotropa (I) cap a I’eix aigua/tensioactiu, que es manifesta amb una
reduccié important d’aquesta zona sobretot per a proporcions elevades de co-tensioactiu.
De fet, per al sistema amb una relaci6 en pes tensioactiu:co-tensioactiu d’1:1 (Fig. 4.8c),
aquest tipus de composicions Unicament es formen per a elevades concentracions
d’aigua (>70% en pes) 1 baixes concentracions de component olids (< 5% en pes).

Pel que fa a les regions CL 1 MCL en les que s’obtenen composicions amb fases de
cristall liquid laminar i/0 hexagonal, en incorporar el co-tensioactiu Lutrol F 127,

s’observa un augment considerable d’aquesta regié anisotropa que creix gradualment
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cap el vertex de I’aigua amb I’increment de la fraccid en pes de Lutrol F127. Destacar
que, per a la relacid co-tensioactiu: tensioactiu d’1:1, aquest tipus d’estructures es
formen fins 1 tot sobre 1’eix aigua/tensioactiu per a un ampli rang de concentracions
d’aigua (veure Fig. 4.8¢). L’ampliacié de la zona de cristall liquid, en incorporar Lutrol
F127 al sistema ja s’havia observat en els sistemes amb Tween 80 (Fig 4.3).

En relacié a la regio III, que es forma a continuacié de la regié de cristall liquid en
augmentar la concentraci6 d’aigua, la incorporacié de Lutrol F127 suposa un
desplacament cap a majors concentracions d’aigua i1 un estretament de la regi6 cap a
I’eix aigua/tensioactiu en concordanga amb la reduccié de la zona de composicions
liquides isotropes (I).

Finalment, igual que en els sistemes amb Tween 80 (Fig.4.3), 1’addici6 del co-
tensioactiu Lutrol F127 al sistema comporta la formacié de composicions multifasiques
(M) d’elevada viscositat sobre 1’eix oli/tensioactiu a baixes conentracions d’aigua (<15%

en pes) que no s’observen al sistema basic (Fig. 4.7).

Sistemes aigua/ Cremophor EL : Lutrol F 68 (3:1 i 5:1, p/p)/ Miglyol 812

a) Cremophaor ELé_Uh’QI FE8(5:1,pip) b) Cremophor EL: Lutrol F&8(3:1,p/p)
1

Regid no estudiada 2 Regi6 no estudiada
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Fig.4.9: Diagrames de fases a 25°C del sistema aigua/ Cremophor EL: Lutrol F 68/ Miglyol 812 amb
diferents relacions en pes Cremophor EL: Lutrol F68: a) 5:1, b) 3:1. I: Regid liquida transparent i isotropa;
IIT: Regié monofasica, isotropa, d’elevada viscositat; CL: Regid anisotropa; M: Regié multifasica.

Quan es comparen els sistemes representats a les Fig. 4.8 1 4.9, es pot observar que la
substitucio del Lutrol F127 pel Lutrol F68 (de menor pes molecular i superior HLB),
comporta una reduccid considerable de la regi6 anisotropa de cristall liquid (CL) per a
elevades concentracions de tensioactiu, un estretament de la regié multifasica a baixes

concentracions d’aigua (veure figures 4.8a i 4.9a), i un eixamplement de la regio on es
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formen composicions liquides isotropes (I) cap a una major concentracié d’oli per a
baixes concentracions d’aigua.

Pel que fa a I’increment de la fraccio en pes de Lutrol F68 respecte al Cremophor EL,
(Fig. 4.9) unicament s’observa un estretament a elevades concentracions de tensioactiu
de la regio liquida 1 isotropa (I) per a concentracions d’aigua compreses entre el 7% 1 el
12% formant-se, per aquestes proporcions, composicions multifasiques d’elevada
viscositat.

En relacié al sistema basic aigua/Cremophor EL/Miglyol 812 (Fig. 4.7), amb Ila
incorporacié del co-tensioactiu Lutrol F68 al sistema, s’observa principalment una
lleugera reducci6 de la zona I que es desplaga cap a 1’eix tensioactiu/aigua per a elevades
concentracions d’aigua i la desaparicié de les regions de cristall liquid que es formaven

en abséncia del component olids.

Sistema aigua/ Cremophor EL: Epikuron 170 (3:1. p/p)/ Miglyol 8§12

S’ha estudiat la influéncia d’una lecitina d’origen vegetal, I’Epikuron 170, en la
formaci6 de nano-emulsions de fase externa aquosa quan s’empra Cremophor EL com a
tensioactiu. A la figura 4.10 es troba representat el diagrama de fases corresponent
determinat a 25°C. Es va seleccionar una proporcid en pes de 3:1 entre tensioactiu i co-

tensioactiu. El sistema es va estudiar fins una relacidé O/T: 70/30.

Cremophor EL: gp ikuron 170 (3:1. p/p)

0.1 Regié no estudiada
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Fig. 4.10: Diagrama de fases a 25°C del sistema aigua/ Cremophor EL: Epikuron 170 (3:1, p/p)/

Miglyol 812. I: Regi6 liquida transparent i isotropa; II: Regio liquida bifasica; I1I: Regié monofasica,

isotropa, d’elevada viscositat; CL: Regid anisotropa; M CL: Regié multifasica anisotropa; M: Regid

multifasica.
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En el diagrama de fases es pot observar una zona liquida i transparent (I) a partir de
concentracions elevades d’aigua (superiors al 50%) capaces de solubilitzar fins a un
maxim del 30% en pes de component olids. Aquesta regid s’estén fins el vertex de
I’aigua obtenint-se composicions amb elevades concentracions d’aigua i baixa
concentracio de tensioactiu idonies per a 1’aplicaci6 farmaceutica.

Les composicions de la regi6 II (sobre 1’eix tensioactiu/oli) son liquides i bifasiques ja
que assoleixen rapidament l’estat d’equilibri indicant la immiscibilitat dels diferents
components.

Per a concentracions d’aigua entre el 30 i el 55% en pes i de Miglyol 812 superiors al 10
% en pes, es troba una regié de composicions monofasiques, molt viscoses 1 isotropes
que suggereixen la presencia de cristall liquid cubic (III).

Des del vertex del tensioactiu estenent-se cap els altres dos vertex (aigua i component
oliés) fins arribar a concentracions d’aigua del 42% en pes, es pot observar una amplia
zona de composicions anisotropes ja siguin monofasiques (CL) o multifasiques (MCL).
Sobre I’eix aigua/tensioactiu/co-tensioactiu i per a concentracions d’aigua entre el 42 1 el
75% apareix una regié multifasica, degut a que la mescla de tensioactius €s soluble en
aigua unicament fins a una concentracié del 25%. Aquesta zona M incorpora un maxim
del 10% en pes d’oli. Per a relacions O/T superiors a 55/45 1 concentracions d’aigua del
15% s’observa també una regi6 de composicions multifasiques (M).

Igual que en el sistema amb Tween 80, la incorporacié d’Epikuron 170 al sistema basic
aigua/Cremophor EL/ Miglyol 812 implica un notable desplacament de la regi6 liquida
isotropa cap a composicions amb una major concentracid d’oli quan s’incorporen
elevades concentracions d’aigua, la desaparici6 d’aquestes mescles a baixes

concentracions d’aigua i un increment considerable de la regid anisotropa.
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4.1.3. Preparacio de nano-emulsions per diferents metodes d’emulsificacio i

caracteritzacio per espectroscopia de correlacio fotonica

S’han seleccionat diferents composicions amb un 90% o 95% en pes d’aigua de la zona
liquida 1 isotropa (zona I) dels diagrames de fases. Les composicions seleccionades
s’han preparat per diferents metodes d’emulsificaciéo amb la finalitat de determinar si es
tractava de microemulsions o de nano-emulsions. Per a cada sistema es van preparar
composicions fins a la maxima relacié O/T amb la que s’havien obtingut composicions
liquides, isotropes, transparents o translicides. A la taula II es troben detallades
cadascuna de les formulacions corresponents als sistemes basics i als que contenen
Lutrol com a co-tensioactiu seleccionades per a aquest estudi. Les composicions dels

sistemes amb Cremophor WO7 1 Epikuron 170 es descriuran més endavant.

Taula II: Composicié i nomenclatura de les formulacions seleccionades dels sistemes amb Tween 80 o
Cremophor EL com a tensioactiu.

Composicié de formulacions
Sistema aigual/ tensioactiu no ionic/ oli Formulacié
amb un 90% en pes d’aigua
Relacié O/T

Aigua/ Tween 80/ Miglyol 812 E1 10/90
Aigua/ Tween 80: Lutrol F127 (3:1, p/p)/ Miglyol 812 F1 10/90
Aigua/ Tween 80: Lutrol F127 (5:1, p/p)/ Miglyol 812 HA1 10/90
Aigua/ Tween 80: Lutrol F68 (3:1, p/p)/ Miglyol 812 F1 10/90
Aigua/ Tween 80: Lutrol F68 (5:1, p/p)/ Miglyol 812 H1 10/90
J1 10/90
Aigua/ Cremophor EL/ Miglyol 812 J2 20/80
J3 30/70
11 10/90

Aigua/ Cremophor EL: Lutrol F127 (3:1, p/p)/ Miglyol 812
12 20/80
L1 10/90
Aigua/ Cremophor EL: Lutrol F127 (5:1, p/p)/ Miglyol 812 L2 20/80
L3 30/70
N1 10/90

Aigua/ Cremophor EL: Lutrol F68 (3:1, p/p)/ Miglyol 812
N2 20/80
M1 10/90

Aigua/ Cremophor EL: Lutrol F68 (5:1, p/p)/ Miglyol 812
M2 20/80

Els metodes d’emulsificacio seleccionats s’han classificat en funcié de com s’ha realitzat

la homogeneitzacid (vortex o ultratirrax) i de la temperatura. A la taula III es troben
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descrits els diferents metodes emprats. El procés de preparacio de les composicions per
cadascun d’aquests metodes es troba detallat al capitol 3.3.2.
Una vegada preparades les composicions s’han deixat reposar en un bany termostatat a

25°C durant un periode de temps de 24 hores.

Taula IIT: Métodes d’emulsificacié emprats per a la preparacio de les composicions seleccionades.

TEMPERATURA
25°C 50°C 70°C
A: Pesada directa B: Pesada directa
E: Addicions
VORTEX C: Addicions D: Addicions successives successives d’aigua a la
successives d’aigua a la d’aigua a la mescla . L
mescla oli/tensioactiu
mescla oli/tensioactiu oli/tensioactiu
ULTRATURRAX F: Pesada directa — G: Pesada directa

El criteri de seleccid ha consistit en una valoracié macroscopica (observacié visual de
I’aspecte de les mostres després de deixar-les en repos a 25°C durant 24 hores). Quan es
troben diferéncies en 1’aspecte de la mescla obtinguda segons el meétode d’elaboracid es
considera que €s una nano-emulsid perque¢ en les microemulsions, degut a la seva
estabilitat termodinamica es formen espontaniament i s’obtindria la mateixa mescla

transparent i isotropa independentment del meétode de preparacié (Solans, 2003, 2005).

A la figura 4.11 es pot observar ’aspecte macroscopic que presenten algunes de les

composicions estudiades.
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Fig. 4.11: Aspecte macroscopic de composicions preparades per diferents meétodes d’emulsificacid
seleccionades de sistemes aigua/ tensioactiu no ionic/component olios.

D’acord amb la figura 4.11, quan les composicions presenten ’aspecte de la imatge a es
consideren com a dispersions fluides 1 transparents, si es corresponen amb la imatge b es
poden descriure com dispersions fluides, transparents, blavoses i si son com la ¢ com
dispersions fluides, translucides, blavoses. Finalment, si el seu aspecte és el de d, com a

sistema multifasic, fluid, térbol i blanquinoés.
Considerant aquesta classificacio es va elaborar la taula IV on es descriu 1’aspecte de les

mescles preparades pels diferents metodes d’emulsificacid excepte les que contenen

Cremophor WO7 i Epikuron 170.
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Taula I'V: Aspecte macroscopic de les formulacions seleccionades amb concentracions d’aigua del 90%
en pes preparades per diferents métodes d’emulsificacio.

Formulacié Métodes d’emulsificacio
A B C D E F G
Dispersi6 Dispersi6 Dispersié Dispersié Dispersio Dispersi6 Dispersio
E1 fluida, fluida, fluida, fluida i fluida i fluida, fluida,
translucida transparent transparent transparent transparent transparent transparent
Dispersio
S|st.e‘m.a fluida, Dispersi6 Dispersi6 Dispersi6
multifasic, transparent- _ . L _ A
F1 S . . fluida, fluida i fluida,
fluid, térbol i translucida
L transparent transparent trasnsparent
blanquinés (cremat a les
24 hores)
. Dispersio
Slst_e‘m_a fluida, Dispersio Dispersio Dispersio
multifasic, . . - -
H1 fluid. térbol i transparent —_— fluida, fluida fluida ,
e (cremat a les transparent transparent trasnsparent
blanquinos
24 hores)
Slst.e‘m.a Dispersio Dispersio Dispersio Dispersio Dispersio
) multifasic, A . A . .
F1 fluid. torbol i fluida i —_— fluida, fluida, fluida, fluida,
bl s transparent transparent transparent transparent transparent
anquinds
Slst_e‘m_a Dispersi6 Dispersié Dispersi6 Dispersi6 Dispersi6
, multifasic, AN A . . .
H1 fluid. térbol i fluida i _— fluida, fluida, fluida, fluida,
N transparent transparent transparent transparent transparent
blanquinés
Sistema Dispersi6 Dispersié Dispersié Dispersié Dlspersm Dispersié
ex . . . . fluida, f
13 multifasic, fluida, fluida, fluida, fluida, translicida fluida,
fluid, térbol i transparent, transparent, transparent, transparent, terbola i transparent,
blanquinos blavosa blavosa blavosa blavosa blavosa
blavosa
. D|sper5|o Dispersio Dispersio Dispersio
Sistema fluida, . . .
multifasic transparent- fluida, fluida, fluida,
12 S par transparent, transparent, transparent,
fluid, térbol i translicida, I I
blanquinés lleugerament lleugerament eugerament eugerament
blavosa blavosa blavosa
blavosa
Sistema D|ﬂs5325|o Dispersio Dispersio Dispersio
multifasic, ’ - fluida, fluida, e fluida,
L2 . ) transparent -
fluid, térbol i translacida transparent, transparent, transparent,
blanquinos blavosa blavosa blavosa
blavosa
Sistema Dispersio Dispersié Dispersié Dlspersw
ex . ; ; fluida,
L3 multifasic, fluida, - fluida, fluida, - translicida-
fluid, térbol i translucida, translucida, translucida, .
L térbola, blau-
blanquinos blavosa blavosa blavosa ’
blanquinosa
. D|sper5|o Dispersio Dispersio Dispersio
Sistema fluida, flui flui fluid
multifasic transparent- uida, uida, uica,
N1 e . B transparent, transparent, —_— transparent,
fluid, térbol i translicida, I I I
blanquinés lleugerament eugerament eugerament leugerament
blavosa blavosa blavosa
blavosa
Sistema DISp.erSIO Dispersio Dispersi6 D'Sp.erSIo Dispersio
o fluida, . . fluida, .
multifasic, fluida, fluida, P fluida,
N2 S transparent — _— transltcida-
fluid, térbol, A transparent, transparent, . transparent,
o translucida i térbola,
blanquinés blavosa blavosa blavosa
blavosa blavosa
Dispersio . . . . . i
Sistema fluida, D|ﬂsper3|o Dlﬂspersm Dlﬂspersm
multifasic transparent- uida, uida, uida,
M1 e . - transparent, transparent, _ transparent,
fluid, térbol i translicida,
Y lleugerament lleugerament lleugerament
blanquinos lleugerament
blavosa blavosa blavosa
blavosa
Sistema D|ﬂsl§)i(ej|;3|o Dispersio Dispersio Dlﬂsliniz;sm Dispersio
multifasic, X fluida, fluida, ho fluida,
M2 N ) transparent — _— transltcida- )
fluid, térbol i translacida transparent, transparent, terbola i transparent i
blanquinoés ’ blavosa blavosa blavosa
blavosa blavosa

* Les composicions J1, J2, I1 i L1 no consten en aquesta taula ja que inicament es van preparar pels
meétodes A 1 E amb la finalitat de discriminar si corresponien a microemulsions o nano-emulsions. Quan
les mescles es preparen pel métode A s’obtenen composicions multifasiques, fluides, térboles i
blanquinoses mentre que pel métode E es van formar dispersions fluides, isotropes, transparents o
translucides 1 lleugerament blavoses.
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Totes les composicions seleccionades corresponen a nano-emulsions ja que a diferéncia
de les microemulsions, depenen del metode d’emulsificacio i no s’han pogut preparar o
presentaven diferéncies en el seu aspecte macroscopic per a tots els meétodes utilitzats.
Aixi, les formulacions amb Lutrol F68 i Lutrol F127 com a co-tensioactiu no s’han
pogut preparar a 25°C per addicions successives d’aigua a la mescla oli/tensioactiu
(metode C) degut a la dificultat d’aconseguir la homogeneitat de la mescla a 25°C. Quan
les composicions es preparen pel metode A soén multifasiques i1 terboles excepte la
corresponent al sistema aigua/ Tween 80/ Miglyol 812 que presentava un aspecte
translucid. La preparacid pels altres meétodes d’emulsificacio dona lloc a composicions
més o menys transparents, sent el meétode més eficac d’acord amb la valoracid
macroscopica, el que consisteix en addicionar 1’aigua a 50°C a la mescla oli/ tensioactiu
homogeneitzant amb agitaci6 mecanica (vortex). Amb aquest mectode totes les
composicions obtingudes eren completament transparents (pel metode B les
composicions amb Cremophor El i Lutrol F68 o F127 eren translucides), requerint una
temperatura d’emulsificacié inferior als 70°C per a la seva formacio i sense la necessitat

d’haver d’aplicar una forca de cisalla (ultratirrax).

Amb la finalitat de seleccionar el millor meétode d’emulsificacio per a la preparacio de
les nano-emulsions, les composicions es van caracteritzar per DLS a 25°C. Unicament es
van caracteritzar aquelles composicions preparades a 50°C 1 70°C (metodes B, D, E 1 G)
amb els quals es va aconseguir la formaci6 de dispersions liquides, transparents o
translucides amb la major part de les formulacions. A la taula V es poden observar els
valors del diametre de gota i1 els index de polidispersitat de les nano-emulsions
preparades pels diferents metodes d’emulsificacid. Les determinacions de la mida de
gota es van dur a terme després de deixar reposar les composicions en un bany termostat

a 25°C durant 24 hores.
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Taula V: Diametre de gota i index de polidispersitat determinats per DLS a 25°C de les composicions
preparades pels metodes B ,D, E i G.

Métode d’emulsificacio

Nano-emulsié B D E G

Diametre de gota P Diametre de gota P Diametre de gota P Diametre de gota P

(Z-Average (nm)) (Z-Average (nm)) (Z-Average (nm)) (Z-Average (nm))
E1 12,28 0,236 11,57 0,178 13,76 0,154 29,19 0,617
F1 16,76 0,460 13,37 0,360 16,37 0,302 17,43 0,501
HI 13,37 0,360 12,43 0,309 12,15 0,310 15, 95 0,447
F1 30,87 0,244 25,12 0,223 23,63 0,186 31,85 0,227
H1 19,35 0,248 19,01 0,213 16,78 0,176 —_— —
J3 28,30 0,332 24,85 0,231 25,82 0,162 29,50 0,197
12 —_— —_— — — 33,91 0,372 — —
L2 35,81 0,461 26,34 0,265 25,21 0,253 41,12 0,413
L3 —_— —_— — — 36,18 0,283 — —
N1 33,05 0,298 26,82 0,120 27,12 0,156 31,11 0,314
N2 39,29 0,152 39,92 0,132 40,73 0,134 41,27 0,147
M1 25,06 0,269 22,39 0,108 21,75 0,119 23,93 0,199
M2 31,88 0,190 29,83 0,133 31,20 0,118 31,81 0,149

" En el cas d’obtenir-se un index de polidispersitat superior a 0,250 el valor del diametre de gota com a Z-
Average no es pot considerar fiable.

" En negreta es troben marcats els valors més baixos de diametre de gota i de polidispersio obtinguts per
DLS per a cada composicio.

“En relaci6 a les composicions 12 i L3, només es van caracteritzar les mescles preparades pel métode E ja

que amb els métodes B, D i G es va observar la formacié de cremat en transcorrer 24 hores.

Els diametres de gota més petits 1 els index de polidispersitat més baixos per a cada
composicié es van obtenir amb els metodes E i D que consisteixen en 1’addicid
successiva de petites quantitats d’aigua a la mescla oli/tensioactiu a 70°C 1 a 50°C
respectivament. En ambdos metodes la formacié de les gotes de nano-emulsi6 s’esdevé a
partir de les transicions de fases que tenen lloc durant el procés d’emulsificacio. En els
estudis de Sadurni et al. (2005) 1 Sol¢ et al. (2006) I’obtenci6é de nano-emulsions O/W
amb una mida de gota molt petita i uniforme es va relacionar amb la formacio
d’estructures de cristall liquid laminar 1 de cristall liquid cubic respectivament durant el
procés d’emulsificacid. Per tant, els canvis en la curvatura natural del tensioactiu que
tindrien lloc durant I’emulsificacio jugarien un paper clau en la formacié de les nano-
emulsions. En els corresponents diagrames de fases de les composicions estudiades

(apartat 4.1.2), es va observar la formacié de regions de cristall liquid per a baixes
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concentracions d’aigua. L’obtencié de nano-emulsions per addicions successives d’aigua
permetria la formaci6 d’aquest tipus d’estructures durant I’emulsificacié i1 aixo explicaria
la petita mida de gota i la baixa polidispersitat de les composicions preparades per aquest
metode. Cal destacar que durant 1’elaboracié dels diagrames de fases, tot i que
I’observacid de les composicions es va realitzar a 25°C, les mescles es van escalfar per a
facilitat-ne I’homogeneitzacio. Per contra, quan les composicions es preparen per pesada
directa incorporant I’aigua en una Unica addiciéd (metodes B 1 G), no es produeix una
transiciéo de fases progressiva durant el procés i per tant no es formarien aquestes
estructures de cristall liquid. De fet, la utilitzacié dels metodes B i G per a la preparacid
de les nano-emulsions, suposa un increment del diametre de gota per a la gran majoria
de les composicions estudiades.

Pel metode G, on les nano-emulsions s’obtindrien per fenomens de trencament i col-lisi6
de les gotes en aplicar una forga de cisalla i una elevada velocitat d’agitacid, unicament
s’ha aconseguit la formacio de sistemes de baixa polidispersitat (index de polidispersitat
< 0,200) amb les composicions J3, N2, M1 i M2. Si es comparen els valors de mida de
gota 1 dels index de polidispersitat d’aquestes mateixes mescles obtinguts amb els
metodes E i G, s’observa que en aplicar-se el métode E les nano-emulsions presenten
una mida de gota lleugerament més petita 1 una polidispersio relativament més baixa que
quan es preparen pel metode G.

Finalment amb el mé¢tode B (pesada directa a 50°C), les uniques composicions que han
presentat una polidispersitat inferior a 0,200 han sigut les mescles N2 i M2. Per a la resta
de composicions es van obtenir uns valors de polidispersio compresos entre 0,236 i

0,461.

D’acord amb els resultats obtinguts, com a metode d’eleccid per la preparacié de les
nano-emulsions es va seleccionar el métode E (addicions successives a 70°C) ja que amb
aquest metode d’emulsificacid es van obtenir els valors més petits de diametre de gota 1
uns index de polidispersitat més baixos per la majoria de les composicions estudiades.

Amb el metode E practicament totes les composicions corresponen a sistemes
monodipersos (index de polidispersitat < 0,200) tret de les que contenen Lutrol F127
com a co-tensioactiu (mescles F1, H1, 12, L2 i L3). En aquests casos I’index de
polidispersitat va ser superior a 0,250 1 per tant les determinacions de Z-Average no es
poden considerar com a fiables. Per tant, no es van prosseguir els estudis amb aquestes

formulacions.
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Les composicions dels sistemes aigua/ Tween 80: Cremophor WO7 (1:3, p/p) Miglyol
812, aigua/ Tween 80: Epikuron 170 (3:1, p/p) Miglyol 812 i aigua/ Cremophor EL:
Epikuron 170 (3:1, p/p) Miglyol 812 unicament es van preparar pels metodes A 1 E 1 no
consten a les taules anteriors. En aquests sistemes es van seleccionar mescles amb un 90
o un 95% en pes d’aigua i1 unes relacions O/T de 30/70 1 40/60. En el sistema amb
Cremophor EL 1 Epikuron 170 s’han estudiat també les relacions O/T, 50/50 1 60/40

(veure taula VI).

Taula VI: Composicié de les nano-emulsions seleccionades de sistemes aigua/tensioactiu: co-tensoactiu/oli

Composicié de les nano-emulsions

Sistema aigual tensioactiu no ionic/ co-tensioactiu/oli Nano-emulsio
Aigua (%) Relacié O/T

Aigua/ Tween 80: Cremophor WO7 (1:3, p/p)/ Miglyol 812 03 90 30/70

04 90 40/60

Aigua/ Tween 80: Epikuron 170 (3:1, p/p)/ Miglyol 812 P3 95 30/70

P4 95 40/60

Aigua/ Cremophor EL: Epikuron 170 (3:1, p/p)/ Miglyol 812 Q3 95 30/70
Q4 95 40/60

Q5 95 50/50

Q6 95 60/40

De la mateixa manera com s’havia procedit en els estudis anteriors, una vegada
preparades les composicions es van deixar reposar durant 24 h en un bany termostatat a
25°C. Transcorregut aquest temps, les mescles es van valorar macroscopicament. A la
taula VII es descriu ’aspecte que presenten les formulacions preparades per pesada
directa a 25°C (metode A) 1 per addicions successives a 70°C (metode E). A la
temperatura de 70°C, en els sistemes que contenen Epikuron 170 com a co-tensioactiu,

no es va produir enfosquiment de la lecitina (reacci6é de Maillard).

Taula VII: Aspecte macroscopic a 25°C de diverses mescles preparades per diferents métodes
d’emulsificacid

Nano-emulsié Métode A Metode E
03 Sistema multifasic, fluid, terbol i blanquinés Dispersio liquida, translucida, blavosa. Formacioé de
cremat.
04 Sistema multifasic, fluid, térbol i blanquinos Dispersio liquida, transldcida-térbola, blanc-blavosa.

Preséncia de cremat

P3 Sistema multifasic, fluid, térbol i blanquinés Dispersio liquida, transparent-translucida,
lleugerament blavosa i groguenca

P4 Sistema multifasic, fluid, térbol i blanquinés Dispersi6 liquida, transparent-translucida, blavosa

Q3 Sistema multifasic, fluid, terbol i blanquinés Dispersio liquida, transparent-transltcida,
lleugerament groguenca

Q4 Sistema multifasic, fluid, térbol i blanquinés Dispersio liquida, transparent-translucida,
lleugerament blavosa

Q5 Sistema multifasic, fluid, térbol i blanquinés Dispersio liquida, translucida, blavosa

Q6 Sistema multifasic, fluid, térbol i blanquinés Dispersi6 liquida, translucida, blau-blanquinosa
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Quan les mecles es preparen pel metode A (pesada directa a 25°C), s’obtenen
composicions liquides, multifasiques, teérboles i blanquinoses per a totes les relacions
O/T i concentracions d’aigua estudiades mentre que pel meétode E (addicions successives
a 70°C) es formen dispersions fluides, transparents o translucides, blavoses i/o
lleugerament groguenques (sistemes amb Epikuron 170).

D’acord amb els resultats obtinguts, les composicions corresponen a nano-emulsions ja
que s’han observat variacions importants en I’aspecte macroscopic de les mescles en ser
preparades per metodes diferents, indicant que el procés d’emulsificaci6 juga un paper

clau en la formacié d’aquestes dispersions.

Les composicions preparades pel métode E es van caracteritzar per DLS a 25°C. A
continuacid es mostren els resultats obtinguts:

La figura 4.12 correspon a les composicions del sistema aigua/ Tween 80: Cremophor
WO7 (1:3, p/p)/ Miglyol 812. Les determinacions per DLS del diametre de gota 1 de
I’index de polidispersitat es van realitzar just després de preparar les mescles ja que a les
24 hores es comengaven a evidenciar signes d’inestabilitat (aparicié d’un lleuger cremat
facilment dispersable). Per tal d’evitar fenomens de multiple “Light Scattering” es va

dur a terme una dilucié 1/75 de la nano-emulsio inicial.

Sistema aigua/Tween 80: Cremophor WO7 (1:3, p/p)/ Miglyol 812

Composicié Diametre de gota P

%Aigua  Relacié O/T (Z-Average (nm))
90 30/70 46,69 0,076
90 40/60 68,05 0,075
' Les determinacions amb DLS es van realitzar inmediatament després de
Ereparar les composicions
Els valors de diametre de gota i de polidispersié corresponen a una dilucié
1/75 de la mescla inicial.

O/T: 30/70 O/T: 40/60

Fig. 4.12: a) Aspecte macroscopic de les composicions del sistema aigua/ Tween 80: Cremophor WO7
(1:3, p/p)/ Miglyol 812 preparades pel metode E. b) Diametre de gota com a Z-Average i polidispersié de
les composicions determinades a 25°C per DLS.
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Com es pot observar a la figura 4.12, la transparéncia de les mescles disminueix en
augmentar la relacié O/T, obtenint-se una dispersio liquida transliicida i blavosa amb la
relacid6 O/T de 30/70 mentre que amb la relacié O/T 40/60 la mescla és translicida-
terbola i amb una coloracid blanc-blavosa. Aquests canvis en ’aspecte visual de les
composicions s’atribueixen a l’increment del diametre de gota en augmentar la
concentracio d’oli/tensioactiu (Sadurni, 2005, Liu, 2006; Sole, 2006). De fet, com es
podria esperar, la nano-emulsid amb una mida de gota més petita correspon a la
composicid preparada amb una concentraci6 O/T més baixa (composicid O3, relacid
O/T de 30/70) obtenint-se un diametre de gota de 46,69 nm.

Amb ambdues formulacions es van obtenir nano-emulsions de baixa polidispersitat i
amb un diametre de gota inferior als 100 nm. Malgrat els resultats obtinguts, les
composicions no es van utilitzar en estudis posteriors ja que no presentaven una bona
estabilitat cinctica i enfront temperatures elevades, com les aplicades per a la preparacio
de nanoparticules de poliureta i1 poliurea (veure capitol nanoparticules), experimentaven

una separacid en fases.

En els sistemes amb Epikuron 170 com a co-tensioactiu es van obtenir uns valors de
polidispersio superiors a 0,350, (per algunes composicions fins 1 tot propers a la unitat),
indicant que les mescles eren polidisperses, i les determinacions de la mida de gota com
a Z-Average poc fiables. En la majoria de les nano-emulsions estudiades es va observar
fins 1 tot I’existéncia de diferents poblacions de gotes detectades per DLS dins la mateixa

formulacio6 (a titol representatiu veure Fig. 4.13).

18,13 nm
Z-Average : 132 nm

15T l Polidispersio: 0,367
9
5 107 463 nm 129, 5 nm
A L
5 a
£ 57

0 . . . . |

0.1 1 10 100 1000 10000

Diametre de gota (d.nm)

Fig. 4.13: Perfil de distribucid de la mida de gota per intensitat obtingut per DLS de la composicié amb un
95% d’aigua i una relacié O/T: 50/ 50 del sistema aigua/ Cremophor EL: Epikuron 170 (3:1, p/p)/ Miglyol
812.
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Amb la finalitat de disminuir I’index de polidispersitat i aconseguir 1’uniformitat de la
mida de gota, les nano-emulsions dels sistemes amb Epikuron 170 es van preparar
combinant un metode d’emulsificaci6 de baixa energia (E) amb un metode
d’emulsificacié d’alta energia que consisteix en sotmetre les composicions a un bany
d’ultrasons durant 1 hora.

La combinacié d’un metode de baixa energia amb un metode d’alta energia per a la
preparacié de nano-emulsions amb lecitina (Epikuron) ja s’havia estudiat en treballs
anteriors (Sadurni, tesi doctoral, 2005). En aquests estudis es va utilitzar un
homogeneitzador d’alta pressié com a metode d’alta energia i es va aconseguir millorar
notablement la polidispersitat del sistema.

Per a la present tesi doctoral es van seleccionar els ultrasons ja que a diferéncia dels
homogeneitzadors d’alta pressid no requereixen la preparacié de grans quantitats de
formulacio (Antonietti, 2002; Asua, 2002; Landfester, 2004; Ouzineb, 2006).

La figura 4.14 correspon a diferents nano-emulsions dels sistemes aigua/ Tween 80:
Epikuron 170 (3:1, p/p)/ Miglyol 812 i aigua/ Cremophor EL: Epikuron 170 (3:1, p/p)/

Miglyol 812 després de ser sotmeses durant un temps d’1 hora a ultrasons.

O/T: 30/70 O/T: 40/60 O/T: 30/70 O/T: 40/60 O/T: 50/50 O/T: 60/40

\ ‘ I:

Fig. 4.14: Aspecte macroscopic de nano-emulsions preparades per la combinacid d’un metode
d’emulsificacié de baixa energia (metode E) amb un métode d’emulsificacié d’alta energia (ultasons). a)
Composicions del sistema aigua/Tween 80:Epikuron 170 (3:1, p/p)/ Miglyol 812 i b) composicions del
sistema aigua/Cremophor EL:Epikuron 170 (3:1, p/p)/ Miglyol 812.

A les imatges es pot observar com es va modificant 1’aspecte de les nano-emulsions per

als dos sistemes estudiats des de composicions completament transparents practicament
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incolores fins a composicions translicides i1 blavoses a mesura que augmenta la
concentracio oli/tensioactiu.

La utilitzacié d’ultrasons va suposar un increment de la transparéncia del sistema, ja que
les nano-emulsions prévies preparades per un procés de condensacié (méetode E)
presentaven una lleugera terbolesa. Aquest augment de la transparéncia indicaria una
diminucié de la mida de gota de les nano-emulsions. Durant 1’aplicacié d’ultrasons
s’esdevenen diferents cicles de compressid-cavitacid que provoquen un trencament
progressiu de les gotes que constitueixen la fase interna i en conseqiiéncia, el diametre

d’aquestes es redueix.

Les composicions un cop preparades es van caracteritzar per DLS a 25°C. A la taula VIII

es mostren els resultats obtinguts.

Taula VIII: Diametre de gota i polidispersié de nano-emulsions amb un 95% en pes d’aigua i una relacid
O/T creixent de sistemes amb Epikuron 170 com a co-tensioactiu determinats per DLS a 25°C. Les nano-
emulsions s’han preparat pel meétode E seguit de 1’aplicacié d’ultrasons.

Aigual/ Tween 80: Epikuron 170 (3:1, p/p) Miglyol 812 Aigual/ Cremophor EL: Epikuron 170 (3:1, p/p) Miglyol 812
Composicio Diametre de gota P Composicio Diametre de gota P
%Aigua  RelacicO/T  (Z-Average (nm)) %Aigua  Relacic O/T  (£-Average (nm))
95 30/70 18,94 0,263 95 30/70 20,92 0,276
95 40/60 31,13 0,281 95 40/60 33,42 0,232
95 50/50 48,46 0,222
95 60/40 64,58 0,209

En el sistema aigua/ Cremophor EL: Epikuron 170 (3:1, p/p)/ Miglyol 812 es va
aconseguir la formacié de nano-emulsions amb una elevada concentracid en pes de
component olios 1 una baixa concentracié de tensioactiu (relacions 50/50 1 60/40).

Com es pot observar a la taula VIII, el diametre de gota de les nano-emulsions
s’incrementa amb la relacié O/T. En tots els casos estudiats les nano-emulsions van
presentar un diametre de gota inferior als 100 nm i una polidispersi6 inferior a 0,300. La
nano-emulsio amb una mida de gota més petita (18,94 nm) correspon a la composicid
30/70 del sistema amb Tween 80 com a tensioactiu 1 la que presenta una mida més gran
(64,58 nm) a la relacio O/T: 60/40 del sistema amb Cremophor EL. Malgrat que es va
aconseguir millorar notablement la polidispersitat en relacio a les composicions

preparades unicament pel metode E, els valors obtinguts indiquen que es tracta de
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sistemes polidispersos (tots els valors de polidispersio van ser > 0,200) i per tant no es
van continuar els estudis amb aquestes formulacions.

De tots els sistemes estudiats, es van considerar apropiats per a la posterior preparacié de
nanoparticules aquells amb els que s’havien obtingut nano-emulsions de baixa
polidispersitat (index de polidispersitat < 0,200) amb un diametre de particula inferior
als 100 nm 1 que presentaven una estabilitat cinética adequada (abséncia de fenomens
d’inestabilitat en un periode minim de 48 hores observats a ull nu). Aixi, es van
descartar els sistemes amb Lutrol F127 i Epikuron 170 com a co-tensioactiu, ja que
s’obtenien polidispersions superiors a 0,200, i els que presentaven Cremophor WO7,
com a conseqiiencia de la seva baixa estabilitat cinetica. A la taula IX es detallen els
sistemes 1 les composicions seleccionades i els parametres morfometrics determinats a
25°C per DLS. Les nano-emulsions es van preparar pel metode E (addicions successives
d’aigua a 70°C a la mescla oli/ tensioactiu préviament homogeneitzada i agitacié6 amb
vortex).

Taula IX: Composicio, diametre de gota i polidispersié determinats a 25°C per DLS de diferents
nano-emulsions preparades pel métode E.

Composicio Diametre de gota P
Sistema NE (Z-Average (nm))
% Aigua Relacio O/T
Aigua/ Tween 80/ Miglyol 812 E1 90 10/90 13,76 0,154
Aigua/ Tween 80: Lutrol F68 (3:1, p/p)/ Miglyol 812 F1 90 10/90 23,63 0,186
Aigua/ Tween 80: Lutrol F68 (5:1, p/p)/ Miglyol 812 H'1 90 10/90 16,78 0,176
Aigua/ Cremophor EL/ Miglyol 812 J1 90 10/90 14,71 0,109
J2 90 20/80 18,87 0,138
J3 90 30/70 25,82 0,162
Aigua/ Cremophor EL: Lutrol F 68 (3:1, p/p)/ Miglyol 812 N1 90 10/90 27,16 0,156
N2 90 20/80 40,73 0,134
Aigua/ Cremophor EL: Lutrol F 68 (5:1, p/p)/ Miglyol 812 M1 90 10/90 21,75 0,119
M2 90 20/80 31,20 0,118

Les determinacions per DLS es van dur a terme sense diluir les composicions després de
deixar reposar les mescles 24h en un bany termostatat a 25°C. Les composicions J1 i J2
del sistema aigua/ Cremophor EL/ Miglyol 812, després de comprovar que corresponien
a nano-emulsions, es van preparar directament pel metode E, ja que per aquest metode
d’emulsificacid es van obtenir composicions amb una baixa polidispersitat per a la major
part de les mescles estudiades (veure taula V). Per a aquestes composicions es van

obtenir uns valors de diametre de gota de 14,71 nm 1 18, 87 nm respectivament i una
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polidispersié inferior a 0,140. La nano-emulsié amb una mida de gota més petita
correspon a la mescla E1 (13,76 nm) 1 la que presenta una diametre més gran a la

composicié N2 (40,73 nm).

4.1.3.1. Influéncia de variables de composicio en la mida de gota de les nano-

emulsions

Un cop seleccionats els sistemes aigua/ tensioactiu no ionic/ Miglyol 812 1 el metode
d’emulsificacid, es va estudiar la influéncia de les variables de composicié en la mida de
gota de les nano-emulsions.

Es va estudiar la influéncia de la relacid tensioactiu/ co-tensioactiu, de la concentracio

d’aigua 1 de la relacio oli/tensioactiu.

Influéncia de la naturalesa del tensioactiu i concentracio de co-tensioactiu en la
preparacio de nano-emulsions

Per a dur a terme aquests estudis, es van preparar nano-emulsions amb una concentracio
fixa d’aigua (90%) 1 una relacid O/T:10/90 en sistemes del tipus aigua/ tensioactiu/
Miglyol 812 i aigua/ tensioactiu: co-tensioactiu / Miglyol 812, emprant com a
tensioactiu Tween 80 o Cremophor EL i com a co-tensioactiu Lutrol F68.

Les mescles es van elaborar pel meétode descrit anteriorment com a E amb la finalitat de
garantir un petita mida de gota i un baix index de polidispersitat. Una vegada preparades
les mostres es van deixar temperar en un bany termostatat a 25°C i immediatament
després es van caracteritzar per DLS a 25°C (veure Fig.4.15). Es van preparar triplicats
per a cadascuna de les composicions. Els valors dels index de polidispersitat per a

cadascuna de les dispersions van ser inferiors a 0,200.
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[l Composicions Tween 80

30 - ici
[l Composicions Cremophor EL 27.27

25
20

15

Diametre de gota
(Z-Average(nm))

10

H20/T/O H20/T: Co-T (5:1)/O  H20/T: Co-T (3 :1)/O

Fig. 4.15: Diametre (nm) de nano-emulsions amb Tween o Cremophor com a tensioactiu i Lutrol F68 com
a co-tensioactiu amb un 90% d’aigua i una relacié O/T de 10/ 90.

D’acord amb la figura 4.15, les nano-emulsions amb un diametre de gota més petit
s’obtenen en els sistemes que contenen Tween 80 com a tensioactiu. Malgrat observar-se
aquesta tendeéncia les dispersions corresponents al sistema ternari (aigua /tensioactiu/ oli)
presenten una mida de gota relativament similar (14,74 nm per a la composicid6 amb
Cremophor EL 1 12,74 nm per a la composicié6 amb Tween 80). Cal destacar que el
Cremophor EL presenta una estructura quimica relativament més gran que el Tween 80
amb un pes molecular de 2560 g/mol enfront els 1310 g/mol corresponents al Tween 80
(Scott, 2005). Les diferéncies en el diametre de gota entre les nano-emulsions amb
Tween i les nano-emulsions amb Cremophor EL semblen accentuar-se quan s’incorpora
el co-tensioactiu a la formulacié.

La preséncia de co-tensioactiu polimeric (Lutrol F68) en les composicions estudiades
actua incrementant la mida de les gotes de les nano-emulsions. En totes les formulacions
es va mantenir constant la concentracié en pes d’aigua i de Miglyol 812 i unicament es
va variar la proporcid en pes entre tensioactiu i co-tensioactiu. Per a les composicions
que contenen una concentracid de co-tensioactiu més elevada (relacié tensioactiu: co-
tensioactiu 3:1) es van obtenir uns valors de diametre de 23,38 nm (nano-emulsions amb
Tween 80) 1 27,27 nm (nano-emulsions amb Cremophor EL). Tenint en compte que el
Lutrol F68 presenta una estructura molecular molt més voluminosa que la del
Cremophor EL i el Tween 80 (veure capitol 3.1.2.1), les variacions en el diametre que

tenen lloc quan s’incorpora Lutrol F68 en les composicions es podrien atribuir a la
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disposicid que adopta el tensioactiu polimeric a la interficie oli/agua de les gotes.
L’elevat HLB del Lutrol F68 (HLB:29) en relacié al Tween 80 (HLB:15) i al Cremophor
EL (HLB:12-14) suggereix una predisposicié del Lutrol a orientar-se majoritariament
cap a la fase externa aquosa mentre que el Tween o el Cremophor podrien quedar més
internalitzats. Amb aquesta disposicid interficial, els multiples grups d’oxid d’etile
presents en els dominis hidrofils de les molécules del tensioactiu Lutrol F68 es trobarien
fortament hidratats 1 en conseqiiencia el diametre de les gotes determinat per DLS a

25°C podria incrementar-se (Noolandi, 1996; Zana, 1997; Dwyer, 2005).

Influéncia de la concentracio de co-tensioactiu i aigua en la preparacio de nano-
emulsions

Amb la finalitat d’estudiar amb més detall la influéncia del co-tensioactiu polimeric, es
van preparar composicions amb un 85 i un 90% en pes d’aigua i una relacié O/T de
10/90 i de 20/80 dels sistemes aigua/ Cremophor EL: Lutrol F68 (3:1, p/p)/ Miglyol 812
1 aigua/ Cremophor EL: Lutrol F68 (5:1, p/p)/ Miglyol 812. Ambdods sistemes es
diferencien Uinicament en la proporcio tensioactiu: co-tensioactiu. Les nano-emulsions es
van preparar a 70°C per addicions successives d’aigua sobre la mescla oli/tensioactiu
previament homogeneitzada (metode d’emulsificacié E). Les formulacions es van
caracteritzar a 25°C per DLS immediatament després de la seva elaboracid. Els resultats
corresponents es mostren a la figura 4.16. Els valors de polidispersid per a totes les

composicions van ser inferiors a 0,200 (sistemes de baixa polidispersitat).

Relacié Cremophor EL/ Lutrol F68: (3/1)

B rel. O/T: 10/90; rel.CEL/ Lutrol F68: 3/1 I  rel. O/T: 20/80; rel. CEl/ Lutrol F68: 3/1 Concentracio aigua
W rel. O/T: 10/90; rel. CEL/ Lutrol F68: 5/1 M rel. O/T: 20/80; rel. CEL/ Lutrol F68: 5/1 85 % 90 %
., Z-Average P Z-Average P
Relacié O/T (nm) (nm)
60 -
10/90 36,77 0,178 27,17 0,146
S=
8-, g 50 20/80 55,40 0,197 38,31 0,132
c
o=
T O
o 40
o
£5
g > 39 Relacié Cremophor EL/ Lutrol F68: (5/1)
&5 ¥ —
a N Concentraci6 aigua
20
85 % 90 %
10 ., Z-Average P Z-Average P
Relacié O/T (nm) (nm)
0

10/90 30,67 0,172 22,80 0,120

85 90

20/80 44,00 0,185 30,43 0,117

Concentracio d’aiqua (%, p/p)

Fig. 4.16: Diametre de les gotes en funcid de la concentracid d’aigua i de la relacio O/T i index de
polidispersitat de nano-emulsions del sistema aigua/ Cremophor EL: Lutrol F 68/ Miglyol 812.
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Quan es comparen composicions amb la mateixa relacid oli/ tensioactiu i1 concentracio
en pes d’aigua s’observa, com ja s’havia explicat a I’apartat anterior, que la mida de gota
de les nano-emulsions és més gran com més elevada és la proporcid de Lutrol en relacid
al Cremophor EL. Aixi, el diametre de les gotes de les composicions amb una relacio en
pes Cremophor EL/ Lutrol F68 de 3/1 va ser per a totes les concentracions d’aigua i totes
les relacions O/T estudiades superior al de les nano-emulsions amb la relacié en pes
Cremophor/ Lutrol F68 de 5/1. Com ja s’ha esmentat a 1’apartat anterior, I’increment de
diametre observat en augmentar la concentracio de Lutrol es podria atribuir a la situacid

del tensioactiu polimeric (Lutrol F68) a la interficie de les gotes.

A la Fig 4.16 també es pot observar que el diametre de gota disminueix en augmentar la
concentracio d’aigua. Per a estudiar amb més deteniment la influéncia de la concentracid
d’aigua en la formacio de nano-emulsions es van seleccionar composicions del sistema
aigua/ Cremophor EL: Lutrol F68 (3:1, p/p)/ Miglyol 812 amb diferents relacions oli/
tensioactiu 1 les segiients concentracions en pes d’aigua: 85, 90 i 95%. Les nano-
emulsions es van preparar pel métode descrit a I’apartat 4.1.3 com a E (addicions
successives a 70°C del component aquos a la mescla O/T). La caracteritzacid es va dur a
terme per DLS a 25°C. Els resultats corresponents al diametre de gota determinat com a

Z-Average es mostren a la figura 4.17.

70 -
© —~
s 604 . —e—85% aigua
o< 50 ‘
3 > —a— 90% aigua
g& 40 . n u
@ 9 o)
,E % 30 - . 95% aigua
aN 204

10 -

0

10/90 20/80 25/75

Relacié oli/tensioactiu

Fig. 4.17: Diametre de les gotes com a Z-Average en funcid de la concentracié d’aigua i de la relaciéo O/T
de nano-emulsions del sistema aigua/ Cremophor EL: Lutrol F 68 (3:1, p/p)/ Miglyol 812.

D’acord amb el resultats obtinguts, en augmentar la concentracié d’aigua, el diametre de
gota de les nano-emulsions disminueix per a totes les relacions O/T estudiades. De fet,
per a les composicions amb un 95% en pes d’aigua la mida de gota de la fase dispersa es

redueix practicament a la meitat en relacio als valors de diametre de les composicions
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constituides per un 85% d’aigua. Aquesta disminucid de la mida es produeix
conjuntament amb una disminucid de la polidispersitat del sistema (veure taula X). Per a
les composicions preparades amb un 85% en pes d’aigua s’obté una polidispersid
propera a 0,200 mentre que per a les mescles amb un 95% d’aigua el valor de la
polidispersid tendeix cap a 0,100. En totes les composicions estudiades es va obtenir una
distribuci6 monomodal del diametre de particula i uns valors de polidispersio < 0,200,
indicatius de la baixa polidispersitat dels sistemes. Per tant, no es va considerar

I’aparicié de multiple “Light Scattering” en les determinacions realitzades.

Taula X: Diametre de gota i index de polidispersitat determinat a 25°C per DLS de nano-emulsions del
sistema aigua/ Cremophor EL: Lutrol F 68 (3:1, p/p)/ Miglyol 812 preparades amb una concentracid
creixent d’aigua (85%, 90%, 95%).

Relacio O/T Concentracié d’aigua Diametre de gota p
(%, p/p) (Z-Average (nm)
10/90 85 36,02 0,176
90 27,17 0,146
95 19,68 0,097
20/80 85 55,40 0,197
90 38,31 0,132
95 25,26 0,106
25/75 85 61,01 0,186
90 41,26 0,171
95 31,16 0,136

La incorporacié d’una major quantitat d’aigua en la mescla implica una disminuci6 tant
de la concentracié de tensioactiu com de la concentracié d’oli, per tant es formarien
menys gotes de nano-emulsié O/W. La disminuci6 del diametre de gota s’explicaria per
la reduccid de la concentracié de component olids acompanyada d’una major formacio
de micel-les (malgrat que diminueixi la concentracid de tensioactiu, aquesta continua
essent superior a la cmc). L’increment de la concentracid d’aigua afavoriria el
desplacament de les molecules de tensioactiu situades a la interficie de les gotes cap a la
fase externa (Alexandritis, 1995; Rapoport, 1999; Li, 2008) amb la conseqiient formacio
d’estructures micel-lars. De fet, el diametre de gota obtingut per a la composicid amb un
95% en pes d’aigua i una relacié O/T 10/90 correspon a la mida de les micel-les d’aquest
sistema (19,96 nm).

Tenint en compte els resultats obtinguts, la diluci6 influiria en el diametre de gota de les
nano-emulsions que contenen Lutrol F68, per tant la caracteritzacié de les composicions

per DLS s’ha de dur a terme sense diluir les nano-emulsions.
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Aquest efecte no es va observar en aquelles dispersions constituides tnicament amb
Tween 80 1 amb Cremophor EL com a tensioactiu, on 1’augment de la concentracid
d’aigua no va comportar modificacions en la mida de les gotes.

En les composicions estudiades també s’observa un augment del diametre de gota quan
s’incrementa la relacido O/T. A continuaci6 s’explica amb més detall la influéncia de la

concentraciod de tensioactiu i oli en la formacid de nano-emulsions O/W.

Influéncia de la concentracié O/T

S’ha estudiat com es modifica el diametre de gota en funcié de la concentracid O/T en
sistemes aigua/ tensioactiu/ oli i aigua/ tensioactiu/ co-tensioactiu/ oli dels quals es
coneixia el comportament fasic a 25°C. Per a realitzar aquests estudis es van seleccionar
composicions corresponents a solucions micel-lars i nano-emulsions amb un 90% en pes
d’aigua. Les formulacions es van preparar novament a 70°C per addicions successives
del component aquds sobre la mescla oli/tensioactiu homogeneitzant amb vortex. Una
vegada preparades, les composicions es van deixar reposar a 25°C en un bany
termostatat i es va procedir a la seva caracteritzacié per DLS. A la figura 4.18 es mostren
els resultats corresponents als sistemes aigua/ Tween 80/ Miglyol 812, aigua/ Cremophor

EL/ Miglyol 812 1 aigua/ Cremophor EL: Lutrol F68 (3:1, p/p)/ Miglyol 812.
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Fig. 4.17: Diametre de gota en funcié de la relacid oli/tensioactiu i index de polidispersitat per a
composicions amb un 90% en pes d’aigua del sistema a: aigua/ Tween 80/ Miglyol 812; b: aigua/
Cremophor EL/ Miglyol 812 i c: aigua/ Cremophor EL: Lutrol F 68 (3:1, p/p)/ Miglyol 812
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Com es pot observar a la Fig. 4.17, el diametre de gota augmenta amb la relacio
oli/tensioactiu per a tots els sistemes estudiats. Aquests resultats concorden amb els
estudis desenvolupats per diferents autors amb composicions similars (Sadurni, 2005;
Liu, 2006; Sole, 2006). Aixi, I’increment de la concentracid de tensioactiu conjuntament
amb una reduccio de la concentracié de component olids, suposaria la formacié d’un
major nombre de gotes i de mida més petita. Per contra, la disminuci6 de la concentracio6
de tensioactiu i ’augment de la concentracié d’oli comportaria 1’obtencié de menys
gotes 1 de mida més gran. Si es comparen les mateixes relacions O/T, les mescles amb
un diametre més petit (comprés entre 8,91 nm i 15,61 nm) corresponen al sistema aigua/
Tween 80/ Miglyol 812 1 les que presenten un diametre més gran al sistema aigua/
Cremophor EL: Lutrol F 68 (3:1, p/p)/ Miglyol 812 (mida de gota entre 19,96 i 41, 26
nm).

Pel que fa als index de polidispersitat, es van obtenir uns valors de polidispersié inferiors
a 0,200 per a totes les composicions excepte per a la relacio O/T:15/85 del sistema
aigua/Tween 80/ Miglyol 812 on la polidispersio va ser de 0,228. La polidispersitat del
sistema tendeix a augmentar amb la relacid oli/tensioactiu malgrat que en el sistema
aigua/ Cremophor EL: Lutrol F68 (3:1, p/p)/ Miglyol 812 tinicament s’observa un canvi
important entre les relacions O/T de 20/80 1 de 25/75 on la polidispersié augmenta de

0,132a0,171.

Estudi dels efectes simultanis de les variables de composicio en les propietats de les

nano-emulsions O/W

Després d’estudiar individualment la influéncia de les diferents variables de composicid
(concentracié de co-tensioactiu, concentracio d’aigua i concentraci6 de tensioactiu 1 oli)
en les propietats morfometriques (diametre de gota 1 polidispersidé) de les nano-
emulsions, es va aplicar el disseny de superficie de resposta amb la finalitat d’observar
les possibles interaccions entre els factors. Aixi, es va desenvolupar un disseny factorial
4*3*2 amb 3 variables independents corresponents a la concentracid de tensioactiu (%),
concentracio de co-tensioactiu (%) 1 tipus de tensioactiu, per tal de poder estudiar les
composicions amb Tween 80 i Cremophor EL conjuntament i un disseny factorial
central compost amb 3 variables de composicié per a mescles del sistema aigua/
Cremophor EL: Lutrol F68/ Miglyol 812. Com a variables resposta (variables

dependents) es van seleccionar el diametre de gota de les nano-emulsions i I’index de
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polidispersitat. Les determinacions d’ambdds parametres es van realitzar per DLS a
25°C. Totes les composicions es van preparar pel mateix metode d’emulsificacio (E,
addicions successives d’aigua a 70°C) 1 es van caracteritzar immediatament després de la
seva elaboracio. L analisi estadistica dels resultats es va realitzar mitjangant el programa

Statgraphics Centurion. A continuacid es mostren els resultats obtinguts.

Disseny experimental de nivell multiple 4*3*2

En els capitols anteriors (veure figures 4.1514.17) es va observar que en incrementar la
concentracio en pes del co-tensioactiu (Lutrol F68) o del component olids (I’augment de
la concentracié d’oli implica una disminucié de la concentracid de tensioactiu),
augmentava la mida de gota de les composicions preparades amb Tween 80 o
Cremophor EL com a tensioactiu. En aquests estudis, el component aquds s’ha
mantingut constant a una concentracio de 90% en pes. Per tal d’estudiar la influéncia del
tipus de tensioactiu emprat i la seva interaccid amb els factors de composicid es va
realitzar un disseny experimental de nivell multiple. Com a variables independents es
van seleccionar:

- Concentracio de tensioactiu. Fa referéncia a la relacio oli/tensioactiu expressada
en % en pes de tensioactiu. Aquest factor es va estudiar a 4 nivells o
concentracions diferents: 85%, 90%, 95% 1 100%. No es van considerar
concentracions de tensioactiu inferiors, ja que en el sistemes amb Tween
s’obtenen composicions entre teérboles i opaques per a relacions O/T > 20/80,
(veure sistema aigua/Tween 80/Miglyol 812).

- Concentracié de Lutrol F68. Correspon a la relacid tensioactiu/co-tensiaoctiu
expressada com a % en pes de co-tensioactiu. Es van considerar 3 concentracions
diferents: 0 % (sistema sense Lutrol F68), 16,66% (relacid tensioactiu/Lutrol
F68: 5/1) 125% (relacio tensioactiu/Lutrol F68: 3/1).

- Tipus de tensioactiu (Tween 80 o Cremophor EL). Aquesta variable es va
estudiar a 2 nivells diferents. Al tractar-se d’un factor de tipus categoric es va

atribuir un valor de -1 per al Tween 80 i un valor d’1 per al Cremophor EL.
Un disseny factorial 4*3*2 comporta la realitzacié de 24 experiments. A la taula XI es

detallen les composicions de cadascun d’aquests experiments i els valors corresponents

al diametre de gota i polidispersitat determinats per DLS a 25°C.
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Taula XI: Disseny de nivell multiple 4*3*2: valors de les variables de composicid per a cada formulacid
i diametre de gota i index de polidispersitat obtinguts per DLS a 25°C.

N° Concentracié TA Concentracié Lutrol F68 Tipus de TA" Diametrede gota P

(% ,p/p) (%, p/p) (Z-average (nm))
1 100,0 16,66 1,0 16,29 0,147
2 85,0 25,00 1,0 31,34 0,111
3 85,0 16,66 -1,0 21,52 0,202
4 85,0 16,66 1,0 24,68 0,117
5 90,0 25,00 -1,0 23,80 0,186
6 100,0 0,0 1,0 11,13 0,054
7 95,0 0,0 1,0 12,42 0,058
8 85,0 25,00 -1,0 30,80 0,221
9 100,0 25,00 1,0 19,96 0,161
10 95,0 16,66 -1,0 14,22 0,171
11 90,0 0,0 -1,0 12,74 0,145
12 95,0 25,00 -1,0 16,67 0,185
13 90,0 16,66 1,0 22,69 0,119
14 95,0 16,66 1,0 19,43 0,130
15 100,0 25,00 -1,0 15,13 0,231
16 100,0 0,0 -1,0 8,91 0,131
17 90,0 25,00 1,0 27,17 0,146
18 85,0 0,0 1,0 16,50 0,152
19 95,0 0,0 -1,0 9,80 0,075
20 95,0 25,00 1,0 23,67 0,140
21 100,0 16,66 -1,0 12,31 0,190
22 90,0 0,0 1,0 14,71 0,109
23 90,0 16,66 -1,0 17,97 0,176
24 85.0 0.0 -1.0 15.61 0.228

"EL valor -1 correspon al tensioactiu Tween 80 i el valor 1 al Cremophor EL.
Les composicions es van preparar amb una concentracion fixa d’aigua del 90% en pes.

Per a determinar la influéncia en el diametre de gota de les variables seleccionades i les
possibles interaccions entre factors es va dur a terme una analisi de la variancia
(ANOVA). Els efectes estandarditzats (efecte estimat dividit entre I’error estandard) de
les variables individuals i les combinacions binaries en la mida de gota s’han representat
graficament mitjangant un diagrama de Pareto. A la figura 4.18 es mostren els resultats

obtinguts per al disseny experimental descrit a la taula XI.
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a) Suma de Quadrats Gl Quadrat promig Relacié-F Valor-p
A:Concentracié de TA 280,807 1 280,807 258,46 0,0000
B:Concentracio6 Lutrol F68 470,022 1 470,022 432,62 0,0000
C:Tipus de TA 62,3601 1 62,3601 57,40 0,0000

AA 3,293 1 3,293 3,03 0,1022

AB 28,745 1 28,745 26,46 0,0001

AC 4,83607 1 4,83607 4,45 0,0521

BB 8,86074 1 8,86074 8,16 0,0120

BC 5,13163 1 5,13163 4,72 0,0462

Error total 16,2968 15 1,08645
Total (experiments) 908,494 23

R?=0,9821; Rz(ajustada): 0,9725; error estandard= 1,0423; error promig absolut=0,6193

b)

B: Concentracio6 Lutrol F68

T

A: Concentracio TA

C: Tipus de TA
AB
BB
BC
AC
AA

! ! ! ! ! !

3 6 9 12 15 18

Efecte estandarditzat per al Z-average

HRED

Fig. 4.18: Analisi de la variancia per al Z-Average (a) i Diagrama de Pareto (b) corresponents al disseny
de nivell multiple 4*¥3*2 detallat a la taula XI.

En el diagrama de Pareto de la Fig 4.18 es mostra la influéncia en el diametre de gota de
cadascuna de les variables estudiades i1 les seves possibles combinacions binaries en
ordre decreixent de magnitud. La longitud de cadascuna de les barres del diagrama és
proporcional a I’efecte estandarditzat. Tot factor o combinaci6 de factors que s’estengui
més enlla de la linia vertical presentara una influéncia estadisticament significativa en el
diametre de gota amb un nivell de confian¢a del 95%.

Per tant, per al disseny estudiat, es poden observar fins a 6 efectes estadisticament
significatius en relacié al diametre de gota de les composicions (Z-Average) amb un
nivell de confianga del 95 % (p<0,05). Per a les variables concentracié de Lutrol F68,
concentracio de TA 1 tipus de tensioactiu, es va obtenir una p< 0,01, indicant que aquests

efectes son significatius amb un nivell de confianga del 99%. D’acord amb el valor
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estadistic del coeficient de correlaci6 al quadrat, el disseny factorial explicaria el 98,21%
de la variabilitat obtinguda en la mida de gota.

En el diagrama de Pareto també s’observa que quan s’empra Cremophor EL com a
tensioactiu o s’augmenta la concentracié de Lutrol F68, es produeix un increment del
diametre de gota (efecte positiu), tal i com ja s’havia observat al capitol “Influéncia de
la naturalesa del tensioactiu i concentracio de co-tensioactiu en la preparacio de
nano-emulsions”. Per contra, un augment de la concentracié de tensioactiu comportaria
una disminucié de la mida de les gotes (veure capitol “Influéncia de la concentracio
0/T”). L’efecte en el diametre de gota més important, no obstant, correspon a
I’increment de la concentracid de Lutrol F68.

Pel que fa a les interaccions entre variables, la concentracié de Lutrol conjuntament amb
el tipus de tensioactiu tenen un efecte positiu en el diametre de gota mentre que per al
resultat de la interaccid concentraci6 de tensioactiu-concentracid de Lutrol s’observa un

efecte negatiu.

Degut a que la variable tipus de tensioactiu correspon a un factor categoric, per obtenir
les grafiques de superficie de resposta, es van realitzar dos dissenys factorials diferents
per als sistemes amb Tween 80 i Cremophor EL. Per a les composicions amb Tween es
va desenvolupar un disseny factorial 4*3 i per a les mescles preparades amb Cremophor
EL el disseny va ser 5*3. Les variables independents en ambdos estudis van ser
concentracio de tensioactiu 1 concentracid de Lutrol F68. Totes les mescles es van
preparar a una concentracid d’aigua de 90% en pes. Igual que per al disseny
experimental de nivell multiple explicat anteriorment, tant ambdos factors considerats
individualment com la seva interaccié presenten una influéncia estadisticament
significativa en el diametre de gota amb un valor de p<0,001. A la figura 4.19 es

mostren els resultats obtinguts.
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Z-Average = 146,889 - 2,57069*Concentraci6 TA +
2,1162*Concentraciéo Lutrol F68 + 0,0121714*(Concentracid
TA)? - 0,0194264*Concentracié TA*Concentraci6 Lutrol F68
+0,00667247*(Concentraci6 Lutrol F68)

R’=0,9944

Z-Average = 49,1614 - 0,40853*Concentracio6 TA +
2,465*Concentracié Lutrol F68- 0,0225542*Concentracid
TA*Concentracié Lutrol F68.

R*=0,97830

Fig. 4.19: Grafiques de superficie de resposta corresponents al diametre de gota (nm) en funcio de la
concentraci6 de tensioactiu i Lutrol F68 (%) per a sistemes amb a) Tween 80 i b) Cremophor EL com a
component tensioactiu.

A les grafiques de superficie de resposta de la figura 4.19 s’observa com es modifica el
diametre de gota en funcidé de la concentracid de tensioactiu i Lutrol F68. Aixi, per a
concentracions elevades de tensioactiu (~100%) 1 en absencia del co-tensioactiu Lutrol
F68 s’obtenen els valors més baixos de diametre de gota. La major part d’aquestes
composicions correspondrien a solucions micel-lars ja que la concentracié d’oli és molt
baixa (relacions O/T properes a 0/100). Quan s’incorpora el Lutrol F68, el diametre
d’aquestes micel-les augmenta progressivament. Per altra banda, els diametres de gota
més elevats s’obtenen per a les concentracions més baixes de tensioactiu emprades pero
en preséncia d’elevades proporcions de Lutrol F68. Reduir la concentracié del co-
tensioactiu afavoriria la formacié de gotes de mida més petita. Aquestes formulacions
son nano-emulsions O/W. Per tant, a mesura que disminueix la concentracid de
tensioactiu 1 augmenta la proporcid de Lutrol F68 s’obtenen nano-emulsions O/W amb
una mida de gota superior.

En ambdues grafiques es pot observar una relacié practicament lineal entre el diametre
de gota 1 la concentracid de tensioactiu aixi com també entre la mida de gota i la
proporcié de Lutrol F68. En els estudis de Pey et al. (2006) 1 Sol¢ et al. (2006) on es va
optimitzar la preparacié de nano-emulsions obtingudes per metodes de baixa energia a
partir d’un disseny factorial ja es va observar 1’existéncia d’una dependéncia lineal entre

la relacio oli/tensioactiu i el diametre de gota.
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Pel que fa a la influéncia de les variables de composici6 i el tipus de tensioactiu emprat

en I’index de polidispersitat es van obtenir els segiients resultats:

a
) Suma de Quadrats Gl Quadrat Promig Relacio-F Valor-p
A:Concentracié de TA 0,00320526 1 0,00320526 8,92 0,0092
B:Concentracié Lutrol F68 0,0115026 1 0,0115026 32,02 0,0000
C:Tipus de TA 0,0193704 1 0,0193704 53,92 0,0000
AA 0,00387604 1 0,00387604 10,79 0,0050
AB 0,0109126 1 0,0109126 30,38 0,0001
AC 0,000621075 1 0,000621075 1,73 0,2083
BB 0,0000160103 1 0,0000160103 0,04 0,8356
BC 0,000195093 1 0,000195093 0,54 0,4725
Error total 0,00538863 15 0,000359242
Total (experiments) 0,0552116 23
R?=0,9024; Rz(ajustada): 0,8503; error estandard= 0,0189; error promig absolut=0,0114
b) ; ; ; ; ;
cmius do 74 | [ —
AB | I -

B: Concentracié Lutrol F68

A: Concentracid TA
AA
AC
BC
BB

1 1 1 1

2 4 6 8
Efecte estandarditzat per a I'index de polidispersitat

o

Fig. 4.20: Analisi de la variancia per a l’index de polidispersitat (a) i Diagrama de Pareto (b)
corresponents al disseny de nivell multiple 4*3*2 detallat a la taula XI

Tal com es mostra a la Fig 4.20, en relacié a I’index de polidispersitat, 5 factors
presenten una influéncia estadisticament significativa amb un nivell de confianga del
95%. Pel que fa al tipus d’efecte observat, la utilitzacidé de Cremophor EL com a
tensioactiu 1 de concentracions elevades d’aquest component afavoririen 1’obtencio de
composicions amb un diametre de gota més uniforme (corbes de distribucié de mida de
gota més estretes), mentre que incrementar la concentracié de Lutrol F68 augmentaria la
polidispersitat del sistema. Tot i aix0 s’ha de tenir en consideracid que el disseny
factorial proposat unicament explicaria el 90,24% de la variabilitat observada.

Igual que en el cas dels estudis del diametre de gota, per obtenir les grafiques de

superficie de resposta es van analitzar les composicions preparades amb Tween i amb
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Cremophor separadament. A la Fig 4.21 es poden observar les grafiques de superficie de

resposta obtingudes.

b)
0,17 ¢
0,15
?é 0,13
;& 0,11
£ 0,09
£ 0,07
0,05 0
80 84 g > ' 25
88 91 94 7 0 2 o 96 100 Concentracié
9 100 Concentrac1g Concentracio TA (%) Lutrol F68 (%)
Concentracio TA (%) Lutrol F68 (%)
P = 8,31903 - 0,170379 * (Concentraci6 TA) - 0,0273772 * P = 0,534244 - 0,00480063 * (Concentracio TA) - 0,0252744*
(Concentracié Lutrol F68) + 0,000883333 * (Concentracié TA)* + (Concentracié Lutrol F68) + 0,000296733 *(Concentracio TA) *
0,000322288 * (Concentracio TA)*(Concentracié Lutrol F68) (Concentraci6 Lutrol F68)
R*=0, 9139 R*=0,8069

Fig 4.21: Grafiques de superficie de resposta corresponents a 1’index de polidispersitat en funci6 de la
concentracio de tensioactiu i Lutrol F68 (%) per a sistemes amb a) Tween 80 i b) Cremophor EL com a
component tensioactiu.

A les grafiques de la Fig 4.21 s’ha representat el factor resposta index de polidispersitat
en funcio de la concentraci6 en pes de tensioactiu i de la concentraci6 de Lutrol F 68.

Per a les composicions corresponents a solucions micel-lars (concentracié de TA:100%),
s’observa un augment de la polidispersio del sistema en incrementar la concentracié de
Lutrol F68 (relacio lineal). Aquest increment podria explicar-se per la formaci6é de
micel-les mixtes de Tween 80 o Cremophor EL 1 Lutrol F68 que coexistirien amb
micel-les constituides per 1’agregacié d’un unic tipus de molécules de tensioactiu. Pel
que fa a les nano-emulsions no s’observa una relacid directa entre la concentracio de
tensioactiu i el valor de I’index de polidispersitat sino que aquest dependra del sistema 1
de la composici6 estudiada.

Per a les nano-emulsions preparades amb Tween 80, la concentracio O/T (expressada
com a concentracio de tensioactiu) no presenta un comportament lineal en relacié a la
polidispersid sino que respon a un model quadratic, existint una relacié O/T “Optima”
que dependra de la concentracid de Lutrol F68, per a la qual s’obtenen uns valors de
polidispersié més baixos. Cal destacar que tots els valors de polidispersié van ser
inferiors a 0,200 tret els corresponents a la relacio O/T 15/85 (85% de tensioactiu), amb
la que es van obtenir valors proxims a 0,220 independentment de la preséncia de Lutrol

F68.
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Pel que fa a les nano-emulsions amb Cremophor EL, tnicament es pot predir una relacio
lineal entre la concentracié O/T 1 la polidispersidé quan no s’incorpora el co-tensioactiu a
les mescles. En els sistemes amb Lutrol F 68, el valor de la polidispersié dependra de la
interaccio entre la concentracio de tensioactiu i de Lutrol F68, responent novament a un
model quadratic. Tot i aix0 s’ha de tenir en consideracid que es va obtenir un baix
coeficient de correlacié (0,8069) 1 per tant el model proposat explicaria inicament un
80% de la variabilitat observada. Per altra banda, per a totes les composicions amb
Cremophor EL els valors de polidispersié obtinguts van ser < 0,200 indicant la formacié
de sistemes de baixa polidispersitat independentment de les diferéncies entre aquets

valors.

Disseny factorial central compost (composicions del sistema aigua/ Cremophor EL/Lutrol

F68/Miglyol 812)

El disseny factorial central compost es va elaborar d’acord amb els resultats obtinguts en
els capitols “Influencia de la concentracio de co-tensioactiu i aigua en la preparacio
de nano-emulsions” 1 “Influéncia de la concentracio O/T”, on es va observar que un
increment de la proporcio de co-tensioactiu o una disminucid de la concentracié tant del
tensioactiu com del component aquods, comportava una augment de la mida de les gotes
de les nano-emulsions del sistema aigua/ Cremophor EL/Lutrol F68/Miglyol 812. Per
tant, per a desenvolupar el disseny experimental, es van seleccionar les segiients
variables de composicio:

- Concentracié d’aigua (expressada en % en pes). Com a nivell minim es va
establir un valor del 85% i com a nivell maxim un 95%.

- Concentraci6 de tensioactiu. Correspon a la relacio oli/tensioactiu expressada en
% en pes de tensioactiu amb un nivell maxim 1 minim de la variable de 90 1 80 %
respectivament.

- Concentracié6 de co-tensioactiu. Fa referéncia a la relaci6 tensioactiu/ co-
tensioactiu expressada en % en pes de co-tensioactiu. Els nivells seleccionats
com a maxim i minim de la variable han sigut 25% (relacio Cremophor
EL/Lutrol F68 de 3/1) i 16,66% (relacio Cremophor EL/Lutrol F68 de 5/1)

respectivament.

162



Resultats 1 Discussid

Els valors de les variables de composicido es van fixar en relacido als estudis del
comportament fasic per tal de garantir que les formulacions obtingudes corresponguin a
la regié I del diagrama on es formen composicions liquides, transparents i isotropes
(veure Fig.4.9).

Un cop aplicades aquestes condicions es van generar un nombre total de 16 experiments,
on cada factor experimental es va estudiar a 5 nivells diferents. A la taula XII es mostren
els valors de concentracido de tensioactiu, aigua i Lutrol F68 per a cadascun dels

experiments i el diametre de gota i I’index de polidispersitat obtinguts per DLS a 25°C..

Taula XII: Disseny central compost: valors de les variables de composicié per a cada formulacid i
diametre de gota i index de polidispersitat obtinguts per DLS a 25°C.

N° Concentracié TA Concentracié aigua Concentracié Lutrol F68 Diametre de gota P

(% ,p/p) (%, p/p) (%, p/p) (2-average (nm))

80,0 85,0 25,00 55,40 0,197
2 90,0 85,0 16,66 30,67 0,175
3 85,0 90,0 20,83 26,75 0,108
4 85,0 90,0 20,83 26,84 0,144
5 85,0 98,4 20,83 21,64 0,109
6 85,0 81,6 20,83 51,17 0,190
7 76,6 90,0 20,83 34,92 0,112
8 90,0 85,0 25,00 36,02 0,176
9 85,0 90,0 13,81 25,75 0,095
10 85,0 90,0 27,84 35,96 0,161
1" 90,0 95,0 25,00 19,68 0,097
12 80,0 95,0 16,66 23,56 0,112
13 80,0 85,0 16,66 44,00 0,174
14 90,0 95,0 16,66 17,79 0,066
15 93,4 90,0 20,83 24,14 0,131
16 80,0 95,0 25,00 25,26 0,106

" L’experiment n° 4 correspon a una réplica de I’experiment n°3. Ambdés assaigs corresponen als 2 punts
centrals del disseny factorial.

Els efectes principals i les interaccions entre factors es poden definir com les diferéncies
obtingudes entre els valors de diametre de gota corresponents al nivell més baix 1 al més
elevat per a cada variable de composicid estudiada. Per tal de poder discernir quins son
els efectes 1 les interaccions significativament diferents de zero i per tant no deguts a
I’error experimental, es va realitzar una analisi de la variancia (ANOVA). Tots els
efectes 1 interaccions obtinguts s’han representat graficament en un diagrama de Pareto.

A la Fig. 4.22 es poden observar els resultats corresponents a ’ANOVA i el diagrama de

Pareto corresponents al disseny central compost detallat a la taula XII.
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a) Suma de quadrats Gl Quadrat Promig Relacio-F  Valor-P
A:Concentracio TA 283,195 1 283,195 53,99 0,0003
B:Concentraci6 aigua 1227,28 1 1227,28 233,96 0,0000
C:Concentracio CoTA 103,031 1 103,031 19,64 0,0044
AA 4,84214 1 4,84214 0,92 0,3738
AB 57,0312 1 57,0312 10,87 0,0165
AC 4,29245 1 4,29245 0,82 0,4005
BB 92,1356 1 92,1356 17,56 0,0057
BC 21,6482 1 21,6482 4,13 0,0885
CcC 13,1503 1 13,1503 2,51 0,1644
Error total 31,4742 6 5,24569
Total (experiments.) 1824,23 15
R?=0,9827; R (ajustada): 0,9568; error estandard: 2,2903; error promig absolut: 1,1253
b)
T T
B: Concentracié d’aigua o+
A: Concentraci6 de tensioactiu B -
C: Concentracié de Lutrol F68
BB
AB
oo |
ce | [
m | [T
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Efecte estandarditzat per al Z-Averge

Fig. 4.22 : Analisi de la variancia per al Z-Average (a) i Diagrama de Pareto (b) corresponents al disseny
central compost detallat a la taula XII.

D’acord amb els resultats obtinguts en la Fig. 4.22 per al sistema aigua/Cremophor
EL/Lutrol F68 (3:1, p/p)/Miglyol 812 es poden observar fins a 5 efectes estadisticament
significatius en el diametre de gota de les nano-emulsions amb un nivell de confianga del
95% 1 per tant amb un valor de p<0,05. El valor estadistic del coeficient de correlaci6 al
quadrat indica que el disseny experimental seleccionat explica el 98,27% de la
variabilitat en el diametre de les gotes. Cal destacar que per a les 3 variables de
composicid estudiades el valor de p és inferior a 0,01. Considerant Unicament les

variables que influeixen significativament en la mida de gota, per a la concentraci
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d’aigua i concentracid de tensioactiu s’observa un efecte negatiu en el parametre
resposta determinat, és a dir una disminucié del Z-Average, mentre que per a la
concentracio de Lutrol F 68 I’efecte és positiu (increment del Z-Average). En els
capitols anteriors (veure figures 4.16 14.17) ja es va posar de manifest la influéncia de la
concentracio de co-tensioactiu, aigua 1 relacid oli/tensioactiu en el diametre de les gotes
de nano-emulsions preparades amb Cremophor EL com a tensioactiu i Lutrol F68 com a

co-tensioactiu.

A partir de les variables i interaccions estadisticament significatives es va determinar la

funciod de correlacio quadratica per al diametre de gota:

Z-Average (nm) = a — b* (%Concentracidé TA)- c* (%Concentraci6 aigua)+ d* (%Concentracid
Lutrol F68) + e* (%Concentracio TA)* (%Concentraci6 aigua) + f (%Concentracio aigua)’

on a= 1918.,4; b=10,52; ¢=29,59; d= 0,66; e= 0,11 ; =0,103

A la Fig 4.23 s’han representat les grafiques de superficie de resposta d’acord amb el
model d’equacio proposat. Cadascuna de les grafiques descriu el diametre de gota en
funcid de dues variables de formulacié. La variable restant es manté en un valor constant

(normalment correspon al valor central entre els nivells maxim i minim seleccionats).
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Fig. 4.23: Grafiques de superficie de resposta corresponents a: a) Diametre de gota (nm) en funcié de la
concentracio de tensioactiu i aigua (%); b) diametre de gota (nm) en funcié de la concentracié de
tensioactiu i la proporcié de Lutrol F68 (%) i c) diametre de gota (nm) en funcié de la concentracid
d’aigua i Lutrol F68 (%).

A les grafiques es pot observar com es va modificant el diametre de gota de les nano-
emulsions en funcié de les diferents variables de composicio.

En la figura 4.23a, per a una concentracié de Lutrol F68 constant (20,83%), les nano-
emulsions amb una mida de gota més petita es formen a elevades concentracions de
tensioactiu 1 aigua, mentre que les que presenten un diametre de gota més gran
correspondrien a les concentracions més baixes de tensioactiu i aigua estudiades (80 1
85% respectivament). Per tant, una disminucid de la concentracié de tensioactiu i1 aigua
comportaria un increment del diametre de gota de les composicions. Com ja es va
constatar al capitol anterior (disseny experimental multiple 4*3*2), per a la variable
concentracio de tensioactiu (relacid6 O/T), s’observa que hi ha una dependéncia lineal

entre aquest factor i la mida de gota. Pel que fa a la concentracié d’aigua, la relacié amb
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el diametre de gota és practicament lineal perd s’observa una petita inflexido que és
depenent de la concentraci6 de tensioactiu (Cremophor EL).

En la Fig 4.23b on s’ha representat el diametre de gota de les composicions en funcid de
la concentracio de tensioactiu i co-tensioactiu mantenint constant la concentracié d’aigua
a un 90% en pes, s’observa I’existencia d’una relacid lineal entre la concentracid de
Lutrol F68 1 la mida de gota. En aquest cas I’increment de la concentracié de co-
tensioactiu dona lloc a la formacié de gotes d’un diametre superior com ja s’havia
observat a la Fig. 4.19b del capitol anterior. Aixi, les nano-emulsions amb una mida de
gota més petita s’aconsegueixen a baixes proporcions de Lutrol F 68 pero a elevades
concentracions de Cremophor EL. Les dues variables representades corresponen a
funcions lineals del diametre de gota ja que no s’ha considerat la interaccid entre ambdds
factors (els resultats de ’ANOVA esmentats anteriorment van evidenciar que la
interaccié entre aquestes variables no era estadisticament significativa en relacio a la
mida de gota).

Finalment, quan es manté constant la concentracié de tensioactiu (Fig. 423c) també
s’observa una relacio lineal entre la proporcié de Lutrol F 68 i el diametre de gota de les
nano-emulsions obtingudes. Malgrat que no s’ha tingut en compte la interaccid entre
concentracio de Lutrol i aigua (p>0,05), la relacid entre aquesta variable i la mida de
gota no és del tot lineal ja que intervé el terme quadratic (concentracié d’aigua)”. Tot i
aix0, una disminuci6é de la concentracid d’aigua suposa un augment considerable del
diametre de gota. Per tant, les nano-emulsiones amb una mida de gota més petita es
formarien a baixes concentracions de Lutrol F 68 i elevades concentracions d’aigua.
Aquestes efectes corroboren els estudis realitzats als apartats anteriors (veure pag. 149 1
pag. 152) on ja es va observar un efecte important de les variables concentracié d’aigua,

concentracio de Lutrol F68 i relacio O/T en la mida de gota.

Després d’estudiar I’efecte de les diferents variables de composicié en el diametre de
gota es va procedir a analitzar la influéncia d’aquestes en 1’index de polidispersitat. A

continuacio es mostren els resultats obtinguts:
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Fig. 4.24: Diagrama de Pareto obtingut per al disseny central compost detallat a la taula XII.

L’analisi de la variancia va posar de manifest que Uinicament la concentracié d’aigua té
una influéncia estadisticament significativa en la polidispersitat del sistema amb un
nivell de confiangca del 95%. En el diagrama de Pareto de la Fig 4.24 s’observa que
aquesta variable té un efecte negatiu en la polidispersitat, €s a dir, quan s’incrementa la
concentracio d’aigua diminueix la polidispersi6. Per tant, existeix una relacid
inversament proporcional entre el factor resposta i la variable independent. Si la
polidispersitat dépen tinicament d’un factor, la variabilitat del resultats es podria explicar

a partir de I’equacié d’una recta:

(X0,001)
179

P= 0,763553 - 0,00698879 * Concentraci6 aigua
R*=0,7081

159

A

85 Concentracié Lutrol F68
S 8 91 g3 o5 16 (%)

Concentracio aigua (%)

Fig. 4.25: Grafica de superficie de resposta per a la polidispersitat en funcié de la concentracié d’aigua
(%) 1 de Lutrol F68 (%).

Malgrat els resultats obtinguts, el valor de R* s’allunya forca de la unitat, indicant que
amb aquest model unicament s’explicaria un 70,81% de la variabilitat. De fet, al capitol
anterior (veure pag. 155) on es va dur a terme un disseny factorial en el qual totes les

mescles es van preparar a una concentracio fixa d’aigua (90% en pes), es va observar

168



Resultats 1 Discussid

que la polidispersitat també depenia de les variables de composicid concentracido de
tensioactiu 1 concentracié de co-tensioactiu. Tot 1 aixd, es pot observar una clara
tendéncia a obtenir-se valors de polidispersitat més baixos quan s’incrementa la
concentracio d’aigua (Fig 4.25). Cal destacar que els valors de la polidispersitat van ser
inferiors a 0,200 per a totes les mecles preparades en el disseny indicant que les nano-

emulsions obtingudes presenten una estreta distribucid del diametre de particula.

4.1.4. Estudis d’estabilitat

S’ha estudiat [’estabilitat de diferents nano-emulsions O/W amb una elevada
concentracio en pes d’aigua (90%) amb la finalitat de seleccionar les composicions amb
una estabilitat cinetica adequada per a la posterior elaboracié de nanoparticules. Les
mescles es van preparar amb la minima concentracid de tensioactiu i/o co-tensioactiu i
amb la maxima concentracid de component oliés (Miglyol 812) amb la que s’obtenien
facilment nano-emulsions de baixa polidispersitat amb un diametre de gota inferior a 50
nm, d’acord amb els estudis previs de comportament fasic 1 de caracteritzaci6. El procés
d’emulsificacid va consistir en addicionar a una temperatura de 70°C, el component
aquos lenta 1 successivament a la mescla oli/tensioactiu préviament homogeneitzada. Els
estudis d’estabilitat s’han realitzat a 25°C determinant la mida de gota de les nano-

emulsions per DLS en funcio del temps.

A la figura 4.26 es troben representats els resultats de variaci6 del diametre de les gotes
de la fase interna de la nano-emulsié en funcio6 del temps a 25°C per a composicions amb
un 90% en pes d’aigua i1 una relacié oli/tensioactiu de 10/90. Aquestes formulacions
pertanyen a diferents sistemes (aigua/ Tween 80/ Miglyol 812, aigua/ Tween 80: Lutrol
F68 (5:1, p/p)/ Miglyol 812 1 aigua/ Tween 80: Lutrol F68 (3:1, p/p)/ Miglyol 812).
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Fig. 4.26: Diametre en nanometres en funcié del temps de nano-emulsions amb un 90% d’aigua i una
relacio oli/ tensioactiu 10/90 dels sistemes aigua/ Tween 80/ Miglyol 812, aigua/ Tween 80: Lutrol F68
(3:1, p/p)/ Miglyol 81 i aigua/ Tween 80: Lutrol F68 (5:1, p/p)/ Miglyol 812.

Com es pot observar a la representacid grafica (Fig 4.26) la mida de les gotes de les
composicions estudiades es va incrementant progressivament amb el temps. S’ha
determinat I’estabilitat de les nano-emulsions en un periode de 4 mesos 1 mig. Per a la
mateixa relacio oli/tensioactiu i la mateixa concentraci6 d’aigua les nano-emulsions amb
una mida de gota més petita i les més estables son les que corresponen a composicions
sense el co-tensioactiu polimeric 1 les que presenten un diametre més gran son aquelles
que contenen una concentracid de co-tensioactiu més elevada (relacidé en pes
tensioactiu/co-tensioactiu de 3/1). A diferéncia del que s’hauria esperat, la incorporaci6
del co-tensioactiu al sistema ternari, no implica una millora de I’estabilitat sino que
tindria un efecte negatiu sobre aquesta, observant-se un creixement de gota en 48 hores
de 16,37 nm a 25,20 nm (relacié Tween 80/ Lutrol F68: 5/1) i de 23,88 nm a 39,03 nm
(relacio 3/1). Aquest increment de la mida de gota és molt menys pronunciat en el
sistema sense co-tensioactiu (de 12,74 nm a 15,76 nm en 48 hores). Malgrat aquest fet,

els perfils de les corbes d’estabilitat son molt similars.

S’han preparat nano-emulsions amb un 90% en pes d’aigua amb Cremophor EL com a
tensioactiu 1 Lutrol F68 com a co-tensioactiu i s’ha estudiat la seva estabilitat amb el
temps determinant les variacions en el diametre de gota. Per tal de poder establir
comparacions entre els diferents sistemes es va seleccionar una relacié O/T de 20/80 per

a totes les composicions. Els resultats obtinguts es troben representats a la figura 4.27.
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Fig. 4.27: Diametre en nanometres en funcio del temps de nano-emulsions amb un 90% en pes d’aigua i
una relacio O/T de 20/80 dels sistemes aigua/ Cremophor EL/ Miglyol 812, aigua/ Cremophor EL: Lutrol
F68 (5:1, p/p)/ Miglyol 812 i aigua/ Cremophor EL: Lutrol F68 (3:1, p/p)/ Miglyol 812.

Com a la grafica anterior també s’observa un increment del diametre de les gotes de les
nano-emulsions amb el temps perd aquest és molt menys pronunciat suggerint que les
nano-emulsions amb Cremophor EL presenten una estabilitat cinética superior a les
formulades amb Tween 80. L’addicié del co-tensioactiu poliméric en aquest cas, no
influiria en I’estabilitat del sistema.

La nano-emulsiéo més estable correspon al sistema aigua/ Cremophor EL/ Miglyol 812
produint-se un increment aproximat de 10 nm en 4 mesos i la més inestable (augment de
100 nm) s’ha obtingut per al sistema aigua/ Tween 80: Lutrol F68 (3:1, p/p)/ Miglyol
812.

S’ha determinat també 1’estabilitat en funcid de la relacio oli/tensioactiu de diferents
composicions amb una concentracié d’aigua del 90 i 95% en pes del sistema aigua/
Cremophor EL: Lutrol F68 (3:1, p/p)/ Miglyol 812. Les determinacions s’han realitzat
per espectroscopia de correlacid fotonica en un periode de temps de 40 dies. Els resultats

es mostren a la figura 4.28.
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Fig. 4.28: Diametre en nanometres en funcid del temps i de la relacié O/T de composicions amb un 90 o
un 95% en pes d’aigua del sistema aigua/ Cremophor EL: Lutrol F68 (3:1, p/p)/ Miglyol 812.

La mida de les gotes de la fase dispersa s’incrementa lleugerament amb el temps i amb
la relacio oli/tensioactiu. Per algunes composicions es pot observar fins i tot que la mida
de les gotes roman practicament constant durant el periode de temps estudiat. Les nano-
emulsions de mida més petita i les més estables des del punt de vista cinetic
corresponen, per a totes les relacions O/T estudiades, a les composicions que presenten
un major percentatge en pes d’aigua (95%). S’han aconseguit preparar nano-emulsions
amb una elevada estabilitat cinética i una mida de gota practicament de ’ordre de les
solucions micel-lars per a la relacio O/T 5/95. Les composicions que han experimentat
un creixement superior 1 per tant presenten una menor estabilitat cinética, son les que

corresponen a les relacions O/T de 20/80 1 25/75 1 una concentracié d’aigua del 90% en

pes.

Com ja s’ha explicat anteriorment, I’extremadament petita mida de gota de les nano-
emulsions les fa estables enfront els processos de sedimentacio6 i cremat, de tal manera
que els principals mecanismes de desestabilitzacié per a les nano-emulsions sén la
coalescencia 1 la maduracié d’Ostwald (veure capitol 1.1.3.2). Un dels models que

permet explicar el fenomen de coalescéncia en nano-emulsions concentrades és el
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proposat per Deminiere (Deminiere et al., 1998) que es pot explicar per I’equacid

(capitol 1.1.3.1):

1/r*= 1/ry>-87/3 .t

Per tant, si es representa la inversa del radi de les gotes al quadrat en funcié del temps

s’hauria d’obtenir una regressid lineal si el mecanisme principal és la coalescencia.

A les figures 4.29 i 4.30 s’ha representat ’1/r” respecte al temps d’algunes de les nano-
emulsions amb les quals s’han dut a terme els estudis d’estabilitat. La figura 4.29
correspon a les composicions de sistemes que presenten com a tensioactiu el Tween 80 i

la figura 4.30 a les composicions formulades amb Cremophor EL.

0,018 +
0,016 - ——H20/T80/M812
0,014 - y = -5E-05x + 0,0055 —=a—— H20/T80:Lutrol F68(5:1)/M812

R2=0,386
H20/T80:Lutrol F68(3:1)/M812

1/r2 (nm’?)
o
<

0,006 - y = -2E-05x + 0,0025
2 _
0,004 - R"=0,4658 y = -9E-06x + 0,0011
0,002 {1 Memrg S L el R?=0,4792
I ————— s CES
0 20 40 60 80 100 120 140

Temps (dies)

Fig. 4.29: Representacié grafica de I’invers del radi de les gotes al quadrat (1/r*) en funcié del temps per a
nano-emulsions amb un 90 % en pes d’aigua i una relacio oli/ tensioactiu 10/90 dels sistemes aigua/
Tween 80/ Miglyol 812, aigua/ Tween 80: Lutrol F68 (5:1, p/p)/ Miglyol 812 i aigua/ Tween 80: Lutrol
F68 (3:1, p/p)/ Miglyol 812.

La representacid grafica (Fig. 4.29) és clarament no lineal i els valors dels residuals
s’allunyen molt de 1, per tant el mecanisme de coalescéncia no estaria implicat en

’estabilitat d’aquestes nano-emulsions.
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Fig. 4.30: Representaci6 grafica de ’invers del radi de les gotes al quadrat (1/r%) en funcié del temps per a
nano-emulsions amb un 90% en pes d’aigua i una relacié O/T de 20/80 dels sistemes aigua/ Cremophor
EL/ Miglyol 812, aigua/ Cremophor EL: Lutrol F68 (5:1, p/p)/ Miglyol 812 i aigua/ Cremophor EL: Lutrol
F68 (3:1, p/p)/ Miglyol 812.

Els resultats representats a la Fig. 4.30, malgrat no haver-se obtingut un bon valor del
coeficient de correlacid, no sén excloents per a descartar el procés de coalescencia en la
desestabilitzacié de les composicions estudiades i és necessari comparar les grafiques

obtingudes per ambdos mecanismes possibles (Fig.4.30 1 4.32).

El procés de maduracié d’Ostwald es pot explicar per 1’equacié de Lifshitz, Slyozov i
Wagner (Lifshitz, 1961; Wagner, 1962) que prediu una relacié lineal entre el r’(on r es el

radi de les gotes) i el temps (veure capitol 1.1.3.2):

o= dr'ldt=8 C (©)y.Vym D)Op.R.T

A les figures 4.31 1 4.32 s’ha representat el radi al cub en funcié del temps de nano-
emulsions de sistemes que presenten Tween 80 o Cremophor EL com a component

tensioactiu respectivament.
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Fig. 4.31: Representacio grafica del radi de les gotes al cub () en funci6 del temps per a nano-emulsions
amb un 90% d’aigua i una relacio oli/ tensioactiu 10/90 dels sistemes aigua/ Tween 80/ Miglyol 812,

aigua/ Tween 80: Lutrol F68 (5:1, p/p)/ Miglyol 812 i aigua/ Tween 80: Lutrol F68 (3:1, p/p)/ Miglyol
812.

Per a les composicions en les quals s’ha utilitzat Tween 80 (Fig. 4.31) com a tensioactiu,
en representar el radi de les gotes al cub () en funci6 del temps s’obtenen regressions

lineals que indueixen a pensar en la maduracié d’Ostwald com a mecanisme responsable

de la inestabilitat.
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Fig. 4.32: Representaci6 grafica del radi de les gotes al cub (r’) en funcié del temps per a nano-emulsions
amb un 90% en pes d’aigua i una relacié O/T 20/80 dels sistemes aigua/ Cremophor EL/ Miglyol 812,

aigua/ Cremophor EL: Lutrol F68 (3:1, p/p)/ Miglyol 812 i aigua/ Cremophor EL: Lutrol F68 (5:1, p/p)/
Miglyol 812.

A diferéncia de les composicions preparades amb Tween 80 (Fig 4.31), no es va

observar una relacid lineal entre el radi al cub de les gotes de nano-emulsio i el temps en
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les dispersions que contenien Cremophor EL com a tensioactiu (Fig 4.32). No obstant,
per a aquestes nano-emulsions es va obtenir un valor del residual al quadrat al voltant de
0,9 que suggereix una certa implicaciéo del mecanisme de maduracié d’Ostwald en la

desestabilitzacid dels sistemes.

Si s’observen les grafiques de les figures 4.29, 4.30, 4.31 1 4.32 es pot deduir que les
nano-emulsions dels sistemes aigua/ tensioactiu/ Miglyol 812 i aigua/Tween 80: Lutrol
F68 (relacions 5:1 1 3:1)/ Miglyol 812 s’inestabilitzen per maduracié d’Ostwald ja que la
representacié grafica del r° en funci6 del temps és lineal mentre que la de I 1/r* respecte
al temps no s’ajusta al model d’una recta. Per contra, en el cas de nano-emulsions O/W
dels sistemes amb Cremophor EL no s’ha pogut determinar el mecanisme principal 1

I’inestabilitat podria ser deguda a una combinaci6é d’ambdods processos.

4.1.5. Incorporacio de ketoprofén en nano-emulsions

Una de les finalitats d’estudiar sistemes col-loidals amb tensioactius és aprofitar la seva
gran capacitat de solubilitzacié de molecules de diferent naturalesa en formar agregats
en solucié o en mescles de liquids immiscibles entre si facilitant aixi la incorporacio en
formulacions de principis actius insolubles.

S’han seleccionat nano-emulsions O/W amb un 90% en pes d’aigua de diferents
sistemes aigua/ tensioactiu: co-tensioactiu/ component olids dels quals s’havia estudiat
previament el comportament fasic a 25°C i s’havien realitzat estudis d’estabilitat. Les
nano-emulsions s’han preparat pel metode d’emulsificacio amb el qual s’obtenia un
diametre de gota més petit i un index de polidispersitat més baix. Un cop preparades s ha
procedit a la solubilitzacié d’un principi actiu (ketoprofén) per addicid successiva de
petites quantitats de farmac fins assolir la concentraci®é maxima. Les concentracions
maximes solubilitzades es van quantificar per HPLC (veure capitol 3.3.7). A la taula
XIII es mostren les concentracions maximes de ketoprofen solubilitzades en diferents
nano-emulsions O/W. El ketoprofén és un farmac molt insoluble en aigua (solubilitat

inferior al 0,1%).
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Taula XIII: Solubilitat maxima (expressada en % en pes) de ketoprofén en nano-emulsions preparades
amb un 90% en pes d’aigua.

Composicié de nano- i s
emulsions seleccionades Concentracié maxima
Sistema aigual/ tensioactiu no ionic/ oli Formulacié de ketoprofén
. o Relacio solubilitzada (%)
Aigua (%) oI
Aigua/ Tween 80/ Miglyol 812 El 90 10/90 1,23
Aigua/ Tween 80: Lutrol F68 (3:1, p/p)/ )
Miglyol 812 F'l 90 10/90 1,22
Aigua/ Tween 80: Lutrol F68 (5:1, p/p)/ s
Miglyol 812 H’1 90 10/90 1,27
Aigua/ Cremophor EL/ Miglyol 812 ;é 90 ;828 tg;
Aigua/ Cremophor EL: Lutrol F68 (3:1, p/p)/ N1 90 10/90 1,59
Miglyol 812
N2 20/80 1,42
Aigua/ Cremophor EL: Lutrol F68 (5:1, p/p)/ MI 10/90 1,32
Miglyol 812 90
M2 20/80 1,24

Com es pot observar a la taula XIII s’ha aconseguit solubilitzar ketoprofén en nano-
emulsions O/W fins a concentracions compreses entre 1’1 1 1’1,7% en pes. La quantitat
més elevada de ketoproféen solubilitzat s’ha aconseguit en nano-emulsions que
presentaven Cremophor EL com a tensioactiu. Tenint en compte que el farmac utilitzat
¢s practicament insoluble en aigua (solubilitat de 0,014 % en pes determinada
experimentalment), s’ha aconseguit millorar notablement la solubilitat en composicions

amb un elevat contingut d’aigua (90%).
S’han caracteritzar mitjangant DLS les nano-emulsions sense principi actiu i amb una

concentracio de 1’1% en pes de ketoprofen solubilitzat just després de ser preparades. Els

resultats obtinguts es mostren a la figura 4.33.
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1: Aigua/ Tween 80/ Miglyol 812

2: Aigua/ Tween 80: Lutrol F68 (5:1, p/p)/ Miglyol 812.

3: Aigua/ Tween 80: Lutrol F68 (3:1, p/p)/ Miglyol 812

4: Aigua/ Cremophor EL/Miglyol 812

5: Aigua/ Cremophor EL: Lutrol F68 (5:1, p/p)/ Miglyol 812.

6: Aigua/ Cremophor EL: Lutrol F68 (3:1,p/p)/ Miglyol 812. 39,89 )
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Fig. 4.33: Diametre de les gotes en nm de nano- emulsions (90% en pes d’aigua, relacié O/T de 10/90 en
sistemes amb Tween 80 1 de 20/80 en sistemes amb Cremophor EL) amb un 1% de ketoprofén solubilitzat
i nano-emulsions preparades sense farmac de diferents sistemes aigua/tensioactiu/oli i
aigua/tensioactiu:co-tensioactiu/oli.

Els index de polidispersitat per a totes les composicions estudiades van ser inferiors a
0,200 1 per tant, corresponents a sistemes de baixa polidispersitat. La solubilitzacié de
ketoprofén en les nano-emulsions O/W seleccionades implica una disminucié important
del diametre de les gotes de la fase interna que podria suggerir que el farmac es
localitzaria preferentment a la interficie de les gotes enlloc de trobar-se solubilitzat al
seu interior 1 actuaria augmentant el radi de curvatura i afavorint la seva estabilitzacio.
La disminucié en la mida de les gotes sembla ser més acusada en incorporar el co-
tensioactiu poliméric, esdevenint més important per a les nano-emulsions amb una
concentracid més elevada de Lutrol F68 (relacid en pes tensioactiu: co-tensioactiu 3:1).
No s’han observat variacions significatives en els valors de polidispersio en solubilitzar
el farmac. La disminuci6 del diametre s’atribuiria per tant, a que el principi actiu es
comportaria com un co-tensioactiu ja que presenta propietats amfifiliques 1 formaria
gotes mixtes amb el tensioactiu i el co-tensioactiu polimeric amb les conseqlients
interaccions. En els estudis de Podlogar et al. (2005) ja es va observar que el ketoprofen
podia incorporar-se en la pel-licula interficial actuant com a co-tensioactiu en la
formacido de microemulsions bicontinues i1 de tipus O/W en el sistema aigua/Tween

40/Imwitor 308/ Miristat d’isopropil.
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Per a estudiar la influéncia del ketoprofén en el diametre de gota, es van seleccionar
nano-emulsions amb diferents relacions O/T 1 un 90% en pes d’aigua dels sistemes
aigua/ Tween 80/ Miglyol 812 i aigua/ Cremophor EL/ Miglyol 812. Les nano-
emulsions es van preparar amb i sense principi actiu emprant-se concentracions de
ketoprofen de 0,5 1 de 1’1% en pes. El metode de preparacid va consistir en solubilitzar
previament el farmac en la mescla oli/ tensioactiu i posteriorment es va incorporar
I’aigua per addicions successives a 70°C (veure capitol 3.3.7). El ketoprofén no
experimenta cap alteracid a aquesta temperatura ja que la seva temperatura de fusio ¢s de
95,93°C (determinada experimentalment per DSC). Les composicions es van

caracteritzar per DLS a 25°C. A la figura 4.34 es troben representats els resultats

obtinguts.
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Fig. 4.34 : Diametre de les gotes en funci6 de la concentracié de ketoprofén solubilitzada i de la relacié
O/T en composicions amb un 90% d’aigua dels sistemes a: aigua/Tween 80/ Miglyol 812 i b) aigua/
Cremophor EL/ Miglyol 812.

En el sistema aigua/Tween 80/ Miglyol 812 la solubilitzaci6 d’un 1% de ketoprofen
suposa un augment del diametre de les micel-les de 9 nm (sense farmac) fins a 14 nm
(amb 1% de ketoprofeén). Per a la relacio O/T de 5/95 la mida de les gotes practicament
no es modifica en preseéncia del farmac mentre que per a les relacions O/T de 10/90 i de
15/85 s’observa una disminucid considerable del diametre de les gotes de la fase interna
en solubilitzar ketoprofén; aquesta disminucié és més pronunciada en el cas de la relacio
O/T de 15/85 on la mida de gota es redueix de 15,61 = 0,39 nm a 11,63 = 0,72 nm. En
totes les composicions estudiades en abséncia de farmac el diametre de les gotes

augmenta amb la relacio O/T (veure Fig. 4.17).
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En el sistema aigua/ Cremophor EL/ Miglyol 812 les composicions presenten una
tendencia similar, el diametre de les gotes augmenta lleugerament amb la concentraci6
de farmac en la soluci6é micel'lar i disminueix en les nano-emulsions O/W. La variacid
de diametre més important s’observa per a la relacié O/T de 30/70, on la mida de gota es
redueix de 22,50 £ 2,62 nm (composicid sense ketoprofen) a 12,06 = 1,05 nm
(composicio amb un 1% en pes de ketoprofén).

D’acord amb els resultats obtinguts, en les solucions micel-lars el ketoprofén es situaria
a Dinterior del microambient apolar originat per les cues lipofiles del tensioactiu i aixo
comportaria un augment de la mida de les micel-les.

En el cas de les nano-emulsions, el ketoprofeén es dipositaria preferentment a la interficie
oli/aigua ja que D’interior de les gotes es troba el Miglyol 812 i la solubilitat en el
component olids és molt inferior a la solubilitat en els tensioactius (4,18% en pes per al
Miglyol 812 i > 30%, p/p per al Tween 80 i per al Cremophor EL). El principi actiu
actuaria doncs com a co-tensioactiu, com ja s’ha explicat anteriorment, i en

conseqiiencia el diametre de les gotes disminuiria.

Entre les diferents composicions estudiades es van seleccionar les solucions micel-lars i
les nano-emulsions amb una relacié O/T: 10/90 1 un 90% en pes d’aigua dels sistemes
aigua/ Tween 80/ Miglyol 812 i aigua/ Cremophor EL/ Miglyol 812. Aquestes
formulacions es van preparar amb quantitats creixents de farmac (incrementant la
concentracio de ketoprofén en un 0,2% en pes) fins assolir la concentraci6 maxima

solubilitzada i1 es van caracteritzar per DLS a 25°C (veure Fig. 4.35).

—&— Aigua/ Tween 80/ Miglyol 812 (90% aigua, O/T: 10/90)
—a&— Aigua/ Cremophor EL/ Miglyol 812 (90% aigua, O/T: 10/90)

Aigua/Tween 80/Miglyol 812 (90%aigua, O/T: 0/100)
2 Aigua/ Cremophor EL/ Miglyol 812 (90% aigua, O/T: 0/100)

~—

- a a A A
o O N A O o
| | | | | ]

Diametre de gota
(Z-Average (nm))

0 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
Concentracié de ketoprofen (%, p/p)

Fig. 4.35: Variacio del diametre de la fase interna caracteritzat per DLS en funci6 de la concentracid de
ketoprofen de solucions micel-lars i nano-emulsions amb un 90% en pes d’aigua i una relacio O/T 10/90
dels sistemes aigua/ Tween 80/ Miglyol 812 i aigua/ Cremophor EL/ Miglyol 812.
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Com es pot observar a la figura 4.35, en les solucions micel-lars, la mida de les micel-les
s’incrementa a mesura que es solubilitza ketoprofén fins a un valor de diametre de 16
nm per a les composicions amb Cremophor EL i de 15 nm en les composicions amb
Tween 80. Aquets valors de diametre s’obtenen quan es solubilitzen concentracions de
farmac de 1’1,4% 1 I’1,2% respectivament. Per a la mateixa relacio O/T s’aconsegueix
solubilitzar més concentraci6 de farmac en les composicions que presenten Cremophor
EL com a tensioactiu.

Quan s’estudien les nano-emulsions s’observa un descens maxim del diametre de gota
en assolir-se concentracions de ketoprofén del 0,8% en pes; per a concentracions
superiors de farmac la mida de les gotes practicament no es modifica. D’acord amb
aquest fenomen sembla existir una concentracié maxima de ketoprofén a partir de la
qual el farmac ja no es situaria a la interficie i comengaria a solubilitzar-se en el

component 0lios.

S’ha estudiat també la solubilitat maxima de ketoprofén en funcié de la relacié O/T i la
concentracio d’aigua en composicions del sistema aigua/ Cremophor EL: Lutrol F68
(3:1, p/p)/ Miglyol 812. S’han preparat triplicats de les formulacions amb un 90 i un
95% d’aigua mitjangant el me¢tode d’emulsificacid que permetia obtenir un diametre de
gota de la fase interna més petit 1 una polidispersié més baixa (metode E). Una vegada
preparades les mostres s’han deixat en repos a 25°C. Posteriorment s’han addicionat
quantitats progressives 1 controlades de principi actiu cada 24 hores amb la finalitat
d’observar possibles canvis en les composicions indicatius d’haver assolit la maxima
concentracié de solubilitzacid. Les quantitats maximes de farmac solubilitzades s’han
determinat per HPLC tal com s’explica al capitol 3.3.7. Els resultats obtinguts es

mostren a la figura 4.36.
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Fig. 4.36: Concentraci6 maxima de ketoprofén solubilitzada en composicions amb una concentracid
d’aigua del 90 i 95% en pes en funcié de la relacio O/T, determinada per HPLC del sistema aigua/
Cremophor EL: Lutrol F68 (3:1, p/p)/ Miglyol 812.

En concordanga amb la baixa solubilitat del ketoprofén en aigua, s’han solubilitzat
concentracions de farmac més elevades en les composicions amb un 90% en pes d’aigua
que en les composicions amb un 95% de component aqués. La maxima concentraci6 de
farmac solubilitzat correspon a la relacié O/T 10/90 per ambdues concentracions d’aigua
estudiades. S’ha aconseguit incorporar un maxim d’un 1,59 % en pes de ketoprofen en la
nano-emulsi6 amb un 90% d’aigua i1 una relacié O/T 10/90. En les composicions
preparades amb un 95% en pes d’aigua aquest maxim és del 0,66 %. El percentatge en
pes de ketoprofén solubilitzat ha sigut superior en les formulacions corresponents a
nano-emulsions que en les solucions micel-lars. En les solucions micel-lars, en
incorporar concentracions de farmac superiors a la concentraci6 maxima de
solubilitzacio del ketoprofén, es van observar canvis importants en 1’aspecte
macroscopic de les composicions que indicaven una desestabilitzacid del sistema. En
aquest cas es va considerar com a valor maxim la concentracid0 de farmac
immediatament anterior.

En les nano-emulsions, la concentracié maxima de ketoprofén solubilitzada tendeix a
diminuir amb la relacié O/T tot i que aquesta condicié no es compleix per a la relacié
O/T de 5/95. Per a aquesta relacid, la concentracio de tensioactiu €s molt elevada mentre
que la de component olids és molt baixa, amb la qual cosa s’afavoriria la coexisténcia de
micel-les i gotes de nano-emulsi6 dins la mateixa formulacié (Weiss, 1996; Izquierdo,

2002) i la capacitat de solubilitzacié del sistema disminuiria. Per tant, per a aquest
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sistema existiria una concentracio oli/tensioactiu optima (10/90) per a la solubilitzacio

del ketoprofen.

4.1.5.1. Estudis d’estabilitat en composicions amb el principi actiu incorporat

S’ha estudiat I’estabilitat de nano-emulsions dels sistemes aigua/Tween 80/ Miglyol 812,
aigua/ Tween 80: Lutrol F68 (3:1, p/p)/ Miglyol 812 1 aigua/ Cremophor EL: Lutrol F68
(3:1,p/p)/ Miglyol 812 amb una concentracié d’aigua del 90% en pes 1 una relacio O/T
de 10/90 o de 20/80, determinant com es modifica la mida de gota de la fase interna en
funcié del temps mitjangant DLS. S han preparat composicions amb un 1 % en pes de
ketoprofen solubilitzat i composicions sense farmac. Els estudis s’han realitzat durant un
periode de temps de 30 dies durant el qual les formulacions no experimentaven
separacid en fases. Les composicions amb el principi actiu s’han preparat a 70°C
solubilitzant el ketoprofén en la mescla O/T i1 posteriorment addicionant quantitats
successives d’aigua. A la figura 4.37 es mostren els resultats corresponents als diametres

de gota en funci6 del temps determinats per DLS a 25°C.

Sense Ketoproféen 1% Ketoprofén
—%— 90%aigua, OT: 10/90 -~ -+ -90%aigua, O/T: 10/90 | Freiema aigual tuisen B0 Lutrol
——+—— 90% aigua, O/T: 20/80 - - -4~ --90% aigua, O/T: 20/80 |} Do Eoa ey e 812
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Fig. 4.37: Variacio del diametre de gota en funcié del temps en nano-emulsions sense farmac i amb un 1%
de principi actiu solubilitzat de diferents sistemes aigua/ tensioactiu no ionic: co-tensioactiu/ component

olios.
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Les nano-emulsions que contenen ketoprofén presenten una elevada estabilitat cinética,
ja que practicament no es modifica la mida de la gota de la fase interna durant el temps
en el que s’ha realitzat I’estudi. En comparar-se les mateixes nano-emulsions en
preséncia i en abséncia de farmac es pot observar que la solubilitzacié de ketoprofén
afavoreix considerablement 1’estabilitat de les composicions. En les nano-emulsions
sense principi actiu el diametre de les gotes s’incrementa amb el temps entre uns 20-50
nm, depenent de la formulacid, mentre que en les composicions amb el ketoprofén
incorporat el diametre de gota roman practicament constant. Aquest fet corrobora la
disposicid del ketoprofén en la interficie, ja que el radi de curvatura augmentaria i per
tant s’afavoriria I’estabilitzacié de les gotes de la fase interna. La nano-emulsié amb un
diametre de gota més petit (10 nm) correspon a la relacio O/T 10/90 del sistema aigua/
Tween 80/ Miglyol 812 que conté un 1% de ketoprofén solubilitzat. Els estudis
d’estabilitat realitzats també posen de manifest la disminucié del diametre de gota en
presencia de farmac. Les diferéncies en la mida de gota entre les nano-emulsions
preparades amb 1 sense ketoprofén s’intensifiquen amb el temps degut a la
desestabilitzacié per colascéncia i1/0 maduracio d’Ostwald que té lloc en les

composicions sense farmac (veure apartat 4.1.4).

4.1.6. Estudi de Daplicaci6 de nano-emulsions O/W com a sistemes

d’administracio de farmacs per via cutania i transdérmica

S’han estudiat les nano-emulsions de fase externa aquosa com a possibles vehicles
d’administracio de farmacs poc solubles o insolubles en aigua per a la seva aplicacid per
via cutania i1 transdérmica. En una primera fase s’ha realitzat un estudi de I’efecte
d’aquestes nano-emulsions en ser aplicades sobre la pell de voluntaris sans per detectar
si alguns dels components de les formulacions poden alterar la funcid barrera de la pell
que duu a terme principalment la capa cornia. En segon lloc, s’han realitzat estudis de
permeacio cutania mitjangant assaigs ex vivo d’un principi actiu (ketoprofen) solubilitzat

en les nano-emulsions O/W.
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4.1.6.1. Efecte de les nano-emulsions sobre la pell in vivo

Per a estudiar la innocuitat de les nano-emulsions O/W en ser aplicades sobre la pell s’ha
determinat amb un evaporimetre la pérdua d’aigua transepidérmica (TEWL), com a
parametre indicatiu de I’estat de la capa cornia de la pell, i s’han realitzat mesures de la
coloracié de la pell amb un espectrofotometre per a valorar 1’aparici6 d’eritema. A

continuacio s’expliquen amb detall cadascun d’aquests estudis.

Estudi de efecte de les nano-emulsions sobre ’estructura de la capa cornia de la pell

La possible toxicitat sobre la pell dels components de les nano-emulsions s’ha estudiat a
partir de la realitzacié d’assaigs in vivo mitjancant la determinacid del parametre TEWL
(pérdua transepidérmica d’aigua). Aquest parametre s’ha utilitzat en estudis anteriors
com a mesura eficag de la tolerancia de formulacions administrades per via topica
(Roskos, 1989; Pinnagoda, 1995; Kalia, 1996; Delgado-Charro, 1997; Lehmann, 2001;
Levin, 2005).

Els assaigs in vivo per a estudiar si les nano-emulsions seleccionades alteren 1’estructura
de la capa cornia de la pell s’han dut a terme amb 4 voluntaris d’edats compreses entre
els 23 1 els 28 anys. El procediment emprat es troba descrit al capitol 3.3.10. Les nano-
emulsions seleccionades presenten una concentraci6 d’aigua del 90% 1 pertanyen als
sistemes aigua/ Tween 80/ Miglyol 812, aigua/ Tween 80: Lutrol F 68 (3:1, p/p) i aigua/
Cremophor EL: Lutrol F 68 (3:1, p/p), Miglyol 812. D’aquest ultim sistema s’han
seleccionat dues formulacions que varien en la relacié oli/tensioactiu. Com a control
s’ha utilitzat aigua milliQ. La composicid0 de cadascuna de les nano-emulsions

estudiades es detalla a la taula XIV.

Taula XIV: Composicié de les nano-emulsions seleccionades.

. Components Tensioactius Components oliosos
Nano- Aigua C — C —
emulsio (%) . . oncentracio . oncentracio
Tensioactius (%) Oli (%)
El 90 Tween 80 9,00 Miglyol 812 1,0
, Tween 80 6,75 .
F'1 90 Lutrol F63 2.25 Miglyol 812 1,0
Cremophor EL 6,75 .
NI 90 Lutrol F63 2.25 Miglyol 812 1,0
Cremophor EL 6,00 .
N2 90 Lutrol F63 2.00 Miglyol 812 2,0
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A la figura 4.38 es mostren els resultats obtinguts. S’ha representat graficament el valor
de TEWL normalitzat (relacio entre el valor de TEWL obtingut/ TEWL basal) respecte a
un periode de temps de 2 hores. Les determinacions es van realitzar abans (TEWL basal)
i després d’aplicar les formulacions (TEWL obtingut). Aixi, les mesures obtingudes
(TEWL obtingut) corresponen als valors de TEWL després de 1’aplicacio oclusiva de les

formulacions durant 2 hores.

CAigua INE E1 @NE F'1 B NE N1 ONE N2

TEWLUTEWLO

0 0,25 0,5 0,75 1 1,5 2
Temps (hores)

Figura 4.38: TEWL normalitzat en funcid del temps per a les composicions seleccionades.

Com es pot observar en el moment de retirar per complet la formulacié (t=0) els valors
de TEWL tant per les nano-emulsions com per la formulacidé control (aigua) sén elevats
perd disminueixen rapidament, recuperant-se els nivells basals en el transcurs d’1 hora
aproximadament. El fet d’assolir de nou els valors inicials en un temps tan curt &s
indicatiu de la innocuitat dels excipients utilitzats en les nano-emulsions ja que no
alteren el parametre indicatiu de la funci6 barrera de la pell. L’obtencio de valors elevats
a temps inicial 1 la rapida disminuci6 que s’observa podria suggerir que les nano-
emulsions aplicades no ofereixen resisténcia a la difusié de 1’aigua, com ja van postular
Curdy et al. (2004), i indueixen una lleugera hidratacio transitoria de la pell
conseqiiencia de 1’aplicacio oclusiva de les formulacions (Delgado-Charro,1997). En el
moment immediat després de retirar la formulacio els valor de TEWL més alts,

s’obtenen per la férmula control i per les nano-emulsions que presenten Tween 80 com a
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tensioactiu, per tant aquesta hidratacio transitoria és més important que per a les
composicions amb Cremophor EL.

En comparar aquests resultats amb altres estudis publicats (Delgado-Charro, 1997) on
s’estudia I’efecte de microemulsions aplicades per via dérmica s’han obtingut resultats
similars. La recuperacio dels nivells basals en aquest estudis es produia com a maxim a
les 3 hores després de I’aplicacio.

Uson et al. (Tesi doctoral, 2003) van determinar el parametre TEWL després de 2 hores
d’aplicacié oclusiva de nano- emulsions de tipus O/W i W/O dels sistemes aigua/
Cremophor EL: Cremophor WO7 (3:1, p/p)/ Miristat d’isopropil i aigua/ Cremophor EL:
Cremophor WO7 (1:7, p/p)/ Miristat d’isopropil respectivament. En aquests estudis
també es van obtenir valors de TEWL propers a la unitat (el TEWL mesurat correspon al
valor inicial abans d’aplicar la formulacid) en transcérrer 2-3 hores.

En el treball d’investigaci6 de Sadurni et al. (Tesi doctoral, 2006) es va estudiar la
idoneitat de nano-emulsions O/W dels sistemes aigua/ Cremophor EL/ Miglyol 812 i
aigua/ Solutol HS-15/ Miglyol 812 com a vehicles d’administracié d’un anestesic local,
per via topica (cutania o transdérmica). En aquest cas els nivells basals es van recuperar

als 45 minuts després d’haver retirat la formulacio.

Estudi de la possible irritacio cutania de nano-emulsions determinant I’aparicio

d’eritema

Paral-lelament a la determinacié del parametre TEWL, s’han realitzat mesures amb un
espectrofotometre (Konika Minolta model CM-2600d) per valorar si es produeix alguna
alteracid en la coloracid de la pell de I’avantbra¢ com per exemple un envermelliment
que podria ser indicatiu d’una lleugera irritacié cutania. Les nano-emulsions es van
aplicar sobre la pell de manera oclusiva, transcorregudes 2 hores es van retirar les
formulacions i es va procedir a realitzar les determinacions. Els estudis es van dur a
terme en 4 voluntaris sans entre els 23 1 els 28 anys d’edat. S’ha utilitzat aigua MilliQ
com a control. S’han determinat els parametres L* (brillantor), a* i b* (cromaticitat). El
parametre responsable de la coloracid vermella i per tant de 1’aparicio d’eritema és a*
(veure capitol 3.3.10). Diversos autors (Serup, 1990; Benfelt, 1999; Wu, 2001; Fang,
2002, 2003) han posat de manifest 1’existéncia d’una bona correlacid entre la
coordenada cromatica a* i 1’aparicid d’eritema com a conseqiiéncia d’una reaccio

inflamatoria sobre la pell. A la figura 4.39 s’han representat els valors d’a* normalitzats
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(relacid entre les mesures determinades i els valors obtingut abans de ’aplicacid de les

formulacions) per a cada composicid estudiada en funcié del temps.

Et=0h Bt=0,25h Ot=0,75h Ot=1h B@t=2h

H20 E1 F'1 N1 N2

Figura 4.39: Valors de la coordenada cromatica a* per a la formulacié control (H,O) i per a les nano-
emulsions seleccionades en funcid del temps.

Per a totes les composicions estudiades (HO, E1, F’1, N1, N2) els valors d’a* romanen
constants amb el temps, 1 es mantenen molt propers a la unitat (valor basal normalitzat).
Els valors de la coordenada cromatica a* corresponents a nano-emulsions sén molts
similars als obtinguts amb la formulacié control (aigua). Per tant, les nano-emulsions
seleccionades no produeixen alteracions en el color de la pell que indiquin 1’aparicid
d’eritema corroborant aixi, la innociiitat de les formulacions seleccionades que contenen
concentracions de tensioactiu no ionic compreses entre el 7,5 i el 9% i de component
olids entre I'1 1 el 2,5% depenent de la formulacid. No s’han pogut establir diferencies
en relaci6 al valor d’a* ni entre les nano-emulsions pertanyents al mateix sistema
(composicions N1 i N2) ni entre les nano-emulsions amb la mateixa relacié O/T

seleccionades de sistemes diferents (E1, F’1 i N1) .

4.1.6.2. Permeacio cutania ex vivo

S’han realitzat estudis de permeacid cutania amb diferents nano-emulsions O/W amb
una concentracio d’aigua del 90% amb ketoprofen solubilitzat fins a concentracid

maxima, amb la finalitat de potenciar tant com fos possible la permeabilitat del principi
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actiu a través de la pell (Moser, 2001). D’acord amb els estudis de Moser et al., una de
les estratégies per a potenciar al maxim la permeacié d’un principi actiu a través de la
pell és preparar les composicions a concentracié de saturaci6é de farmac per tal d’assolir
una activitat termodinamica en la formulacié igual a la unitat. Aixi, es van seleccionar
composicions del sistema aigua/ Cremophor EL: Lutrol F 68 (3:1, p/p)/ Miglyol 812 que
variaven en la relacié O/T amb la finalitat de con¢ixer si aquest parametre influeix en la
permeacié del farmac a través de la pell. Per altra banda, per a determinar 1’efecte del
tensioactiu i co-tensioactiu en la velocitat de permeacid, es van dissenyar assaigs amb
composicions amb una concentracié O/T fixa corresponents a diferents sistemes aigua/
tensioactiu/Miglyol 812 i aigua/tensioactiu/co-tensioactiu/Miglyol 812. Concretament es
van estudiar els seglients sistemes:

1. Aigua/ Tween 80/ Miglyol 812 (E1).

2. Aigua/Tween 80: Lutrol F68 (3:1, p/p)/ Miglyol 812 (F’1).

3. Aigua/ Cremophor EL/ Miglyol 812 (J2).

4. Aigua/ Cremophor EL: Lutrol F 68 (3:1 p/p)/ Miglyol 812 (N1 1 N2).

Els resultats obtinguts es van comparar amb un preparat farmacéutic ja comercialitzat i
d’aplicacio per via topica que conté un 2,5% en pes de ketoprofén. La quantificaci6 dels
resultats es va dur a terme per HPLC mitjancant un metode préviament validat.

L’assaig de permeacio cutania amb cel-les de difusio de Franz es va realitzar a 37°C
durant un periode de temps de 8 hores degut a que es podien detectar en temps
relativament curts quantitats de principi actiu que havien difos a través de la pell. Per a
realitzar els estudis de permeacio les formulacions havien de ser estables a 37°C durant
com a minim 8 hores. Totes les nano-emulsions seleccionades complien les condicions
de desenvolupament de 1’assaig de difusid ja que no presentaven alteracions en el seu
aspecte ni separacié en fases durant 8 hores a 37°C. El procediment emprat per dur a
terme aquests estudis es troba descrit al capitol 3.3.11. Les composicions seleccionades i

la quantitat de farmac solubilitzat fins a saturacid es detalla a la taula XV.
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Taula XV: Nano-emulsions seleccionades per a I’estudi de permeaciod cutania ex vivo. La composicid
d’aquestes nano-emulsions es troba descrita a la taula XIV excepte la corresponent a la nano-emulsio J2
(90% d’aigua, 8% de Cremophor EL i 2% de Miglyol 812).

. r Concentracio6 de
Nano-emulsio | . s
. Ketoprofén a saturacié
seleccionada o

(%)

El 1,23

F'1 1,22

12 1,28

N1 1,59

N2 1,42

%

Els estudis de Sadurni (Sadurni, Tesi doctoral, 2006) van posar de manifest que la composicid J2 corresponent al
sistema aigua/Cremophor EL/Miglyol 812 no comporta alteracions en el parametre TEWL ni 1’aparicié d’eritema en
ser aplicada sobre la pell. Es va considerar rellevant estudiar aquesta composicié per tal de poder establir
comparacions amb el sistema aigua/Cremophor EL:Lutrol F68 (3:1, p/p)/Miglyol 812 i valorar la funcid del
tensioactiu Cremophor EL com a agent potenciador de la permeacio cutania del ketoprofen.

A la figura 4.40 es mostren els resultats corresponents als estudis de difusi6. Es van

utilitzar com a minim 4 replicats per cada formulacid i1 s’ha representat la mitjana i la

desviaci6 estandard de les quantitats de ketoproféen acumulades a la solucid receptora en

funcié del temps per a les 6 composicions estudiades.
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Fig. 4.40: Quantitats acumulades de ketoprofén a la solucid receptora

diferents formulacions estudiades.
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Com es pot observar a la grafica les quantitats inicials de principi actiu, expressades en
pg/cm’, presents en el compartiment receptor sén baixes i es van incrementant
progressivament amb el temps. Tot 1 els elevats valors de les desviacions estandards,
aquests son del mateix ordre que els obtinguts en estudis similars (Delgado-Charro,
1997). Els valors més elevats de farmac acumulat corresponen a la férmula comercial i a
la composicido F’1 que conté Tween 80 com a tensioactiu i Lutrol F68 com a co-
tensioactiu. Per a aquestes composicions les quantitats acumulades de ketoprofen a la
solucié receptora en transcorrer 7 hores han sigut de 91,14 pg/em® i de 92,67 pg/cm’
respectivament. S’ha de tenir en compte que la féormula comercialitzada és un gel de
carbomer que conté etanol, el qual incrementaria notablement la permeacid cutania del
ketoprofen (Goto, 1993; Okaba, 1994; Cho, 1998; Huang, 2007), mentre que 1’efecte
dels tensioactius no ionics com a potenciadors del pas de farmacs a través de la pell, és
molt irregular i depen principalment del model de membrana seleccionat (Williams,
2004).

En comparar les composicions E1 1 F’1 que es diferencien unicament en la preséncia de
co-tensioactiu (Lutrol F68 en la formulacié F’l), la quantitat de ketoproféen que ha
permeat a través de la pell en funcié del temps és superior per a la nano-emulsié que
conté el co-tensioactiu polimeric. Aquest fet suggereix que el Lutrol F68 podria actuar
com un agent potenciador de la permeacid (Cappel, 1991). Es van obtenir resultats
similars en comparar les composicions J2 1 N2 preparades amb Cremophor EL, ja que
per a la formulacié N2 que conté el co-tensioactiu la quantitat de farmac acumulada en 8
hores a la solucié receptora va ser de 56,35 pg/cm® enfront els 29,54 pg/cm’
corresponents a la nano-emulsid J2 (sense Lutrol F68). Per a aquesta ultima es van
obtenir els valors més baixos de quantitat de farmac permeat.

Per altra banda, les composicions preparades amb Tween 80 presenten quantitats de
ketoprofén acumulades superiors a les obtingudes amb les formulacions amb Cremophor
EL com a tensioactiu (veure composicions F’1 i N1). Aixi, a les 7 hores d’assaig, la
quantitat de farmac que ha permeat a través de la pell per a la nano-emulsié F’1 (amb
Tween 80) ha sigut de 92,67 pg/cm® mentre que per a la composicié NI (amb
Cremophor EL) la quantitat acumulada correspon a 60,98 pg/cm’. Ambdues
formulacions contenen Lutrol F68 per tant les diferéncies s’atribuirien a un efecte
inductor de la permeacié per part del Tween 80.

Cappel 1 Kreuter (1991) van estudiar D’efecte dels polisorbats en [I’alliberacid

transdérmica de substancies hidrofiles i lipofiles i van observar que el Tween 80
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incrementava lleugerament la permeabilitat del metanol mentre que disminuia la de
I’octanol en emprar-se a concentracions elevades (per sobre de la c.m.c). Aquest efecte
el van atribuir a una disminucié de d’octanol Iliure com a conseqiiencia de la
solubilitzacio micel-lar.

Shahi 1 Zatz (1979) van observar que el Tween 80 augmentava la velocitat de permeacio
de la hidrocortisona a través de la pell de ratoli en mescles d’isopropanol i aigua.
Sarpotdar 1 Zatz (1986) van obtenir resultats similars en la permeacié de lidocaina
vehiculitzada en mescles de propilenglicol i Tween 80. Estudis més recents també han
posat de manifest un efecte potenciador de la permeacié de diazepam i lorazepam en pell
de rata induit pel Tween 80 (Shokri, 2001; Nokhodchi, 2003).

Hoeller et al. (2009) van estudiar la permeacio a través de la pell de ’abdomen de porc
de I’acetat de fludrocortisona i el pivalat de flumetasona solubilitzats en nano-emulsions
que contenien lecitina i Tween 80 com a tensioactius. En ambdds casos es va observar
un increment de la velocitat de permeacié atribuit al Tween 80 en relacio a la formulacid
control.

En canvi, en els els estudis de Legen et al (2006), la utilitzacié6 de Cremophor EL no va
suposar cap modificacid en la permeabilitat de 1’amoxicil-lina a través de 1’epiteli
intestinal de rata.

L’efecte del Tween 80 com a potenciador de la permeacid podria explicar-se a partir de
dos mecanismes en els que intervenen tant els dominis moleculars hidrofobs com els
hidrofils del tensioactiu (Nokhodchi, 2003; Hoeller, 2009). En primer lloc, les molécules
del tensioactiu podrien penetrar en les regions intercel-lulars de 1’estrat corni, provocant
modificacions en I’empaquetament dels lipids que constitueixen la bicapa lipidica.
Aquest efecte comportaria un increment de la fluidesa de la bicapa, seguit d’un procés
de solubilitzaci6 i extraccié de components lipidics que afavoriria notablement el procés
de permeacio. Per altra banda el Tween 80, en penetrar en la matriu intracel-lular, podria
interaccionar amb els filaments de queratina i en unir-se a aquestes proteines, modificar
I’estructura dels cornedcits afavorint novament els processos de difusié de farmacs
(Nokhodchi, 2003; Hoeller, 2009).

Finalment, en les nano-emulsions N1 1 N2 del sistema aigua/ Cremophor EL: Lutrol F68
(3:1, p/p)/ Miglyol 812 preparades amb diferents relacions O/T no s’han observat
diferéncies importants en la quantitat de ketoprofen acumulada entre ambdues
composicions, essent les quantitats permeades en 8 hores d’assaig de 60,98 i 56,35

ng/cm? per a les composicions N1 i N2 respectivament. En relaci6 a la permeacio, no es

192



Resultats 1 Discussid

van considerar importants les diferéncies en el diametre de gota entre les nano-emulsions
estudiades ja que totes les composicions presentaven una mida de gota inferior als 100

nm.

Malgrat obtenir-se diferéncies en la quantitat de ketoproféen acumulada en funcié del
temps entre les diverses formulacions, s’ha de tenir present que la concentracid de
farmac solubilitzat no va ser la mateixa per a totes les composicions. Per tant, és
important congixer els parametres de permeacid: flux i temps de laténcia. Aquests
parametres s’han calculat a partir de la primera llei de difusié de Fick, aplicant el model
de dosi infinita explicat anteriorment al capitol 3.3.10. L’analisi estadistica emprada va
ser ’ANOVA univariant aplicant el test de comparacié multiple de Newman-Keuls. Els

resultats es poden observar a la Fig. 4.41 i a la taula XVI.
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Fig. 4.41: Velocitat de permeaci6 del ketoprofén solubilitzat en nano-emulsions O/W seleccionades i en la
formulacié comercialitzada.

Taula XVI:Velocitat de permeacio i temps de laténcia del ketoprofén solubilitzat en nano-emulsions i en
un preparat farmaceéutic comercialitzat.

Parametres de permeacio

Composicio

Temps de laténcia (h) J (ug/ cm*h)’
Férmula comercialitzada 2,07 +0,43 18,621 £ 2,30
F1 1,62 £ 0,86 21,12+ 2,38

E1 2,09 £ 0,50 13,48 + 1,87

N1 0,73 +£0,30 6,59 £ 1,35

N2 1,67 £ 0,36 11,21+ 1,31

J2 1,35+ 0,37 3,48 +£0,84

'J: Velocitat de permeaci6
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La velocitat de permeaci6 del ketoprofén a través de la pell ha sigut de 18,62 pug/ cm’h
per al preparat farmacéutic comercialitzat; 21,12 pg/ cm® h per a la nano-emulsié F’1;
13,48, 11,21 1 6,59 ng/ cm® h per a les nano-emulsions E1, N2 i N1 respectivament i
finalment 3,48 pg/cm” h per a la composicié J2. Els temps de laténcia en totes les
formulacions estudiades fluctuen entre 1 i 2,5 hores aproximadament. Aquests valors de
flux de permeacid i de temps de laténcia son de I’ordre dels obtinguts en la literatura
amb formulacions similars (Rhee, 2001; Paolino, 2002).

Si es comparen les nano-emulsions N1 1 F’1 que presenten la mateixa concentracid
d’aigua 1 la mateixa relacié oli/ tensioactiu, diferenciant-se només en el tensioactiu
utilitzat, es pot observar que el valor de flux és més elevat per a la composicié amb
Tween 80 (F’1) que per a la composiciéo amb Cremophor EL (N1). Les diférencies en la
velocitat de permeacié entre les nano-emulsions N1 1 F’l son estadisticament
significatives amb una p<0,0001. Aquest resultats corroboren I’efecte del Tween 80 com
a potenciador de la permeacid del ketoprofén a través de la pell que ja s’havia observat a
la Fig. 4.40.

En relacid a la influéncia del co-tensioactiu (Lutrol F68) present en les nano-emulsions
N1, N2 1 F’1 s’observa, en comparar N2 amb J2 i F’1 amb EI (N2 i E1 presenten la
mateixa composicio que J2 1 F’1 respectivament perd no contenen co-tensioactiu), que
els valors de flux sén més elevat quan les formulacions contenen Lutrol F68. Es van
obtenir novament diferéncies estadisticament significatives entre E1 1 F’1 (p<0,01) 1
entre N2 1 J2 (p<0,05), per tant el Lutrol F68 també actuaria incrementant la permeacid
del ketoprofén pero en menor grau que el Tween 80. Si s’observen les formulacions E1 i
N1 preparades amb Tween 80 i amb Cremophor EL/Lutrol F68 respectivament, la
velocitat de permeacid €s superior per a la composicidé El tot 1 que la concentracid de
farmac ¢€s més elevada en la nano-emulsié N1 (1,59 % en pes enfront 1,23%). Les
diferéncies també han sigut estadisticament significatives amb una p< 0,01.

No s’han detectat variacions significatives en els valors de flux obtingut en augmentar la
concentracio oli/tensioactiu en el sistema aigua/ Cremophor EL: Lutrol F68 (3:1, p/p)/
Miglyol 812 (nano-emulsions N1 i N2).

Les velocitats de permeacid més elevades s’han obtingut amb la nano-emulsio F’1
(21,12 pg/cm?h) i amb el gel comercialitzat (18,62 pg/cm’h). Les diferéncies no van ser
estadisticament significatives. Malgrat que la concentracid de principi actiu és molt

superior en la formulacié comercialitzada (2,5% en pes enfront 1,22%) s’han aconseguit
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paramatres de permeacid molts similars en ambdues composicions. En la nano-emulsio
F’l podria produir-se un sinergisme entre el Lutrol F68 i el Tween 80 que es
manifestaria amb un increment important de la permeacid del Ketoprofen a través de la

pell.

4.1.6.3. Estudis de cessio del ketoprofen

Després d’estudiar la permeacidé cutania del ketoprofén incorporat en diferents
composicions a través de la pell d’orella de porc i observar diferéncies estadisticament
significatives en la velocitat de permeacid del farmac entre algunes de les nano-
emulsions, es van realitzar estudis de cessi6 del ketoprofén. Aquest assaigs de cessio es
van realitzar per tal de corroborar que el farmac podia difondre facilment des de les
gotes de la nano-emulsié cap a una solucio6 receptora a pH fisiologic (pH 7,4). Com a
nano-emulsions model es van seleccionar les composicions que contenien Tween com a
tensioactiu, ja que s’havien observat diferéncies importants en els parametres de
permeacié entre aquestes composicions. Per altra banda, tenint en consideracid les
diferéncies estructurals entre les nano-emulsions i la formula comercialitzada (hidrogel
de ketoprofen) no es van detectar diferéncies apreciables en els parametres de permeacio
en comparar 1’hidrogel amb la nano-emulsi6 F’1 (veure capitol 4.1.6.2) .

Aixi, s’ha estudiat I’alliberaci6 del ketoproféen des de les formulacions E1 i F’1
(composicio detallada a la taula XIV) preparades a concentraci6 maxima de farmac
(1,341 1,29% respectivament) 1 des d’una férmula comercialitzada que conté un 2,5% en
pes de principi actiu. Per a aquestes concentracions es compleixen les condicions sink en
la solucid receptora (solucid reguladora de fosfats a pH 7,4). La composicié d’aquesta
solucio es troba detallada al capitol 3.1.5.1. Els assaigs s’han dut a terme amb 5 replicats
per a cada formulacid, a una temperatura de 37°C 1 extraient-se al-liquotes durant un
temps de 6 hores. Les condicions de I’assaig d’alliberacié es descriuen en el capitol
3.3.9. La quantificacié de les mostres s’ha realitzat per HPLC. A la figura 4.42 s’han
representat els valors promig de ketoprofen alliberat expressats en percentatge en funcio

del temps 1 la desviacié estandard per a cada composicié estudiada.
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Fig. 4.42: Perfils d’alliberacié del ketoprofeén en funcié del temps corresponents a les composicions El,
F’1 1 a una formulacio comercialitzada.

D’acord amb els resultats que es mostren a la Fig. 4.42, el ketoprofén difon més
lentament cap a la solucid receptora en la formulacié comercial que en les nano-
emulsions estudiades, alliberant-se a les 6 hores un 70% del ketoprofen incorporat
mentre que en les nano-emulsions a les 4 hores ja s ha alliberat practicament la totalitat
del farmac solubilitzat. Els resultats obtinguts son els esperats tenint en consideracié que
la concentracié de ketoprofén en la formulacié comercialitzada és molt superior a la de
les nano-emulsions (2,5% enfront 1,34 1 1,29% en pes de ketoprofén solubilitzat). En
relacid a les dues nano-emulsions O/W, practicament no s’observen diferéncies entre
ambdues composicions. En transcdrrer 3 hores s’ha alliberat un 75% de ketoprofen de la
nano-emulsio E1 mentre que el percentatge de ketoprofén present a la solucid receptora

per a la formulacio F’1 és del 85% en el mateix periode de temps.

S’han aplicat els models de cessid d’ordre zero, primer ordre 1 Higuchi per a cadascun
dels replicats. A la taula XVII es detallen els valors promigs de les constants cinétiques
d’alliberacié i del coeficient de correlacié al quadrat (r*) per a cada composicio

estudiada.
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Taula XVII: Aplicacié de I’equacié matematica de diferents models cinétics als perfils d’alliberacié
obtinguts per a cada formulacid estudiada.

Models de cessio Férmula E1 Férmula F’1 Formulaci6 comercialitzada
Ko(%.h") 27,846+2,889 33,489+2,136 20,097+5,029
Ordre zero
r’ 0,9983 0,9977 0,9673
) K, (h")  1,285+0,521 1,400+0,404 0,619+0,310
Primer ordre
r 0,7470 0,8710 0,8270
. . K (%.h"?) 55,893+5,601 56,985+3,742 32,668+5,059
Higuchi
I 0,9640 0,9726 0,9967

Els perfils d’alliberacié de les formulacions E1 i F’1, tenint en compte el valor dels
coeficients de correlacid al quadrat, correspondrien a un model cinetic d’ordre zero,
obtenint-se un valor lleugerament més elevat de la k, per a la composicio F’1. En el cas
de la formulacié comercialitzada, en tractar-se d’un gel, el model que millor s’ajusta al
perfil d’alliberacié obtingut és el de Higuchi. Aquests resultats concorden amb els
estudis realitzats per diferents autors amb formulacions similars (Podlogar, 2005; Tettley

Amlalo, Tesi doctoral, 2005).

4.1.7. Resum de la formacio i caracteritzacio de nano-emulsions

e Comportament fasic:

En tots els sistemes estudiats s’ha obtingut una regié I de composicions liquides,
transparents 1 isotropes.

En la majoria dels sistemes amb Tween 80 aquesta regio es forma fins assolir una relacio
O/T maxima de 15/85. En els sistemes amb Cremophor WO7 i1 Epikuron 170 com a co-
tensioactiu aquesta regid es va obtenir per a relacions O/T fins la 40/60.

En relaci¢ als sistemes amb Cremophor EL, la regio I és significativament més gran que
quan s’empra Tween 80 com a tensioactiu, formant-se composicions liquides i isotropes

com a minim fins la relacié O/T 25/75. Per a alguns sistemes aquestes composicions es
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van obtenir fins 1 tot per a relacions O/T de 35/65 i per al sistema amb Epikuron 170 fins

la relacio O/T 60/40.

e Formacié de nano-emulsions:

S’han identificat nano-emulsions amb un elevat contingut d’aigua (90%) i components
utilitzats per a la preparacido de nanoparticules en sistemes ternaris del tipus aigua/
tensioactiu no iodnic/component olids i sistemes pseudoternaris constituits per aigua/
tensioactiu/ co-tensioactiu/ component olids. Aquestes nano-emulsions O/W presenten
una mida de gota compresa entre 13 i 42 nm i una baixa polidispersitat que les fa

apropiades per a I’elaboracid de nanoparticules polimeriques.

Els metodes de preparacié que han donat lloc a les nano-emulsions amb una mida de
gota més petita (inferior a 70 nm) i un index de polidispersitat més baix han consistit en
addicionar petites quantitats d’aigua a les mescles O/T a una temperatura superior o
igual a 50°C.

La utilitzacidé de metodes d’alta energia en els quals predominen els fenomens de
trencament i col-lisidé en la formacid de les gotes de nano-emulsi6 donen lloc a
composicions amb un diametre de gota i polidispersitat superiors.

Les composicions corresponents als sistemes amb Lutrol F127 com a co-tensioactiu van
presentar index de polidispersitat superiors a 0,200 1 per tant no es van seleccionar per a
la posterior formaci6 de nanoparticules.

Les composicions del sistema aigua/Tween 80/Cremophor WO7/Miglyol 812 malgrat
presentar una mida de gota inferior a 70 nm 1 una P< 0,100 no es van utilitzar en la
preparacié de nanoparticules degut a la seva baixa estabilitat cinética.

La combinacié d’un metode de baixa energia i un metode d’alta energia (ultrasons)
millora notablement 1’aspecte macroscopic i la polidispersitat de les composicions
preparades amb Epikuron 170 com a co-tensioactiu.

Les composicions preparades amb Tween 80 presenten una mida de gota més petita que
aquelles que contenen Cremophor EL com a component tensioactiu degut a les
diferéncies en la seva estructura quimica, ja que el Cremophor EL té un pes molecular

forga superior al del Tween 80 (2560 enfront 1310 g/mol).
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La preséncia de co-tensioactiu (Lutrol F68) en les composicions actua incrementant
notablement el diametre de les gotes de les nano-emulsions degut a la disposicid que

adopta aquest tensioactiu polimeric en la interficie oli/aigua.

La mida de gota de les nano-emulsions del sistema aigua/Cremophor EL/Lutrol
F68/Miglyol 812 disminueix considerablement en augmentar la concentracié d’aigua,
reduint-se practicament a la meitat quan es comparen concentracions d’un 85% i un 95%
en pes d’aigua. Aquest fet s’explicaria per un menor nombre de gotes i una major
formacio de micel-les com a conseqiiencia de la difusié de molecules de Lutrol F 68 des
de les gotes cap a la fase externa (Alexandritis, 1995; Rapoport, 1999; Li, 2008).

La disminuci6 del diametre de les gotes es produeix conjuntament amb una reduccié de

I’index de polidispersitat.

El diametre de gota augmenta amb la concentracid oli/tensioactiu formant-se cada
vegada un menor nombre de gotes i de mida més gran. La polidispersitat del sistema
també tendeix a incrementar-se amb la relacié oli/tensioactiu en els sistemes sense co-
tensioactiu polimeric.

Les mescles amb un diametre més petit es van obtenir en el sistema amb Tween 80 com
a tensioactiu (8,91 nm per a la solucidé micel-lar i 15, 61 nm de didmetre per a la nano-

emulsié amb una relaciéo O/T de 15/85).

Els dissenys factorials han posat de manifest la influéncia de les diferents variables de
composicid (concentracié de tensioactiu, concentracid de co-tensiactiu Lutrol F68 i
concentracio d’aigua) aixi com també de les seves possibles interaccions en el diametre
de gota de les nano-emulsions 1 en I’index de polidispersitat determinats per DLS.

S’ha detectat 1’existéncia d’una dependencia lineal entre la concentracié de tensioactiu i
el diametre de gota. Aixi, I’increment de la concentracid de tensioactiu comporta una
disminucié de la mida de gota.

Pel que fa al tipus de tensioactiu, les composicions amb Tween 80 presenten una mida
de gota més petita que les preparades amb Cremophor EL pero en canvi els valors dels
index de polidispersitat obtinguts son superiors amb Tween 80.

També s’ha observat una dependéncia practicament lineal entre la concentracidé de
Lutrol F 68 i el diametre de gota, a major proporcié de co-tensioactiu s’obtenen nano-

emulsions amb una mida de gota superior. La interaccié (concentracié tensioactiu)*
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(concentracié Lutrol F68) té un efecte negatiu estadisticament significatiu en el diametre
de gota, indicant que la mida obtinguda dependra d’ambdoés factors conjuntament.

En relacié a la polidispersitat del sistema, aquesta dependra del tipus de tensioactiu
emprat, concentracié de Lutrol i concentracié de tensioactiu. Tot i aixd els valors
obtinguts estan intimament relacionats amb la composicio del sistema, existint unes
concentracions de tensioactiu i co-tensioactiu Optimes.

Per a les composicions del sistema aigua/Cremophor EL/ LutrolF68/ Miglyol 812, la
concentracido de tensioactiu i aigua tenen un efecte negatiu en el diametre de gota
(disminuci6 del Z-Average) mentre que la proporcié de Lutrol F 68 té una influéncia
positiva que es manifesta amb un increment de la mida de gota. Per altra banda, el
resultat de la interaccio (% Cremophor EL)* ( % aigua) té una infuencia estadisticament
significativa en la mida de gota, indicant que hi ha una concentracié optima d’aigua
dependent de la relacid O/T per a la qual s’obtenen els diametres de gota més petits. Pel
que fa a la polidispersitat unicament s’ha observat que I’increment de la concentracio

d’aigua comporta una reduccid d’aquesta.

e Estabilitat de les nano-emulsions:

Les nano-emulsions O/W obtingudes presenten una elevada estabilitat cinética i no
experimenten separacid de fases en el periode de temps estudiat (140 dies).

En els sistemes amb Tween 80, la incorporacid del co-tensioactiu polimeric (Lutrol F68)
no implica una millora de ’estabilitat. En les composicions amb Lutrol F68 es produeix
un creixement molt pronunciat del diametre de gota (de 23 a 39 nm per a la composicio
amb una relacio Tween 80/ Lutrol F68 de 3/1 i de 16 a 25 nm en la nano-emulsid
preparada amb una relacié Tween 80/ Lutrol F68 de 5/1) en un periode de temps de 48
hores indicant una baixa estabilitat cinetica a curt termini.

S’han obtingut nano-emulsions amb una estabilitat cinc¢tica més elevada quan s’ha
emprat Cremophor EL com a component tensioactiu. La nano-emulsi6 més estable des
del punt de vista cinetic correspon al sistema aigua/ Cremophor EL/ Miglyol 812
produint-se un increment aproximat del diametre promig de les gotes de 10 nm en 4

mesos.
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En el sistema aigua/ Cremophor EL:Lutrol F68 (3:1, p/p)/ Miglyol 812 les nano-
emulsions amb una mida de gota més petita i amb major estabilitat cinetica corresponen
a les composicions preparades amb un 95% en pes d’aigua. En aquest sistema s’ha
aconseguit la formacié de nano-emulsions amb una elevada estabilitat cinética,
mantenint-se el diametre de gota practicament constant durant un periode de temps de 40
dies.

La nano-emulsi6 amb una mida de gota més petita s’ha obtingut amb la relacié O/T de
5/95, essent practicament de 1’ordre de la solucio micel-lar.

Les nano-emulsions amb menor estabilitat cinética es van formar amb les relacions O/T

de 20/80 1 de 25/75 per a la concentracid d’aigua de 90% en pes.

El mecanisme principal d’inestabilitat per a nano-emulsions del sistema aigua/ Tween
80/ Miglyol 812, aigua/ Tween 80:Lutrol F68(5:1, p/p)/ Miglyol 812 i aigua /Tween 80/
Lutrol F68 (3:1, p/p)/ Miglyol 812 sembla ser la maduracié d’Ostwald, mentre que per a
aquelles que corresponen a les composicions aigua/ Cremophor EL/ Miglyol 812, aigua/
Cremophor EL: Lutrol F68 (5:1, p/p) Miglyol 812 i aigua/ Cremophor EL: Lutrol F
68(3:1, p/p)/ Miglyol 812 ambdos processos, maduracié d’Ostwald i coalescéncia, poden

ser la causa d’inestabilitat.

e Incorporaci6 de ketoprofén en nano-emulsions O/W:

S’ha aconseguit incrementar notablement la solubilitat del ketoprofén en nano-emulsions
amb una elevada concentracid d’aigua. Les concentracions maximes de ketoprofén
solubilitzades en aquestes composicions es troben compreses entre 1,22% 1 1,67% en
pes.

S’han solubilitzat concentracions de farmac superiors en aquelles composicions
preparades amb Cremophor EL com a component tensioactiu. Les nano-emulsions
corresponents als sistemes amb Tween 80 presenten una menor capacitat de
solubilitzacio.

El diametre de gota de les nano-emulsions disminueix en solubilitzar el principi actiu
suggerint que el ketoprofén es situa a la interficie de les gotes enlloc d’estar solubilitzat
al seu interior. Aquest efecte s’incrementa en presencia del tensioactiu polimeric (Lutrol

F68).
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En les solucions micel-lars el diametre de les micel-les augmenta en solubilitzar-se el

ketoprofen.

En les nano-emulsions corresponents als sistemes ternaris aigua/Tween 80/ Miglyol 812
1 aigua/Cremophor EL/ Miglyol 812 el diametre de gota experimenta un descens maxim

quan es solubilitzen concentracions de ketoprofen del 0,8% en pes.

En el sistema aigua/ Cremophor EL: Lutrol F68 (3:1, p/p)/ Miglyol 812 s’ha
aconseguit solubilitzar un maxim d’1,59% en pes de ketoprofén en composicions amb
una concentracio d’aigua del 90% 1 un 0,66% en pes de ketoprofén en nano-emulsions
preparades amb un 95% d’aigua.

S’ha aconseguit incrementar la solubilitat del farmac en relaci6 a les solucions micel-lars
en les quals s’ha solubilitzat una concentraci6 maxima de ketoprofen d’1,13% i de
0,52% en pes en composicions preparades amb una concentracidé d’aigua de 90% 1 de
95% respectivament.

La solubilitzacié del ketoprofén disminueix en incrementar-se la concentracié O/T a
partir d’una relaci6 optima que ¢és la 10/90.

S’ha determinat una concentracid6 optima O/T de 10/90 per a la solubilitzacié de

ketoprofén en el sistema aigua/ Cremophor EL: Lutrol F68 (3:1, p/p)/ Miglyol 812.

La incorporacié de ketoprofén en les nano-emulsions afavoreix 1’estabilitat del sistema.
Aquest fet es pot atribuir a la localitzaci6 del farmac a nivell interficial ja que actuaria
augmentant el radi de curvatura de les gotes de la fase interna i per tant, disminuiria el
diametre d’aquestes.

El diametre de gota de les nano-emulsions amb un 1% en pes de ketoprofén solubilitzat
roman practicament constant durant com a minim un periode de temps d’1 mes.

Les nano-emulsions amb una mida de gota més petita (10 nm) es van obtenir amb la

relacié O/T de 10/90 en el sistema aigua/ Tween 80/ Miglyol 812.

e Estudis d’alliberacio i permeacio cutania del ketoprofén:

Els estudis preliminars sense principi actiu han posat de manifest que les nano-emulsions
estudiades no alteren la perdua transepidérmica d’aigua en ser aplicades sobre la pell, i

que son ben tolerades.
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Les nano-emulsions estudiades no produeixen alteracions en el color de la pell que
indiquin DP’aparicid d’eritema malgrat les concentracions de tensioactiu emprades.
Ambdos estudis (TEWL 1 determinacié de la cromaticitat) corroboren la preservacid de

la funcié barrera de la pell després d’aplicar les formulacions.

Les quantitats més elevades de ketoprofén permeat durant 7 hores es van obtenir en la
nano-emulsié preparada amb Tween 80 i Lutrol F68 (92,67 ug/cm?) i en la formula
comercialitzada (91,14 pg/cm?).

Es van aconseguir nivells de ketoprofén acumulat en la solucié receptora similars als
obtinguts en un gel comercialitzat que conté concentracions elevades d’etanol.

Els tensioactius Tween 80 i Lutrol F68 podrien afavorir la permeacié de ketoprofen a
través de la pell ja que s’han obtingut quantitats de farmac acumulades més elevades en
les composicions que els contenen.

El Tween 80 i el Lutrol F68 podrien presentar un efecte sinérgic com agents
potenciadors de la permeacid de ketoprofen.

Les velocitats de permeacid més elevades s’han obtingut amb la nano-emulsio F’1
(21,12 pg/ecm’h) i amb el gel comercialitzat (18,62 pg/cm’h). Malgrat la variabilitat en la
concentracio de principi actiu (1,22% enfront 2,5% respectivament) les diferéncies no

van ser estadisticament significatives.

S’ha aconseguit alliberar la totalitat del ketoprofén incorporat en les nano-emulsions en
transcorrer un temps de 4 hores. No es van observar diferéncies importants en els perfils
de les corbes d’alliberaci6 de les nano-emulsions estudiades.

En el gel comercialitzat es va alliberar inicament fins un 70% del ketoprofen solubilitzat
en un periode de temps de 6 hores.

El model cinetic que millor s’ajusta a 1’alliberacio del ketoproféen en nano-emulsions
correspon a un ordre zero mentre que el gel comercialitzat segueix una cinetica de

Higuchi.
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4.2. NANOPARTICULES A PARTIR DE NANO-EMULSIONS

Les nanoparticules polimeriques per a I’administracié de farmacs s’obtenen per diverses
metodologies (Pinto-Reis, 2006; Fattal, 2007; Anton, 2008; Vauthier, 2009; Mora-
Huertas, 2010). Els processos de polimeritzacid interficial, policondensaci6 interficial i
formacié d’emulsions (Vauthier, 2003; Anton, 2008; Wu, 2009) tenen gran interés en la
preparacié de nanoparticules ja que en produir-se la polimeritzacid “in situ” permeten
I’obtencidé de sistemes amb un petit diametre i una superficie funcionalitzada adequats
per a la vectoritzacid selectiva de principis actius.

Un dels principals interessos de 1’obtencié de nanoparticules a partir de nano-emulsions
consisteix en el fet que la polimeritzaci6 es pot produir a les gotes de la nano-emulsid
sense que aquestes perdin la seva identitat (El-Asser, 1997). El procés de polimeritzacid
pot tenir lloc tant a I’interior de les gotes de la nano-emulsio, de manera que cadascuna
de les gotes es comportaria com un nanoreactor (Antonietti, 2002; Landfester, 2003),
com a la interficie oli/aigua (Al Khoury-Fallouh, 1986; Vauthier, 2003), depenent del
monomer i del mecanisme de polimeritzacid implicat (veure capitol 1.2.2.2). La
utilitzacidé de nano-emulsions de tipus oli en aigua per a la formaci6é de nanoparticules és
d’especial interes ja que permet vehiculitzar principis actius lipofils amb una baixa
solubilitat en aigua amb una elevada eficiéncia d’encapsulacié. Les nanoparticules aixi
obtingudes, en funcio dels excipients utilitzats es podrien administrar ja sigui per via
oral, parenteral o topica .

Per a la preparaci6 de nanoparticules a partir de nano-emulsions, en aquest treball
d’investigacid s’han seleccionat nano-emulsions amb un elevat contingut d’aigua (90%
en pes) i amb la minima concentracio de tensioactiu no ionic i la maxima concentracid
de component olids que presentaven un diametre de gota inferior a 50 nm 1 un baix index
de polidispersitat. Les dispersions han de mantenir-se estables a 25°C (sense produir-se
canvis importants dels parametres morfometrics) durant un minim de temps de 24 hores.
En alguns sistemes es van estudiar també altres composicions amb relacions O/T
inferiors. Tenint en consideracid els estudis de formacid, caracteritzacid 1 estabilitat de
nano-emulsions realitzats en aquest treball d’investigaci®é i1 exposats als apartats

anteriors, s’han seleccionat nano-emulsions corresponents als segiients sistemes:

e Aigua/ Tween 80/ Miglyol 812
e Aigua/Tween 80: Lutrol F68 (3:1; p/p)/ Miglyol 812
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e Aigua/Tween 80: Lutrol F68 (5:1; p/p)/ Miglyol 812

e Aigua/ Cremophor EL / Miglyol 812

e Aigua/ Cremophor EL: Lutrol F68 (3:1, p/p)/ Miglyol 812
e Aigua/ Cremophor EL: Lutrol F68 (5:1, p/p)/ Miglyol 812

4.2.1. Estudis preliminars : Nanoparticules de poli-alquilcianoacrilat
(PACA)

Inicialment es van seleccionar com a monomers els alquilcianoacrilats (butilcianoacrilat
(BCA) 1 isobutilcianoacrilat (iBCA)) ja que amb aquests components s’ha descrit la
formacié de nanoparticules biodegradables i biocompatibles adequades per a la seva
utilitzacié com a sistemes d’alliberacid controlada de farmacs (Watnasirichaikul, 2000;
Soppimath, 2001; Vauthier, 2003; Sullivan, 2004). La formacié de nanoparticules de
poli-alquilcianoacrilat (PACA) per polimeritzacié interficial ha sigut ampliament
estudiada en microemulsions i nano-emulsions W/O en els darrers anys (Gasco, 1986;
Lambert, 2000; Pitaksuteepon, 2002; Watnasirichaikul, 2002; Krauel, 2005; Liang,
2008; Graf, 2008) perd en canvi s’han trobat relativament pocs treball en els quals
s’hagin emprat dispersions O/W com a medi de polimeritzacié (Huang, 2007; Wu, 2009;
Graf, 2008, 2009). En aquests ultims, les nano-emulsions O/W prévies a la
polimeritzaci6 es van obtenir per métodes d’alta energia.

Els estudis es van iniciar utilitzant /BCA com a monomer, a una concentracié de 10
ul/ml de nano-emulsié (Gallardo, 1993; Peracchia, 1997; Lambert, 2000). Dels sistemes
anteriorment mencionats, es van seleccionar aquells que contenien Lutrol F68 com a co-
tensioactiu, ja que s’ha descrit la formacio de nanoparticules de PACA biodegradables 1
biocompatibles amb aquest tensioactiu polimeric (Fresta, 1996; Fontana, 1997; Hans,
2002). Aixi, les nano-emulsions O/W seleccionades per a la preparacié de

nanoparticules van ser:

= F’1: 90% en pes d’aigua; relacio O/T: 10/90; sistema aigua/ Tween 80: Lutrol
F68 (3:1, p/p)/ Miglyol 812

= H’1: 90% en pes d’aigua; relacio O/T: 10/90; sistema aigua/ Tween 80: Lutrol
F68 (5:1, p/p)/ Miglyol 812

* N2: 90% en pes d’aigua; relacido O/T: 20/80; sistema aigua/Cremophor EL:
Lutrol F68 (3:1, p/p)/ Miglyol 812
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= M2: 90% en pes d’aigua; relacid6 O/T: 20/80; sistema aigua/Cremophor EL:
Lutrol F68 (5:1, p/p)/ Miglyol 812.

Les nano-emulsions es van preparar a 70°C a partir de ’addicid lenta i successiva de
petites quantitats d’aigua a la mescla oli/tensioactiu/co-tensioactiu. Amb cada nova
addicié del component aquos, la barreja resultant es va homogeneitzar mitjangant
agitaci6 mecanica (veure metode E, capitol 4.1.3). Les nano-emulsions un cop
preparades es van deixar refredar a 25°C en un bany termostat. Per a cadascuna de les
composicions es va determinar el diametre de gota, I’index de polidispersitat i el valor
del pH (taula XVIII). Les nanoparticules es van elaborar addicionant el monomer
(iBCA) de manera lenta i continuada sobre la nano-emulsid en agitacié magnetica (veure
apartat 3.3.3.1). Immediatament després d’incorporar el monomer es va observar com
disminuia la transparéncia i les composicions adquirien un aspecte lletds indicant que
s’havia produit la polimeritzaci6. L’agitacié es va mantenir a 900 rpm durant 4 hores per
tal d’assegurar la correcta formacié de les nanoparticules. Les nanoparticules es van
caracteritzar per DLS a 25°C després de filtrar les mostres. A la taula XVIII es mostren
els resultats obtinguts.

Taula XVIII: Caracteritzacio de les nano-emulsions prévies i de les nanoparticules de poli-
isobutilcianoacrilat obtingudes a partir de les nano-emulsions O/W.

Nano-emulsions Nanoparticules
Composicié nano-emulsio . Monémer: /BCA
P pH Diametre de gota P
Aigua (%, p/p)  Relacio O/T (Z-Average (nm)) Concentracié6  Diametre de particula P

(pl/ml) (Z-Average (nm))
F1 90 10/90 6,20 21,39 0,185 10 322,97 + 4,45 0,191
H1 90 10/90 6,26 16,78 0,175 10 286,55 + 3,04 0,206
N2 90 20/80 6,97 38,53 0,152 10 305,43 + 3,85 0,192
M2 90 20/80 6,95 29,54 0,126 10 266,25 + 3,35 0,205

Es van obtenir nanoparticules amb una mida compresa entre 260 1 325 nm
independentment de les caracteristiques de la nano-emulsio inicial emprada com a medi
de polimeritzaci6. El diametre de les nanoparticules de poli-isobutilcianoacrilat és
considerablement més gran que el de la nano-emulsi6 corresponent. Tot i aixo, les
nanoparticules obtingudes presenten diametres de 1’ordre dels obtinguts en la
bibliografia en composicions similars (Al Khouri-Fallouh, 1986; Zhang, 2008; Graf,
2009). La gran diferéncia de mida existent entre la formulacio inicial i les nanoparticules

resultants suggereix que la polimeritzaci6 es produeix independentment de les gotes de
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la nano-emulsio. Tenint en compte la reactivitat dels alquilcianoacrilats descrita al
capitol 1.2.3, la reaccid de polimeritzacid es desencadenaria en el precis moment en que
el monomer entrés en contacte amb les molécules d’aigua de la fase externa de tal
manera que no podria difondre a través d’aquesta fins arribar a les gotes d’oli. Les
nanoparticules formades quedarien estabilitzades per molecules de tensioactiu presents
en el medi de polimeritzacié. En relacié a la polidispersid, les nano-emulsions estarien
constituides per gotes de mida for¢a uniforme, especialment les composicions N2 i M2,
ja que tots els valors de P han sigut < 0,200. L’index de polidispersitat tendeix a
increment-se quan es formen les nanoparticules, obtenint-se valors molt propers a 0,200
per a totes les composicions estudiades.

Els parametres critics que podrien influir en les caracteristiques fisicoquimiques de les
nanoparticules obtingudes per polimeritzacié d’alquilcianoacrilats sén principalment la
concentraciéo de monomer, el pH de la fase aquosa i el solvent organic en cas d’utilitzar-

se. A continuaci6 s’estudien cadascun d’aquests factors.

Influéncia de la concentracio de monomer

Un dels factors a tenir en consideracid en [’elaboracié de nanoparticules de
polialquilcianoacrilat és la concentraci6 de monomer. Per a estudiar la influéncia
d’aquest factor es van preparar nanoparticules amb una concentracio d’alquilcianoacrilat
compresa entre 10 1 100 pul/ml. La nano-emulsid utilitzada com a medi de polimeritzaci
correspon a la composicidé N2 (90% d’aigua; relaci6 O/T: 20/80; sistema aigua/
Cremophor EL: Lutrol F 68 (3:1, p/p)/ Miglyol 812). Com a monomers es van emprar
BCA 1 iBCA. El m¢tode de preparacid de les nanoparticules va consistir en addicionar
lentament 1 en agitaci6 magnetica (900 rpm) la corresponent concentracié de monomer a
la nano-emulsié preéviament preparada (metode E). Els estudis es van realitzar per
duplicat. Una vegada addicionat el monomer la composici6 inicialment transparent -
blavosa va esdevenir blanca 1 opaca. L’ agitacié es va mantenir durant 4 hores a 900 rpm
per tal d’assegurar que tota la concentracid de monomer hagi polimeritzat.

La nano-emulsi®6 es va caracteritzar immediatament abans d’addicionar
I’alquilcianoacrilat determinant el pH, el diametre de gota i 1I’index de polidispersitat.
Per a aquesta composicio, el pH va ser de 6,83, la mida de gota de 38,55+ 1,11 nm1ila
polidispersié de 0,139. Tant la mida de gota com I’index de polidispersitat es van

determinar per DLS a 25°C.
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Les nanoparticules resultants tamb¢ es van caracteritzar per DLS a 25°C. A la taula XIX
es detallen els valors del diametre de particula i de polidispersid per a cada concentracio
de monomer estudiada.

Taula XIX: Diametre de gota i index de polidispersitat en funcié de la concentracié de monomer de
nanoparticules de poli-butilcianoacrilat i de poli-isobutilcianoacrilat.

Monomer: BCA Monomer: iBCA
Concentracio Diametre de particula P Concentracio Diametre de particula P
(pl/ml) (Z-Average (nm)) (pI/ml) (Z-Average (nm))
5 299,50 + 4,15 0,198 5 278,00 + 5,69 0,216
10 337,12+ 1,39 0,181 10 308,72 + 3,83 0,190
25 341,17 £ 3,03 0,157 25 325,77 + 3,65 0,167
50 346,35+ 3,93 0,158 50 331,80+4,74 0,163
80 370,20 + 3,11 0,169 80 346,90 + 4,81 0,179
100 367,70 + 3,70 0,179 — — —

Tant les nanoparticules de poli-butilcianoacrilat (PBCA) com les de poli-
isobutilcianoacrilat (PiBCA) presenten un diametre de particula molt elevat quan es
comparen amb la mida de gota de la nano-emulsid, 38,55 nm enfront 278-367 nm. En
totes les composicions es va observar la formacio de precipitat que indicaria un excés de
monomer en la formulacio. Els valors d’index de polidispersitat obtinguts corresponen
en general a sistemes de baixa polidispersié (P<0,200), tot i que per a la concentracid de
monomer de 5 pl/ml es va observar una major variacié del diametre de particula 1 fins 1
tot es va detectar la presencia de gotes de nano-emulsié en les mescles. Malgrat aquest
aspecte, la polidispersié de cadascun dels sistemes de nanoparticules va ser forga
superior a la de la nano-emulsi6 prévia. Com era d’esperar s’ha observat una tendencia
general a incrementar-se el diametre de particula en augmentar la concentracié de
monomer. Tot i aixo, les diferéncies en la mida de particula entre la concentracid més
baixa i la més elevada estudiades van ser relativament reduides tenint en compte que es
van utilitzar concentracions fins a 15-20 vegades superiors a la minima assajada
(S5ul/ml). Aixo es reflexaria en el fet que tan sols s’ha produit un creixement de diametre
de com a maxim 70 nm.

Les nanoparticules d’alquilcianoacrilat van presentar una mida més petita quan es va
utilitzar iIBCA com a monomer. Malgrat aixo, els valors de polidispersié van ser

lleugerament superiors als observats amb les nanoparticules de PBCA.
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Influéncia del pH

S’ha estudiat la influéncia del pH en la formacié de nanoparticules de PBCA a partir de
nano-emulsions O/W 1 solucions micel-lars directes corresponents al sistema aigua/
Cremophor EL: Lutrol F68 (3:1, p/p)/ Miglyol 812. Les composicions es van preparar
amb un 90% en pes d’aigua i una relacié O/T de 0/100 per a la solucié micel-lar 1 de
20/80 per a la nano-emulsid. Després de deixar-les reposar a 25°C en un bany
termostatat, les mescles es van acidificar amb acid ortofosforic al 85% (p/v) ja que
diferents autors han suggerit un pH entre 2,5 1 3,5 per tal de disminuir la velocitat del
procés de polimeritzacid 1 aixi obtenir nanoparticules de PACA de mida petita 1
uniforme (Douglas, 1984; Behan, 2001). En aquest treball s’han estudiat valors de pH
compresos entre 2 i 7. Les composicions ja acidificades es van caracteritzar per DLS a
25°C. L’addicié d’acid ortofosforic a les mecles no va suposar en cap cas una
modificacié important de la mida de gota ni de la polidispersio del sistema. El diametre
de les gotes de la nano-emulsid va oscil-lar entre 37,16 nm 1 42,40 nm 1 la polidispersio
entre 0,127 1 0,153. En el cas de la solucidé micel-lar la mida va ser de 20,11 + 0,43 nm 1
la polidispersid de 0,165.

Per a la preparacio de les nanoparticules de PBCA es van emprar aquelles
concentracions de monomer amb les quals es van formar les nanoparticules de mida més
petita d’acord amb els resultats obtinguts en el capitol anterior. Aquestes concentracions
corresponen a 5 pl/ml i 10 ul/ml. El meétode d’elaboracié va ser novament el proposat
per Couvreur et al. (1979). La velocitat d’agitacié de les mescles va ser de 900 rpm.
L’agitacio es va mantenir durant 24 hores ja que en disminuir el pH el procés de
polimeritzaci6 podria alentir-se considerablement (Douglas, 1984; Behan, 2001). A les
taules XX 1 XXI es mostren respectivament els resultats corresponents als parametres
morfometrics (diametre de particula 1 index de polidispersitat) determinats per DLS a

25°C després d’incorporar el monomer en la solucid micel-lar o en la nano-emulsié O/W.
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Taula XX: Diametre i index de polidispersitat determinats per DLS a 25°C de nanoparticules de PBCA
obtingudes a partir d’una solucié micel-lar.

Nanoparticules PBCA

pH 5 pl/ml 10 pl/mi
Diametre de particula P Diametre de particula P
(Z-Average (nm)) (Z-Average (nm))
2,46 23,16 0,223 29,16 >0,300
5,91* 340,00 0,155 354,00 0,160

* .y . . qs
pH corresponent a la solucié micellar sense acidificar

Taula XXI: Diametre i index de polidispersitat determinats per DLS a 25°C de nanoparticules de PBCA
obtingudes a partir d’una nano-emulsio.

Nanoparticules PBCA

pH 5 pl/ml 10 pl/mi
Diametre de particula P Diametre de particula P
(Z-Average (nm)) (Z-Average (nm))
2,46 43,90 0,193 48,45 0,206
3,00 243,20 >0,300 270,30 >0,300
5,64 288,00 0,260 311,80 0,244
6,83 299,50 0,198 337,12 0,181

X . -
pH corresponent a la nano-emulsié N2 sense acidificar

Quan s’utilitza una soluci® micel'lar com a medi de polimeritzacid per
alquilcianoacrilats, la formacid de les nanoparticules es desencadena com a
conseqiiencia de la reaccio entre les molecules d’aigua i el monomer (polimeritzacio
anionica). El procés de polimeritzacio es produeix espontaniament i les molecules de
tensioactiu presents en el medi que es trobarien inicialment formant micel-les actuarien
estabilitzant les nanoparticules (Couvreur, 1991). Aixi, a pH 5,91, a partir de la solucié
micel-lar es van obtenir nanoparticules d¢ PBCA amb una mida compresa entre 340 i
354 nm, depenent de la concentracié de monomer, estabilitzades amb Cremophor EL 1
Lutrol F68. Els index de polidispersitat van ser de l’ordre dels obtinguts previa
incorporacié de 1’alquilcianoacrilat (0,140-0,165).

A pH 2,46, les determinacions de diametre practicament es van correspondre amb la
mida de les micel-les (20 nm) per a la concentracié de 5 pl/ml. Quan es va emprar una

concentracid6 més elevada (10 pl/ml) el diametre va incrementar-se lleugerament,
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obtenint-se un Z-Average de 29 nm. Malgrat aquest fet, s’ha de tenir en compte que
I’index de polidispersitat va ser forca superior a 0,300 per a aquesta concentracid i per
tant el valor de diametre expressat com a Z-Average no es pot considerar com a fiable. A
la Fig. 4.43 es mostren els perfils de les corbes de distribucié de mida de particula en
intensitat obtinguts per DLS a 25°C de la solucié micel-lar inicial 1 de les composicions

resultants una vegada incorporat el monomer.

Solucié micel-lar

Solucié micel-lar (BCA: 5pl/ml)

Solucié micel-lar (BCA: 10 pl/ml)

0.1 1 10 100 1000 10000
Diametre (d.nm)

Fig. 4.43: Corbes de distribucié del diametre de particula en intensitat determinades per DLS a 25°C de la
solucid micel‘lar prévia a pH 2,46 i de les composicions resultants després d’addicionar una concentracio
de monomer de Spl/ml i de 10 pl/ml.

Tal i com es pot observar a la Fig. 4.43, els pics maxims de les corbes de distribucio de
mida en intensitat obtingudes per a les formulacions que contenen BCA incorporat,
coincideixen practicament amb el maxim corresponent a la solucié micel-lar (24,30 nm).
Per tant, a pH 2,46, el procés de polimeritzacid es trobaria inhibit i no es formarien
nanoparticules de PBCA. A més, després d’incorporar el mondmer no es van observar
canvis en 1’aspecte macroscopic de la solucié micel-lar que indiquessin la formacid de
nanoparticules. D’acord amb el caracter lipofil del monomer, I’augment de la
polidispersitat del sistema podria ser conseqiiencia de la formacié d’una petita poblacio
de gotes de BCA detectades per DLS dins del rang micrometric.

La formacié de les nanoparticules de PACA es troba doncs fortament condicionada pel
pH del medi de polimeritzaci6. Aixi, una acidificacio de la fase externa implica un
alentiment 1 fins 1 tot una inhibici6 del procés de polimeritzacid que es reflexa en una
disminucié de la mida de particula determinada per DLS. De fet, per a valors de pH > 3,
immediatament després d’addicionar el BCA es van obtenir dispersions lletoses tant amb
la nano-emulsi6 com amb la solucid micellar que contrastaven amb [’aspecte

macroscopic de les composicions preparades a pH<3 (dispersions transparent—blavoses).
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En aquestes ultimes, tampoc es va observar una modificacié important de 1’aspecte en
relaci6 a les mescles inicials en finalitzar I’assaig (24 hores en agitacid magnética).

Quan es va emprar la nano-emulsid N2 com a medi de polimeritzacid, a pH 3,00 1 5,64,
tot i que es van formar nanoparticules de PBCA, els index de polidispersitat van ser molt
elevats indicant tant la preséncia de gotes de nano-emulsio com 1’obtencido d’una
poblacié de nanoparticules poc uniforme en quant al seu diametre. En aquest cas, el
valor del Z-Average tampoc s’ha pogut considerar com a fiable. Les nanoparticules
presentarien un diametre de 1’ordre dels 400 nm tenint en compte el valor del pic maxim
de la corba de distribucié de mida de particula.

Unicament es van obtenir polidispersions inferiors a 0,200 per a les formulacions en les
que es va mantenir el pH inicial de la nano-emulsié (6,83). El diametre de les
nanoparticules de PBCA en aquestes condicions va ser molt elevat en relacié a la mida
de les gotes de nano-emulsié (300-337 nm enfront 38 nm). Pel que fa a la polidispersio,
es va observar un lleuger augment fins a valors propers a 0,200 amb I’addicié de
monomer.

A la figura 4.44 es poden observar les corbes de distribucid de mida en intensitat
determinades per DLS a 25°C de les nanoparticules obtingudes a partir de la solucid

micel-lar 1 la nano-emulsié O/W per a la concentracié de 5 pl/ml de BCA.

Nanoparticules PBCA

20 — NP PBCA (NE N2) 1
—— NP PBCA (soluci6é micel-lar)

- Nano-emulsié
| }
[ R E— ‘ L\

0.1 1 10 100 1000 10000

Intensitat (%)
>

Diametre (d.nm)

Fig. 4.44: Corbes de distribucio del diametre de particula en intensitat determinades per DLS a 25°C de
nanoparticules obtingudes a partir de la nano-emulsi6 O/W i la solucié micel-lar sense acidificar quan
s’empra una concentracié de BCA de 5 pl/ml.

Les determinacions realitzades amb DLS mostren una distribucid bimodal de la mida de
particula. La poblaci6 detectada entre 25 i 60 nm es correspon amb la mida de les gotes

de la nano-emulsio mentre que la poblacié que apareix per a diametres superiors als 100

212



Resultats 1 Discussid

nm correspondria a la formacié de nanoparticules de PBCA. Com es pot observar a la
Fig. 4.44, les nanoparticules obtingudes van ser exactament del mateix ordre que les
preparades en solucio micel-lar. Per tant, quan s’empra la nano-emulsiéo com a medi de
polimeritzacio, les nanoparticules de PBCA es formen independentment de la presencia
de les gotes de nano-emulsio. La difusio del BCA a través de la fase aquosa esta
dificultada ja que la reaccié de polimeritzacié entre el monomer i les molecules d’aigua
¢s extremadament rapida. L’increment de la polidispersié es justificaria per la
coexistencia de gotes i nanoparticules en la mateixa formulacid. Per a la concentracio de
10 pl/ml no es va detectar el pic de nano-emulsié per DLS degut a que es van formar un
major nombre de nanoparticules de PBCA.

A pH 2,46, amb la incorporacid de monomer es va observar el mateix efecte que en la
solucié micel-lar, és a dir, un petit increment del Z-Average acompanyat d’un augment
considerable de la polidispersitat del sistema en relaci6 als valors inicials dels
parametres morfometrics determinats per DLS previa addicié de BCA. En els estudis
corresponents a la solucié micel-lar ja es va posar de manifest que per a aquest valor de
pH no té lloc la reacci6 de polimeritzacid. Per tant, ’augment conjunt del Z-Average 1
de la polidispersio podria ser degut a la formacié de gotes mixtes de Miglyol 812 i de
BCA ja que el monomer és soluble en el component olids a les concentracions
emprades. Amb la concentracié de 10 ul/ml de BCA, també es va detectar una petita

poblacio de gotes de mida micrometrica.

Influéncia del solvent organic

Com ja s’ha constatat al capitol anterior, la reaccid de polimeritzaci6 anionica que dona
lloc a la formacié de nanoparticules de PACA s’esdevé en el precis moment en que el
monomer es posa en contacte amb la formulacio. Aquesta reaccid es produeix entre el
monomer 1 les molécules d’aigua sense que intervinguin les gotes de la nano-emulsio.
Amb la finalitat d’afavorir la difusié de 1’alquilcianoacrilat a través de la fase aquosa i
promoure un procés de polimeritzacio interficial, es van emprar solvents organics
parcialment miscibles en aigua tals com 1’acetona (solvent polar aprotic) i el cloroform
(solvent apolar). La utilitzacié de solvents organics en 1’elaboracié de nanoparticules de
PACA ¢és una practica molt extesa sobretot per a la preparacid de nanocapsules
(Gallardo, 1993; Fresta, 1996; Santos-Magalhdes, 2000; Pitaksuteepong, 2002).

Diferents autors han considerat una relacidé entre fase organica (mescla
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solvent/monomer) i1 fase aquosa de 1:2 v/v com a idonia per a I’obtencid d’aquest tipus
de nanocapsules (Puglisi, 1995; Fresta, 1996; Aboubakar, 1999).

Per a estudiar la influéncia del solvent organic en la formaci6é de nanoparticules a partir
de nano-emulsions es van seleccionar com a monomers BCA i iBCA a una concentracid
de 5 pul/ml. Ambdos cianoacrilats son solubles tant en acetona com en cloroform a
aquesta concentracid. La nano-emulsid N2 es va preparar amb diferents concentracions
de cadascun dels solvents a estudiar amb la finalitat de determinar la maxima proporcid
entre fase organica i fase aquosa a partir de la qual la composicid es desestabilitzaria
(separaci6 en fases). Aquestes proporcions van ser de 1:5 en pes per a I’acetona i de 1:9
per al cloroform. Una vegada evaporat el solvent es va determinar el diametre de gota de
la nano-emulsid. No es van observar diferéncies importants en quant a mida de gota en
relaci6 a la formulacié no tractada (40,30+ 1,86 nm enfront 38,87+ 0,86 nm), perd en
canvi I’index de polidispersitat va augmentar lleugerament (0,160 enfront a 0,142).

La polimeritzacié en preséncia de solvent organic es va estudiar a dos valors de pH
diferents, 6,83 (pH corresponent a la nano-emulsio) 1 2,50 (pH resultant de 1’acidificacio
amb acid ortofosforic al 85% (p/v)). Es van emprar diverses proporcions solvent:nano-
emulsi6. El procés de polimeritzacié va consistir en addicionar lentament i en agitacio
continua la fase organica (monomer solubilitzat en acetona o en cloroform) sobre la
nano-emulsio préviament preparada (veure capitol 3.3.3.1). L’agitacié magnética es va
mantenir a 900 rpm durant 24 hores, per tal d’aconseguir una completa evaporacié del
solvent organic emprat. Transcorregut aquest temps, les mescles es van filtrar i
caracteritzar per DLS a 25°C. A les taules XXII 1 XXIII es detallen respectivament els
resultats obtinguts quan s’utilitza BCA o iBCA. Degut a que es van obtenir elevats index
de polidispersitat, s’ha considerat oportii mostrar els valors dels maxims observats en les

corbes de distribucio de mida de particula determinades en intensitat.
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Taula XXII: Caracteritzacié per DLS a 25°C de nanoparticules de PBCA preparades a pH acid (2,50) i a
pH practicament neutre (6,83) per addici6 directa de 1’alquilcianoacrilat o bé del monomer solubilitzat en
acetona o cloroform en proporcid solvent:nano-emulsio 1:5 i 1:9 respectivament.

pH: 2,50 pH: 6,83
BCA
Z-Av. (nm) P Pic maxim (nm)’ Z-Av. (nm) P Pic maxim (nm)’
Sense solvent 43,90 0,193 53,20 — 299,50 0,198 400,10 39,96
Acetona 58,10 >0,300 53,83 432,33 314,00 0,297 408,00 51,20
Cloroform ? — — — — 201,00 >0,300 418,50 50,85

' Pic o pics maxims de les corbes de distribucié de mida de particula determinades en intensitat per DLS a 25°C. Unicament s’han
detallat els pics corresponents a la nano-emulsio i les nanoparticules. El que es troba en primer lloc correspon al pic majoritari.

% Les composicions preparades a pH 2,5 no es van poder caracteritzar per DLS ja que van presentar separaci6 en fases en finalitzar
I’assaig.

Taula XXIII: Caracteritzacio per DLS a 25°C de nanoparticules de PiBCA preparades a pH acid (2,50) i a
pH practicament neutre (6,83) per addicio directa de 1’alquilcianoacrilat o bé del monomer solubilitzat en
acetona o cloroform en proporci6 solvent:nano-emulsio6 1:5 i 1:9 respectivament.

pH: 2,50 pH: 6,83

iBCA
Z-Av.(nm) P Pic maxim (nm)’ Z-Av. (nm) P Pic maxim (nm)"
Sense solvent 42,56 0,236 48,56 — 275,16 0,216 378,40 44,55
Acetona 73,36 >0,300 269,33 45,70 188,33 0,274 25566 33,90
Cloroform 169,00 >0,300 273,00 43,90 196,66 0,251 262,66 34,16

! Pic o pics maxims de les corbes de distribucié de mida de particula determinades en intensitat per DLS a 25°C. Unicament s’han
detallat els pics corresponents a la nano-emulsio i les nanoparticules. EI que es troba en primer lloc correspon al pic majoritari.

Quan les composicions es preparen a pH acid (2,50) per addicié directa de
’alquilcianoacrilat (BCA o iBCA) sobre la nano-emulsid, s’observa un augment
considerable de la polidispersi6é de la mescla final en relacié a la nano-emulsi6 previa
perd, en canvi, el diametre de gota practicament no es modifica. Aquest fet indicaria que
per a aquest valor de pH no es formarien nanoparticules com ja es va constatar al capitol
anterior. Tot 1 que en les corbes de distribucié de mida en intensitat obtingudes per DLS
es van detectar pics dins del rang micromeétric, no s’ha detallat el valor d’aquests pics a

les taules ja que correspondrien a gotes de monomer sense polimeritzar.

En canvi, a pH 6,83, el procés de polimeritzacio es produeix molt rapidament formant-se
nanoparticules de PACA amb un diametre molt elevat (Z-Average: 275-300 nm). La
reaccié quimica s’inicia independentment de les gotes de la nano-emulsié a partir de

I’atac nucleofil de I’oxigen de les molécules d’aigua sobre el carboni electrofil del grup
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cianoacrilat. Aquest fet queda reflexat en les taules XXII 1 XXIII en els valors dels
maxims observats, corresponent-se un dels pics a la nano-emulsié inicial (39,96-44,55
nm). Aixi, ’augment de la polidispersio seria conseqiiencia de la preséncia simultania de

gotes de nano-emulsid i nanoparticules.

El solvent organic podria actuar afavorint la polimeritzacid ja que s’ha observat la
formacié de nanoparticules de PACA fins i tot a pH acid (2,5). L’obtencié de particules
en presencia de solvent a aquests valors de pH podria ser deguda a que el pH de la
composicid es va acidificar abans d’incorporar el solvent. L’addicid de petites quantitats
del solvent organic a la dispersid podria induir una petita modificaci6é del pH del medi
(augment) 1 d’aquesta manera afavorir el procés de polimeritzacid. En el cas de les
nanoparticules de PBCA no es va poder emprar cloroform com a solvent ja que les
formulacions obtingudes eren molt inestables 1 es va produir una rapida separacidé en
fases. L’addici6é en la nano-emulsié de BCA solubilitzat en acetona va donar lloc a la
formacié d’una petita poblacié de nanoparticules amb un diametre de 432 nm. Quan el
monomer ¢s IBCA s’obtenen resultats practicament idéntics tant amb acetona com amb
cloroform, és a dir, mescles de nanoparticules 1 gotes amb un diametre aproximat de 270
1 de 45 nm respectivament. El diametre de les nanoparticules de PIBCA va ser inferior al
que es va obtenir per addicid directa del monomer a pH 6,83 (378 nm). Malgrat que es
va aconseguir la formacié de nanoparticules, aquestes presenten una mida molt gran en
comparacio amb les gotes de la nano-emulsio. Els index de polidispersitat també van ser
molt elevats (>0,300).

A pH 6,83, per a totes les composicions estudiades es va observar la preséncia conjunta
de nanoparticules i gotes de nano-emulsid. Els index de polidispersitat van ser
lleugerament inferiors als obtinguts a pH 2,5 perd corresponien a sistemes polidispersos.
Quan es va emprar BCA no es van observar diferéncies rellevants en el diametre de
particula en relaci6 a les formulacions preparades inicament amb el monomer (400-418
nm). En canvi, les nanoparticules de PIBCA preparades amb solvent organic tenen una
mida més petita que les que s’obtenen per addicié directa d’iBCA (255-262 nm enfront
378 nm). Tot 1 aixo0, els valors de polidispersitat per aquestes composicions son més
elevats.

En concordanga amb els resultats obtinguts, el fet d’utilitzar un solvent organic no
comportaria cap avantatge en el procés de polimeritzacio ja que aquesta es produeix al

marge de les gotes de la nano-emulsio.
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Preparacio de nanoparticules de PACA per métodes alternatius

Un dels principals problemes en la preparacié de nanoparticules de PACA a partir de
nano-emulsions O/W va ser la rapida reaccié que es produia entre els monomers 1 les
molecules d’aigua de la fase externa. Les nanoparticules obtingudes pel metode
convencional (Couvreur, 1979; Al-Khouri Fallouh, 1986) presentaven un diametre
elevat (>200 nm) 1 la polimeritzaci6 tenia lloc independentment de les gotes de la nano-
emulsid. Per tal de disminuir la velocitat de la reaccio, es va provar a solubilitzar
diferents concentracions de monomer compreses entre 5 1 25 pl/ml en la mescla
oli/tensioactiu previa elaboracid de la nano-emulsi6. Els monomers BCA i iBCA son
solubles en el component olids (Miglyol 812) perd en preseéncia del tensioactiu
(Cremophor EL) reaccionaven rapidament originant polimers insolubles fins i tot a la
concentracio més baixa estudiada (5 pl/ml). Per tant, no es van poder preparar les
composicions per aquest metode.

Les nanoparticules de PBCA també es van preparar a 50°C per addicié de
I’alquilcianoacrilat solubilitzat en 1’oli sobre la mescla aigua/tensioactiu/co-tensioactiu
mitjanant 1’aplicacié d’ultrasons (veure capitol 3.3.3.1). Per a dur a terme aquest estudi
es van emprar concentracions de monomer de 51 10 pl/ml. Els ultrasons es van mantenir
durant 5 hores per tal de promoure tant el procés d’emulsificacidé com el de
polimeritzacié. Préviament, es va estudiar la formacié de la nano-emulsié (composicio
N2) utilitzant aquest metode. En aquestes condicions es formen gotes de nano-emulsio
amb un diametre de 39,95 nm. Tot i aixo, els valors de polidispersid van ser propers a
0,200. A partir d’aquest procediment, es va aconseguir la formaci6 d’una petita poblacio
de nanoparticules de PBCA amb un diametre de particula compres entre 200 i 240 nm
(valor del pic maxim). Malgrat que es van obtenir nanoparticules de mida més petita que
les preparades pel metode convencional, el diametre d’aquestes va ser for¢a gran en
relaci6 a la mida de les nano-emulsions. A més, la polidispersio de les composicions va
ser molt elevada (>0,300), fet que es va manifestar amb la coexistéencia de
nanoparticules 1 nano-emulsi6 en les formulacions finals.

Finalment, es va estudiar la formacié de nanoparticules de PACA a partir del metode
proposat per Couvreur et al. (1979) perd sotmetent la nano-emulsié O/W a una
temperatura de 4°C en el moment d’addicionar el monomer (BCA). La nano-emulsi6é no
va experimentar canvis en el seu aspecte macroscopic en disminuir la temperatura (24

hores a 4°C). Les concentracions de BCA utilitzades van ser 10 pl/ml i 25 pl/ml. Malgrat
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que el procés de polimeritzacid hauria de transcérrer més lentament a 4°C (Behan,
2001), immediatament després d’incorporar el monomer es van obtenir dispersions
d’aspecte lletés. La velocitat i temps d’agitacié van ser de 900 rpm i1 de 4 hores
respectivament. Els parametres morfométrics (diametre de particula i polidispersio)
determinats per DLS a 25°C van ser similars als obtinguts en els capitols anteriors, €s a

dir, mida de particula de 1’ordre dels 300-400 nm 1 polidispersions superiors a 0,200.

Caracteritzacio de les nanoparticules de PACA per TEM

La caracteritzacié per Microscopia Electronica de Transmissio va permetre observar la
morfologia de les nanoparticules de PACA 1 va posar de manifest ’elevada
heterogenicitat en relacidé a la mida de particula que ja s’havia constatat en les
determinacions realitzades per DLS. Les mostres es van preparar per tincié negativa amb
acetat d’uranil a 1’1% (veure capitol 3.3.5.2). A continuacié es mostren algunes de les
imatges corresponents a les nanoparticules de PBCA preparades pel metode
convencional a pH 6,83 i a pH 2,46 i mitjangant ultrasons.

La Fig. 4.45 correspon a nanoparticules de PBCA preparades a pH 6,83 a partir de la

nano-emulsido N2 emprant una concentracié de 5 pul/ml de BCA.

Fig 4.45: Micrografies obtingudes per TEM de nanoparticules de PBCA preparades a pH 6,83 a partir de
nano-emulsions O/W (90% en pes d’aigua, rel. O/T: 20/80; sistema aigua/ Cremophor EL: Lutrol F68
(3.1, p/p)/ Miglyol 812) amb una concentraci6 de 5 pl/ml de BCA.

A les imatges de TEM es poden observar nanoparticules de PBCA de forma més o

menys arrodonida perd amb una amplia diversitat en quant a diametre de particula. Aixi,
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la mida de les nanoparticules obtingudes va oscil-lar entre 100 1 300 nm (recompte de 30
particules). A la micrografia obtinguda a un major nombre d’augments (imatge situada a
la dreta de la figura) es pot observar també la preséncia de gotes de nano-emulsid
superposades unes sobre les altres degut a un efecte de la tincid negativa. Aquests
resultats concorden amb les determinacions realitzades amb DLS en les quals ja es va
observar una elevada polidispersid fruit tant de la preseéncia conjunta de nanoparticules
de PBCA i gotes de nano-emulsié com de la variabilitat en el diametre de les particules.

A la Fig. 4.46 es mostra la imatge obtinguda per TEM de la composicié N2 a pH 2,46

després d’incorporar una concentracié de BCA de 5 pl/ml.

Fig. 4.46: Micrografia electronica de la composicio amb un 90% en pes d’aigua i una rel. O/T: 20/80 del
sistema aigua/ Cremophor EL: Lutrol F68 (3.1, p/p)/ Miglyol 812 després d’addicionar una concentracio6
de monomer de 5 pl/ml.

Com ja s’ha explicat al capitol on s’ha estudiat la influéncia del pH (pag.209), a pH 2,46,
el procés de polimeritzacid es trobaria inhibit i per tant no es formarien nanoparticules
de PBCA. Per tant, la imatge correspondria a les gotes de la nano-emulsié O/W.
Aquestes gotes enlloc de ser isodiametriques tal i com s’hauria esperat, presenten una
morfologia poliedrica. La pérdua d’esfericitat podria ser deguda tant a 1’aparicié de
fenomens de desestabilitzacio del sistema (coalesceéncia i maduracié d’Ostwald) com al
processament 1 posterior observacio de la nano-emulsi6 que inclou un dessecament de la

preparaci6 (veure capitol 3.3.5.2).
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La Fig. 4.47 correspon a nanoparticules de PBCA preparades amb una concentracio
d’alquilcianoacrilat de 5 pl/ml a partir d’un procediment alternatiu consistent en

I’aplicaci6 d’ultrasons a una temperatura de 50°C.

Fig 4.47: Imatge obtinguda per TEM de nanoparticules de PBCA elaborades a partir de 1’aplicacio
d’ultrasons emprant una concentracidé de monomer de 5 pl/ml de BCA. La composicid seleccionada com a
medi de polimeritzaci6 esta constituida per un 90% en pes d’aigua i una rel. O/T: 20/80 (sistema aigua/
Cremophor EL: Lutrol F68 (3.1, p/p)/ Miglyol 812)

A la micrografia electronica s’observa tant la presencia de nanoparticules de PBCA
(nanoparticules de morfologia arrodonida, isodiameétriques, amb una mida de particula
aproximada de 130 nm i amb un embolcall polimeric definit) com de gotes de nano-
emulsio (envoltant les nanoparticules). Les gotes de nano-emulsio tenen un diametre
molt reduit (10-30 nm) en comparacié amb les nanoparticules de PBCA 1 apareixen en
major proporcid, practicament no es van observar nanoparticules al llarg de la mostra.
Els resultats obtinguts corroboren les determinacions realitzades amb DLS on ja es va
constatar la coexisténcia d’ambdues poblacions i la predominancia de les gotes de nano-

emulsid sobre les particules.
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Resum de la formacié i caracteritzaci6 de nanoparticules de poli-

alquilcianoacrilat:

S’han obtingut nanoparticules de PIBCA 1 PBCA amb un diametre compres entre 260 i
370 nm emprant nano-emulsions O/W com a medi de polimeritzacid. Aquestes mides
son de I’ordre de les obtingudes en la literatura.

El procés de polimeritzacié per a la formacié de nanoparticules de PACA es produeix
com a conseqiiencia de la reaccio amb els grups hidroxil de 1’aigua de la fase externa i €s

independent de les gotes de la nano-emulsio.

El diametre de les nanoparticules de PACA s’incrementa amb la concentraciéo de
monomer produint-se una diferéncia maxima de 70 nm en la mida de particula entre la
concentracido més baixa i la més elevada estudiades.

Les nanoparticules de PIBCA sén lleugerament més petites que les nanoparticules de

PBCA per a la mateixa concentracié de monomer.

La formacié de nanoparticules de PACA és depenent del pH del medi de polimeritzacid
Una disminuci6 del pH implica un alentiment del procés de polimeritzacio.

El procés de polimeritzacié es troba inhibit a pH 2,46, detectant-se per DLS una
poblacié micel-lar o de gotes de nano-emulsié (depenent del medi emprat) i la preséncia
de gotes de monomer dins del rang micrométric. Aquesta poblacio es forma en major
proporci6 en augmentar la concentracié de monomer.

La formacié de nanoparticules és produeix independentment de les gotes de nano-
emulsié observant-se per DLS dues poblacions diferenciades (nano-emulsié i
nanoparticules).

S’ha aconseguit la formacié de nanoparticules amb una baixa polidispersitat (P<0,150)
de PBCA amb un diametre de particula compres entre 340 i 354 nm estabilitzades per
dos tensioactius no ionics (Cremophor EL i1 Lutrol F68) a pH 5,91 a partir d’una solucié

micel-lar. El mecanisme de formacio consisteix en una polimeritzacid anionica.
La utilitzacié d’un solvent organic parcialment miscible en aigua permet la formacié de

nanoparticules de PACA fins i tot a pH acid. No obstant, la mida de particula

determinada per DLS és molt superior a la de les gotes de la nano-emulsio inicial.
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No es va poder emprar cloroform per a la formacié de nanoparticules de PBCA a pH

acid ja que les composicions van ser inestables.

Els resultats obtinguts per DLS posen de manifest l’existéncia simultania de
nanoparticules de PACA 1 gotes de nano-emulsio en les formulacions, independentment
del metode de preparacié emprat (addicié directa del monomer, solubilitzaci6 en solvent
organic, disminuci6 de la temperatura, ultrasons).

Les imatges obtingudes per TEM evidencien la coexisténcia de nanoparticules i nano-
emulsions en les composicions i corroboren els resultats obtinguts per DLS. La poblacio
de nanoparticules presenta una morfologia relativament esférica 1 és forga heterogénia en

relaci6 al diametre de particula.
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4.2.2. Nanoparticules de poliureta (PU) i poliurea (PUR)

La formacio de particules d’alquilcianoacrilats a partir de nano-emulsions va presentar
nombrosos problemes, per les dificultats en el control de la velocitat de la reaccié de
polimeritzacié fins i tot a baixes temperatures (4°C) 1 amb la modificacié del pH (2,5-
3,5). Es van obtenir nanoparticules de caracteristiques similars en formulacions amb
diferent nanoestructura, ja que el procés de polimeritzacié es produia independentment
de la presencia de les gotes de la nano-emulsio, com ja van posar de manifest Krauel et
al. (2005) en estudiar la formacié de nanoparticules de polialquilcianoacrilats utilitzant
com a medi de polimeritzaci®é microemulsions O/W, microemulsions bicontinues i
solucions micel-lars. Per aquestes dificultats, es va seleccionar un altre tipus de
monomer de la familia dels diisocianats per a la preparacid de les nanoparticules.

Els diisocianats son molécules altament reactives que en preséncia de grups hidroxil o
grups amino donen lloc a la formacié de poliuretans i1 poliurees respectivament
(Vermette, 2001; Ionescu, 2005; Krél, 2008), tal com s’ha detallat al capitol 1.2.4.
Ambdds polimers estan considerats com a biodegradables 1 biocompatibles (Chandra,
1998; Vermette, 2001; Howard, 2002; Gunatillake, 2003; Santerre, 2005;) i la reaccid de
polimeritzaci6 es pot produir a la interficie de les gotes de les emulsions com en el cas
dels alquilcianoacrilats per donar lloc a les nanoparticules (Bouchemal, 2004; Torini,
2005; Bouchemal, 2006; Zanetti- Ramos, 2006).

D’acord amb els estudis desenvolupats per Tiarks et al. (2001), per a que la reaccid de
polimeritzaci6 en emulsio sigui possible s’han de complir els segiients requeriments:

1- Els monomers responsables de la reaccid de polimeritzacié han de presentar una
baixa solubilitat en aigua.

2- La reaccid de polimeritzacid entre el diisocianat i els grups hidroxil o amino ha
de transcorrer més lentament que el procés d’emulsificacio.

3- La reacci6 secundaria que té lloc com a conseqiiencia de la difusidé del
diisocianat cap a la fase aquosa ha de ser més lenta que la reaccio responsable de
la formacié de poliuretans o poliurees. La difusi6 del diisocianat cap a la fase
aquosa dona lloc a urea disubstituida.

Considerant aquests requeriments, es va seleccionar com a monomer el diisocianat
d’isoforona, ja que durant la sintesi de poliuretans reacciona més lentament amb 1’aigua
que altres diisocianats (Torini, 2005) 1 en ser un diisocianat de tipus alifatic presenta un

nivell de toxicitat inferior al dels diisocianats aromatics (Guntillake, 2003; Guan, 2005).
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Es van seleccionar diversos excipients i biomaterials que presenten grups hidroxil o
grups amina a la seva estructura quimica, per a poder reaccionar amb el diisocianat
d’isoforona. Els excipients amb grups OH seleccionats van ser els polietilenglicols (PEG
200 i PEG 400) i els biomaterials amb grups NH, van ser, la lisina, la biotina i
I’estreptavidina. L’eleccio d’aquests components €s especialment important ja que en
I’elaboracid de nanoparticules com a sistemes d’alliberacidé de farmacs, el fet que la
superficie de les nanoparticules estigui recoberta amb molécules de caracter hidrofil o
neutre pot prevenir 1’opsonitzacid i el conseqiient reconeixement de les cel-lules del
sistema reticuloendotelial, evitant aixi, I’eliminaci6 de les nanoparticules de la circulacid

sanguinia (Gref, 1995; Fontana, 2001; Vonarbourg, 2006, Kumari, 2010).

4.2.2.1. Mecanisme de polimeritzacié proposat i particules obtingudes

Abans d’iniciar-se el procés de polimeritzacid, es van preparar les nano-emulsions a
25°C per metodes de baixa energia mitjangant addicions successives de la fase aquosa
sobre la mescla Miglyol 812/Tween 80/IPDI homogeneitzant després de cada addicid
amb agitacié mecanica, com s’especifica a 1’apartat corresponent d’experimental (3.3.2).
Seguint aquest procediment es van obtenir composicions isotropes, liquides, de baixa
polidispersitat i completament transparents amb una mida de particula compresa entre 7 i
14 nm que corresponen a nano-emulsions.

Les nano-emulsions sense la isoforona incorporada es van sotmetre a les condicions
experimentals requerides per a la formacid de nanoparticules, per comprovar si es
mantenia la integritat de les gotes. Es va determinar la mida de gota a 25°C, a 70°C i
novament a 25°C després de refredar-les en un bany termostatat. Tant la composicio de
les formulacions com la seva caracteritzacio per DLS es troba detallada a la taula XXIV.
A 70°C es va observar un lleuger increment (5-8 nm) del diametre de gota respecte als
valors obtinguts a 25°C. El diametre de gota de les nano-emulsions a 25°C, després
d’haver-les escalfat fins a 70°C i refredat posteriorment, va ser el mateix que abans

d’efectuar el tractament.
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Taula XXIV: Composicid, diametre de les gotes i index de polidispersitat (p) de nano-emulsions amb un
90% p/p d’aigua, determinats a 25°C i a 70°C per Dynamic Light Scattering.

Composicié nano-emulsions’ Determinaci6 per Dynamic Light Scattering’
25°C 70°C
Relacié O/T i i
elacio Blczr;’a;tle:):-zls Diametre de gota p Diametre de gota p
(Z-Average (nm)) (Z-Average (nm))

10/90 — 13,64 0,145 18,10 0,195
10/90 PEG 400 (0,80) 12,00 0,167 16,70 0,130
10/90 Lys (0.30) 7,48 0,212 8,14’ 0,111
10/90 Biotina (0,12) 11,20 0,177 19,30 0,202
10/90 Estreptavidina (1,20*107%) 11,30 0,164 16,00 0,177

!:Totes les nano-emulsions estudiades corresponen al sistema aigua/ Tween 80/ Miglyol 812.

2: Les determinacions es van realitzar el mateix dia de preparaci6 de les formulacions.

": Els valors obtinguts per a la composicié amb lisina no es poden considerar del tot fiables ja que la
composicid es trobava practicament al limit de deteccio de I’equip. Els valors indicats no corresponen al
Z-Average sino al pic maxim.

La reaccid quimica de polimeritzacido per a la formacio dels poliuretans i poliurees
consisteix en 1’atac nucleofil de I'oxigen dels grups hidroxils (polietilenglicols i
tensioactius) o el nitrogen dels grups amino (lisina, biotina 1 estreptavidina) sobre el
carboni dels grups —N=C=0O del diisocianat d’isoforona per formar els polimers
corresponents, com es pot observar a les reaccions generals de la figura 4.48 (Ionescu,

2005, Vermette, 2001).

a) == (C=N—R—N=(=00 + I HQOwwwwwwwwwwawaww ()]}

Diisocianat l diol
%OCONI — R—NHCOO n }o—
Poliureta "

b) » O—C=—=N—R—N=—=C=0 + n HlemmwmummvNHz

Diisocianat i Diamina
—EOCONF — R—NHCOI INW NH —
Poliurea "

Fig. 4.48: Esquema de la sintesi de (a) poliureta i (b) poliurea a partir de diisocianat i diol i de diisocianat
i diamina respectivament.

En les nano-emulsions O/W seleccionades per a la preparacié de nanoparticules, el
diisocianat es troba solubilitzat preferentment a 1’interior de les gotes de Miglyol 812 ja

que s’ha comprovat experimentalment que el diisocianat d’isoforona és miscible en
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aquest oli a la concentraci6 utilitzada i1 €és practicament insoluble en aigua (Johnsen,
2007; Merck, 2010).

En estar el diisocianat dintre de les gotes d’oli, reaccionara més facilment amb 1’oli 1
amb els compostos de la interficie i la difusié cap a ’aigua sera lenta, evitant la formacio
de productes secundaris tals com la urea disubstituida, que es forma per reaccid de
I’isocianat amb aigua tal com s’indica a la figura 1.15. D’acord amb els estudis de
Barrere et al. (2003) per a obtenir un embolcall polimeric ben definit constituit per
polimers o co-polimers d’elevat pes molecular, és molt important reduir aquesta reaccio
secundaria amb I’aigua.

En la policondensacié interficial, el diisocianat d’isoforona solubilitzat a la fase oliosa
com a conseqiiencia de I’increment de temperatura, tendeix a difondre cap a la fase
aquosa per un mecanisme de difusio passiva (Frére, 1998; Tiarks, 2001; Bouchemal,
2004). Com el diisocianat esta localitzat preferentment a l’interior de les gotes de
Miglyol, I’'increment de temperatura afavoreix aquesta difusio cap a I’aigua i per tant la
polimeritzacié interficial. Com ja s’ha explicat, els diisocianats també poden reaccionar
amb [’aigua donant lloc a I’urea disubstituida, estant les dues reaccions en competéncia
(Jabbari, 2000; Tiarks, 2001; Barrére, 2003; Bouchemal, 2004). Per tant, existira una
temperatura Optima que s haura d’assolir per a que la difusid cap a 1’aigua tingui lloc i
no sigui massa rapida, de manera que la reaccié que predomini sigui la policondensacio
interficial. Quan es sotmet el sistema a aquesta temperatura ideal s’afavoreix que el
diisocianat pugui reaccionar amb les molecules localitzades a la interficie a través dels
grups hidroxil presents en el tensioactiu (Tween 80 o Cremophor EL) i en el PEG 400, o
amb els grups amino de la lisina, la biotina o ’estreptavidina, depenent de la composicid
de les gotes de nano-emulsié emprades com a nanoreactors. Aixi, s’aconsegueix la
formacié de nanoparticules amb diferents estructures: poliuretans i poliurees (Hong,
1999; Bouchemal, 2004; Durrieu, 2004; Zanetti-Ramos, 2006) que es troben

representades a la figura 4.48.
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Nano-emulsions O/W Nanoparticules

me Tensioactiu A~ ~_, Biotina
v PEG 400 wooon Estreptavidina

/W Lisina (lys)

v

Temperatura >55°C, 4h

A: Aigua

Temperatura>55°C, 4h

A: Aigua + PEG 400
O: Miglyol 812+ Tensioactiu+ IPDI

Temperatura >55°C, 4h

Temperatura >55°C, 4h

A: Aigua + biotina
O: Miglyol 812 + Tensioactiu + IPDI

Temperatura >55°C, 4h

: Aigua + estreptavidina 3
: Miglyol 812 + Tensioactiu + IPDI Nanoparﬁcula de poliurea
amb estreptavidina

o »

Fig. 4.48: Esquema de la formacié de nanoparticules a partir de nano-emulsions O/W amb diferents
components. A: Fase aquosa, O: Fase oliosa.

El procés de polimeritzacid s’inicia sense la necessitat d’emprar cap catalitzador quan la
temperatura supera els 55°C. Durant el procés de polimeritzacido es va observar com
anava disminuint la transparencia inicial de les composicions durant aproximadament la
primera hora fins esdevenir translicides i romandre finalment amb un aspecte blau-
blanquinés (Fig 4.49). Després de 2-3 hores gairebé no s’observaven canvis d’aspecte,
perd la temperatura seleccionada es va mantenir durant un periode de 4 hores per
assegurar la correcta formacid de 1’embolcall polimeric de les nanoparticules ja
formades d’acord amb els estudis de diversos autors (Landfester, 2000; Tiarks, 2001;
Barrere, 2003; Torini, 2005; Zanetti-Ramos, 2006).
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Figura 4.49: Estudi de I’evolucié de la polimeritzacio en funcié del temps a una temperatura de 70°C. La
imatge a temps O correspon a la nano-emulsié O/W.

Barrere 1 Landfester (2003) van proposar com a parameters critics per a la preparacid de
nanoparticules de poliureta i poliurea a partir de nano-emulsions: la temperatura, la
naturalesa de la interficie de les gotes (dependra de les caracteristiques del tensioactiu),
el component olids seleccionat per a solubilitzar el diisocianat; la concentracid de
tensioactiu 1 la concentracidé del diisocianat i dels biomaterials que participen en la
reaccio de polimeritzacio.
Per tant, els factors que poden influir en el procés de polimeritzacio per a la formacid de
nanoparticules de poliureta 1 poliurea per policondensacio interficial en nano-emulsions
O/W s6n principalment:

e Tipus i concentracid de tensioactiu.

e Preséncia, tipus 1 concentracio6 de biomaterial (PEG, lys, biotina,

estreptavidina.
e (Concentracié del monomer (IPDI).

e Temperatura de polimeritzacio.

La influéncia d’aquests factors s’ha estudiat en la formacido de nanoparticules de

poliureta i poliurea, tal com es detalla en els segiients apartats.
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4.2.2.2. Preparacio de nanoparticules de poliureta (PU)

Es va estudiar la formacié de nanoparticules de PU en les nano-emulsions constituides
per aigua/ tensioactiu (Tween 80 o Cremophor EL)/ component oliés que contenien
diisocianat d’isoforona solubilitzat. La reaccid entre I’IPDI 1 el tensioactiu no havia estat
considerada en les fonts bibliografiques consultades (Landfester, 2000; Tiarks, 2001;
Barrere, 2003; Torini, 2005; Zanetti-Ramos, 2006, 2008), ja que els components
utilitzats per la reaccid de polimeritzacid (diols o diamines) presentaven una elevada
hidrofobicitat i la polimeritzacid tenia lloc a I’interior de les gotes de la nano-emulsio.
En aquests estudis el tensioactiu Unicament exercia una funcio estabilitzant de les
nanoparticules obtingudes. En el present estudi, s’ha considerat oporta estudiar la
possible formacié de nanoparticules de PU per la reaccio de I’IPDI i els grups hidroxil
del tensioactiu.
Com a sistemes per a la preparacio de nanoparticules de PU a partir de nano-emulsions
de fase externa aquosa es van seleccionar els segiients :

e Aigua/ Tween 80/ Miglyol 812

e Aigua/ Cremophor EL / Miglyol 812
Per a la preparacid de nanoparticules de PU, no es van considerar els sistemes amb
Lutrol F68 com a co-tensioactiu degut a les dificultats que suposava la formaci6 de les
nano-emulsions amb aquest co-tensioactiu, que €s solid a temperatura ambient, a 25°C i
a temperatures inferiors.
D’acord amb els resultats obtinguts per diversos autors (Landfester, 2000; Tiarks, 2001;
Barrere, 2003; Torini, 2005; Zanetti-Ramos, 2006; Crespy, 2007; Johnsen, 2007,
Gaudin, 2008), per a que la reaccidé de polimeritzacio6 entre els grups hidroxils (en aquest
cas dels tensioactius) i1 el grup diisocianat (IPDI) es produeixi sense la necessitat
d’addicionar un catalitzador, les formulacions s’han de sotmetre a una temperatura
compresa entre 40°C 1 70°C. La temperatura de polimeritzacié seleccionada inicialment
va ser de 70°C per a facilitar la difusié del diisocianat a través de la interficie de les
gotes 1 la correcta formacio de les nanoparticules.
La composicid6 de les nano-emulsions seleccionades per a la preparaci6o de les

nanoparticules es troba detallada a la taula XXV.

229



Resultats 1 Discussid

Taula XXV: Composici6 de les nano-emulsions seleccionades per la preparacié de nanoparticules de PU.

Aigua Tensioactiu Component oliés Relacié O/T
(%o, p/p)
90 Tween 80 Miglyol 812 10/90
90 Cremophor EL Miglyol 812 10/90
90 Cremophor EL Miglyol 812 20/80
90 Cremophor EL Miglyol 812 30/70

Les nano-emulsions es preparen a una temperatura < 25°C per a evitar que el diisocianat
incorporat a la fase oliosa pugui reaccionar amb el tensioactiu i que la polimeritzacid es
produeixi abans del procés d’emulsificacié (Landfester, 2000; Tiarks, 2001; Zanetti-
Ramos, 20006).

Les nano-emulsions detallades a la taula XXV es van preparar a 25°C amb diferents
concentracions de diisocianat d’isoforona compreses entre 0,02 mmol/g i 0,1 mmol/g pel
procediment explicat al capitol 3.3.3.2. A la Fig.4.50 es mostra ’aspecte d’algunes de
les composicions obtingudes amb la relacio O/T: 10/90 dels sistemes amb Tween 80 (a) i

amb Cremophor EL (b) després de 4 hores de polimeritzacio.

0,02 mmol/g 0,04 mmol/g 0,06 mmol/g 0,02 mmol/g 0,04 mmol/g 0,06 mmol/g

Figura 4.50: a) Composicions amb una concentracié d’IPDI de 0,02 mmol/g, 0,04 mmol/g i 0,06 mmol/g
i una relacié O/T: 10/90 del sistema aigua/Tween 80/Miglyol 812 i b) Composicions amb una
concentracio d’IPDI de 0,02 mmol/g, 0,04 mmol/g i 0,06 mmol/g i una relacié O/T: 10/90 del sistema
aigua/Cremophor EL/Miglyol 812.
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Com es pot observar a la Fig 4.50, les composicions obtingudes amb Tween i amb
Cremophor EL després de la polimeritzacié presenten diferéncies en el seu aspecte. Les
composicions amb Cremophor EL a 25°C sén liquides, trasparents o translicides i
blavoses mentre que amb Tween 80 varien des de translucides i blavoses fins a blanques
1 opaques. Aquestes diferéncies es van confirmar determinant el diametre de particula a
25°C per DLS.

A la taula XXVI es mostren els diametres de particula obtinguts després de la

polimeritzaci6 (70°C durant 4h).

Taula XXVI: Diametre de particula i index de polidispersitat determinats a 25°C per DLS, de
nanoparticules preparades amb Tween 80 o amb Cremophor EL amb una concentracié creixent de
diisocianat d’isoforona.

Sistema amb Tween 80 Sistema amb Cremophor EL
O/T: 10/90 O/T: 10/90 O/T: 20/80 O/T:30/70
Concentraci¢  Z-Average p Z-Average p Z-Average p Z- Average p
IPDI (nm) (nm) (nm) (nm)
0,02 mmol/g 83,0 0,148 32,8 0,244 25,1 0,170 — —
0,04 mmol/g 93,4 0,075 50,4 0,240 37,4 0,224 31,4 0,148
0,06 mmol/g 152 0,028 511 0,130 38,7 0,143 34,2 0,137
0,08 mmol/g 187 0,070 52,8 0,119 38,3 0,108 — —
0,10 mmol/g - - 50,0 0,085 39,0 0,109 — —

Malgrat que la mida de les nano-emulsions dels sistemes amb Tween 80 1 Cremophor
EL és similar (12,64 + 1,18 nm amb Tween 80 i 14,71 + 0,61 nm amb Cremophor EL),
les nanoparticules obtingudes amb Tween 80 com a reactiu sén de mida notablement
superior a les que es formen amb Cremophor EL. Cal destacar que tot i obtenir-se
nanoparticules de mida més petita en el sistema amb Cremophor EL, els index de
polidispersitat son més elevats i per obtenir una polidispersitat inferior a 0,150 (poblacio
unica i amb una estreta distribucié del diametre de particula) es requereixen
concentracions de monomer entre 3 1 4 vegades superiors a la que es necessita amb el
Tween 80 per a la formaci6 de nanoparticules amb un diametre de particula homogeni.

L’augment de la concentracid de diisocianat en el sistema amb Tween 80 es manifesta
amb un increment del diametre de particula determinat per DLS. La formacié de
nanoparticules amb Tween 80 per a la concentracié de 0,1 mmol d’IPDI/g no va ser
possible, ja que la nano-emulsio obtinguda previa polimeritzacid presentava un aspecte

térbol 1 es va descartar.
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En el sistema amb Cremophor EL, per a totes les relacions oli/tensioactiu estudiades,
s’observa un augment inicial del diametre de particula en incrementar la concentracid
d’IPDI fins assolir una determinada concentracio a partir de la qual la mida de particula
s’estabilitza. Per la relacid O/T 30/70, no es van considerar les concentracions més
elevades (0,08 mmol/g 1 0,1 mmol/g) per 1’aspecte inicial de la nano-emulsio, ja que les
mescles amb I’IPDI incorporada previes a la polimeritzacid eren més translicides que
les obtingudes amb concentracions més baixes de monomer.

Cal destacar que en les nanoparticules amb Cremophor EL com a tensioactiu, I’augment
de la concentracié de monomer porta a una disminucid de I’index de polidispersitat
sense que s’incrementi el diametre de particula. La poblacié de nanoparticules obtinguda
sembla ser cada vegada més homogenia i amb un embolcall polimeric més definit.

A la figura 4.51 s’ha representat el diametre de particula (Z-Average) determinat per
DLS de cadascuna de les composicions estudiades en funcio de la relacié molar IPDI/

tensioactiu.

200 +
180 -
160 -
——» Sistema Aigua/Tween 80/Miglyol 812

140 - (rel. O/T:10/90)
120

100 + —e— O/T: 10/90
80 — = O/T: 20/80 | Sistema Aigua/Cremophor EL/Miglyol 812

—&— OJT: 30/70

Diametre de particula
(Z- Average (nm))

60
40 |
20 |

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
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Relacié molar IPDI/ T

Figura 4.51: Diametre de particula en funcid de la relacié molar diisocianat d’isoforona/tensioactiu per a
composicions del sistema aigua/ Tween 80/ Miglyol 812 i aigua/ Cremophor EL/ Miglyol 812.

Si s’observen les relacions molars teoriques entre el diisocianat i el tensioactiu
determinades per a cada concentracié sembla ser que el diametre de particula roman
constant per a relacions superiors a 1 (sistema amb Cremophor EL). Diferents autors
(Zdrahala, 1999; Tiarks, 2001; Zanetti- Ramos, 2006) han descrit la relacio molar 1 com
a optima per a la preparacidé de poliuretans. En el cas del sistema amb Tween 80, les
relacions molars en tots el casos van ser inferiors a la relacié molar a partir de la qual la

mida de particula no varia i aix0 podria explicar I’increment del diametre de particula en
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augmentar la concentracido de monomer en relacio al sistema amb Cremophor EL. Per a
I’altima concentraci6 estudiada (0,08 mmol/g), es va obtenir un valor de relacié molar
de 1,16. No es van poder preparar concentracions superiors.

En el sistema aigua/Cremophor EL/Miglyol 812, si es comparen les diferents relacions
O/T (10/90, 20/80, 30/70), s’observa una disminuci6 del diametre de particula en
disminuir la concentracid de tensioactiu per a les diferentes concentracions d’IPDI
estudiades.

A la figura 4.52 s’ha representat el diametre de particula de les nano-emulsions inicials 1
les nanoparticules obtingudes en funcid de la relacio O/T per a la concentracio d’IPDI de
0,06 mmol/g del sistema amb Cremophor EL. Per a aquesta concentracid s’han obtingut

sistemes de baixa polidispersié amb valors d’index de polidispersitat inferiors a 0,150.

60 -
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1

ENE BNP-PU
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o
1

Diametre de particula
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w
o

O/T:10/90 0O/T:20/80 0O/T:30/70

Sistema Aigua/Cremophor EL/Miglyol 812

Fig.4.52: Z-Average de les nano-emulsions abans de polimeritzar i de les nanoparticules corresponents
en funcid de la relacio O/T per a la concentracié d’IPDI de 0,06 mmol/g del sistema aigua/ Cremophor
EL/ Miglyol 812.

Com es pot observar a la figura 4.52, el diametre de les nanoparticules disminueix amb
la relacio O/T a diferéncia del que succeeix amb les nano-emulsions. Les diferéncies de
diametre entre les nano-emulsions previes 1 les nanoparticules son més petites com més
elevada és la relacio O/T, arribant-se a obtenir nanoparticules amb una mida

relativament propera a la de la nano-emulsidé per a la relacio O/T: 30/70

(aproximadament 10 nm de diferéncia).
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4.2.2.3. Preparacio de nanoparticules de poliureta amb polietilenglicol (PU PEG)

Després d’estudiar la formacié de nanoparticules de poliureta (PU) per la reaccio dels
tensioactius amb I’IPDI es va estudiar la influéncia en la formacié d’aquestes particules
d’un component amb grups hidroxil a la molecula. Aixi, per a la preparacié de les
nanoparticules es va seleccionar el polietilenglicol 400 ja que s’ha descrit com efica¢ per
recobrir la superficie d’aquestes, evitant que siguin reconegudes per les cel-lules del
sistema reticuloendotelial i incrementant aixi el seu temps de permanéncia al torrent
sanguini (Illum, 1986; Gref, 1994; Bazile, 1995; Gref, 2000, Fontana, 2001; Gref, 2003;
Owens, 2006). L’estequiometria entre I’IPDI i el PEG 400 s’ha mantingut 1:1 en
concordanga amb els estudis desenvolupats per Bouchemal et al. (2004) que van
sintetitzar nanocapsules de poliureta amb diisocianat d’isoforona i polietilenglicols de
diferent pes molecular.

Les nano-emulsions amb un 90% d’aigua es van preparar amb una concentracié de PEG
400 1 d’IPDI de 0,06 mmol/g pel metode descrit al capitol 3.3.3.2. Es va seleccionar la
concentracio de 0,06 mmol/g d’IPDI ja que correspon a la concentracié minima
necessaria per a obtenir nanoparticules de baixa polidispersitat amb Cremophor EL. Per
a formar les nanoparticules, es va utilitzar el mateix metode de preparacid descrit
anteriorment. Després de ser preparades les formulacions es van deixar reposar en un
bany termostatat a 25°C. Les nano-emulsions i les nanoparticules obtingudes es van
caracteritzar per DLS determinant a 25°C el diametre de gota o de particula 1 I’index de
polidispersitat. A la taula XXVII es pot observar tant la composici6 de les formulacions

com els resultats obtinguts.

Taula XXVII: Composicid, diametre de particula i index de polidispersitat determinats a 25°C per DLS
de nano-emulsions i nanoparticules. La concentracio de PEG 400 i d’IPDI per a totes les formulacions va
ser de 0,06 mmol/g.

Nano-emulsions’ Nanoparticules'
Relacié Oli/Tensioactiu Diametre de gota P Diametre de particula p
(Z-Average (nm)) (Z-Average (nm))

Miglyol 812/Tween 80: 10/90 13,06 0,176 113,00 0,084
Miglyol 812/Cremophor EL: 10/90 14,66 0,114 60,20 0,137
Miglyol 812/Cremophor EL: 20/80 21,05 0,072 45,70 0,194
Miglyol 812/Cremophor EL: 30/70 31,30 0,189 37,30 0,170

1 . ., . . , .. ’ .
:La caracteritzacio es va realitzar just després de preparar les composicions, després de deixar-les refredar
a 25°C en un bany termostatat.
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La diferéncia entre les dues primeres composicions radica unicament en el tensioactiu no
ionic utilitzat. Si es comparen aquestes dues formulacions es pot observar que les
nanoparticules amb un diametre de particula més gran perd una polidispersitat més baixa
(<0,1) s’han obtingut per a les composicions amb Tween 80 com a tensioactiu per a la
mateixa concentracié de PEG/IPDI, relacié O/T 1 temperatura. Tenint en compte que no
s’han observat diferéncies importants en el diametre de gota de les nano-emulsions
inicials (13,06 nm 1 14,66 nm), ’obtencid de nanoparticules de diferent mida podria
explicar-se per la influéncia del tensioactiu en el procés de polimeritzacid. A 1’apartat
anterior ja es va constatar que les nanoparticules formades a partir de nano-emulsions
amb Tween 80 eren d’una mida més gran que les que tenien Cremophor EL a la seva
composicid. Per altra banda, mantenint les condicions experimentals, s’han observat
diferéncies en el diametre de gota entre les nanoparticules de PU PEG (113 nm per al
Tween 80 1 60,2 nm per al Cremophor EL) 1 les de PU estudiades al capitol anterior (152
nm en el cas de composicions amb Tween 80 1 51,1 nm per al Cremophor EL) indicant
que el PEG 400, també intervé en la reaccido de polimeritzacid. Per tant, I’embolcall
polimeric podria estar constituit per unitats d’ureta derivades de la reaccio de ’IPDI amb
el tensioactiu 1 d’unitats d’ureta que provenen de la reaccié amb el PEG.

En el sistema amb Cremophor EL s’ha estudiat també la influéncia de la relacié O/T en
la formaci6 de nanoparticules de PU PEG. Com es pot observar a la taula XXVII, el
diametre de particula disminueix amb la concentraci6 de tensioactiu, obtenint-se amb la
relaci6 O/T: 30/70 les nanoparticules de menor diametre. Malgrat aquest fet, es van
observar fenomens d’inestabilitat cinetica (cremat) a les 24 hores en les composicions
preparades amb les relacions O/T:20/80 1 O/T 30/70. L’increment del diametre que té
lloc en formar-se les nanoparticules també és inferior com més elevada ¢és la relacidé O/T.
Per a la relacié O/T: 10/90 es van obtenir nanoparticules 4 vegades més grans que les
nano-emulsions, per a la 20/80, 2 vegades més grans i1 per a la 30/70 la mida de les
nanoparticules i les gotes de la nano-emulsié va ser del mateix ordre. Aquesta mateixa
tendencia ja s’havia observat a I’apartat anterior en la preparacié de nanoparticules sense
PEG.

A la figura 4.53 s’ha representat el diametre de particula de les nano-emulsions amb 1
sense PEG 400, i de les corresponents nanoparticules de PU 1 PU PEG (concentracid

d’IPDI de 0,06 mmol/g) dels sistemes amb Tween 80 i Cremophor EL.
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Figura 4.53: Diametre de particula de nano-emulsions i nanoparticules preparades amb i sense PEG 400
per a diferents relacions O/T del sistema aigua/ Tween 80/ Miglyol 812 i aigua/ Cremophor EL/ Miglyol
812.

Com es pot observar a la Fig 4.53, en el sistema amb Tween 80, la incorporacié de PEG
400 a la formulacid no suposa una modificacié del diametre de les gotes de la nano-
emulsié inicial. En canvi, una vegada ha tingut lloc la polimeritzacid, es van obtenir
nanoparticules de mida més petita a partir de la nano-emulsi6 O/W que contenia PEG
400 a la seva composicio. Tenint en compte que ambdues composicions es van preparar
amb la mateixa concentracid de tensioactiu i d’IPDI i es van sotmetre a la mateixa
temperatura de polimeritzacid, la reducci6 del diametre sembla ser deguda a 1’efecte del
PEG 400.

En el sistema amb Cremophor EL, per contra del que succeeix amb el Tween 80, s’han
observat petites diferéncies en la mida de gota de les nano-emulsions preparades amb 1
sense biomaterial per a totes les relacions O/T estudiades. Aquest fet suggereix que el
PEG 400 podria adoptar una disposici6 diferent en la interficie de les gotes en funcié del
tensioactiu utilitzat. També és important considerar el repartiment dels reactius a la
nano-emulsio per a diferents concentracions de tensioactiu.

Si es comparen les nanoparticules de PU 1 PU PEG preparades en les mateixes
condicions experimentals, les que contenen el biomaterial a la seva composicié (PU
PEG) presenten un diametre de particula lleugerament superior. Aquestes diferéncies en
la mida de particula entre PU i PU PEG, semblen reduir-se progressivament amb la

relacié O/T. De fet, amb la relacio O/T:30/70, el diametre de particula es va modificar
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minimament en relacid a les nanoparticules preparades sense biomaterial (34,2 nm per

les nanoparticules de PU 1 37,3 nm per les de PU PEG).

4.2.2.3.1. Influéncia de la concentracio d’IPDI/ PEG 400 (1:1)

S’ha estudiat 1’efecte conjunt de la concentracié d’IPDI i de PEG 400 en la preparacio
de nanoparticules de PU PEG. Per a la realitzacié d’aquest estudi s’han seleccionat
composicions amb un 90% d’aigua i una relacio O/T: 10/90 per al sistema amb Tween
801 20/80 per al sistema amb Cremophor EL.

En el cas del sistema amb Cremophor EL s’ha seleccionat la relacid 20/80 amb la
finalitat de reduir la concentraci6 de tensioactiu. S’ha triat la relacié 20/80 i no la 30/70
ja que correspon a la minima concentracié de tensioactiu amb la que s’han obtingut
diferencies aparents en el diametre de particula en relacié a les nanoparticules elaborades
sense cap biomaterial (veure Fig. 4.53). El fet que hi hagi diferéncies és indicatiu de la
participacié del PEG 400 en la reaccié de polimeritzacid, com ja s’ha explicat
anteriorment (apartat 4.2.2.3).

Les composicions es van preparar amb diferents concentracions d’IPDI i de PEG 400 en
relacié molar 1 compreses entre 0,01 mmol/g i 0,1 mmol/g pel procediment explicat a
I’apartat 3.3.3.2. La caracteritzacid de les nanoparticules es va realitzar per DLS després
de deixar reposar les formulacions a 25°C en un bany termostatat.

A continuacid s’indicaran els resultats obtinguts en funcié del tensioactiu emprat: Tween

80 o Cremophor EL.

Influéncia de la concentracio d’IPDIl/ PEG 400 (1:1) en nanoparticules amb Tween 80 com a

tensioactiu

Els resultats obtinguts (diametre de particula i index de polidispersitat) per a les
composicions del sistema amb Tween 80 es troben detallats a la taula XXVIIIL. Les
determinacions dels parametres morfometrics tant de les nano-emulsions com de les

nanoparticules es van realitzar per DLS a 25° C.
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Taula XXVIII: Diametre de particula i index de polidispersitat determinats a 25°C per DLS de nano-
emulsions i les corresponents nanoparticules del sistema aigua /Tween 80/Miglyol 812 preparades amb
diferents concentracions d’IPDI i PEG 400.

Nano-emulsions Nanoparticules

Concentracio Diametre de gota p Diametre de particula p
IPDI/PEG 400 (Z-Average (nm) ) (Z-Average (nm) )

0,01 mmol/g 11,40 0,104 65,33 0,210

0,02 mmol/g 11,60 0,095 72,11 0,121

0,04 mmol/g 12,30 0,060 88,83 0,061

0,06 mmol/g 12,80 0,083 112,0 0,057

0,10 mmol/g 13,30 0,084 143,0 0,121

La incorporacié de PEG 400 a la formulacié no ha comportat modificacions importants
en el diametre de gota de les nano-emulsions inicials obtenint-se mides compreses entre
11,40 1 13,30 nm (el diametre de les gotes de la nano-emulsié sense PEG 400 va ser de
12,64 + 1,18 nm). No obstant, s’ha observat que la mida de les gotes augmenta
lleugerament amb la concentracié de PEG 400. Caldria estudiar concentracions de PEG
400 superiors per a confirmar que aquesta tendeéncia es manté perd aixo implicaria
augmentar considerablement la concentracié d’IPDI per a mantenir I’estequiometria 1:1
entre el PEG 400 i el mondomer i no s’ha considerat convenient augmentar aquesta
concentracio per raons de toxicitat.

En el cas de les nanoparticules (obtingudes després d’escalfar les nano-emulsions a
70°C) es pot observar que 1’augment de la concentraci6 de PEG 400 i de monomer, déna
lloc a un increment del diametre de particula. Cal destacar que en el cas de les
nanoparticules de PU PEG a diferéncia de les de PU si va ser possible la formacié de
particules amb una concentracié d’IPDI de 0,1 mmol/g. Les nanoparticules amb un
diametre més petit (65,3nm) correspondrien a la concentraci6 tant d’IPDI com de PEG
400 de 0,01 mmol/g perd per aquesta concentracid es va observar I’existéncia simultania
de dues poblacions (NE i NP) detectades per DLS (Fig 4.54).

A la figura 4.54 s’han representat les corbes de distribucié de mides per intensitat
obtingudes per DLS de la nano-emulsid inicial 1 de les nanoparticules en funci6 de la
concentracid6 de monomer i de biomaterial. Amb la finalitat de poder establir
comparacions, a la mateixa grafica esta representada la corba de distribucid corresponent
a les nano-emulsions (abans de la reaccié de polimeritzacio a 70°C) i les nanoparticules

obtingudes a partir d’aquestes (després de polimeritzar a 70°C).
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Fig. 4.54: Corbes de distribuci6 de mides per intensitat obtingudes per DLS de la nano-emulsi6 inicial i de
les corresponents nanoparticules per a cada concentracié d’IPDI/PEG 400 estudiada en el sistema
aigua/Tween 80/Miglyol 812.

Si es comparen les corbes de distribucio de diametre de particula de les nano-emulsions
inicials amb les corresponents nanoparticules obtingudes després de la polimeritzacio, es
poden observar per a totes les composicions excepte per a la que s’ha emprat una
concentracio d’IPDI/PEG 400 més baixa, dues poblacions diferenciades corresponents
unicament a la nano-emulsio o a les nanoparticules. En el cas de la concentracié de 0,01
mmol/g d’IPDI/PEG 400, la preséncia d’un pic al voltant de 12 nm que es correspon
amb la nano-emulsio inicial és indicatiu que la concentracié de monomer ha resultat
insuficient per a una completa polimeritzacid. Per tant, es podria dir que la concentraci
d’IPDI i PEG 400 optima (no es detecta nano-emulsié per DLS i la polidispersitat és
inferior a 0,150) per a la preparacié de nanoparticules de PU PEG amb aquest sistema €s
de 0,02 mmol/g. Per observacié visual directa de les formulacions es va detectar la
formacié d’un precipitat solid amb el temps en les composicions corresponents a
nanoparticules amb concentracions d’IPDI/PEG 400 superiors a 0,02 mmol/g.

Si es comparen les nanoparticules de PU PEG amb les corresponents nanoparticules de
PU (elaborades sense PEG 400) descrites a ’apartat 4.2.2.2, s’observa una reduccié de
la mida de particula que s’explicaria per la reaccié majoritaria entre el diisocianat i els
grups hidroxil del PEG 400. Aquestes diferéncies son especialment significatives per a

la concentraci6 d’IPDI de 0,06 mmol/g. La figura 4.55 correspon al diametre de
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particula determinat per DLS de nanoparticules de PU PEG 1 PU preparades amb

diferents concentracions d’IPDI.
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Figura 4.55: Diametre de particula determinat a 25°C per DLS de nanoparticules de PU i PU PEG del
sistema aigua/Tween 80/ Miglyol 812, en funcio de la concentracio d’IPDI.

La composicio amb una concentracié6 d’IPDI i PEG 400 de 0,02 mmol/g (minima
concentracio a partir de la qual ja no es detecta nano-emulsié per DLS 1 s’obtenen
nanoparticules de baixa polidispersitat) es va caracteritzar també per TEM. La imatge de
la figura 4.56 correspon a les nanoparticules després de ser tractades amb acetat d’uranil

a1’1% (apartat 3.3.5.2).

Fig. 4.56: Nanoparticules de PU PEG obtingudes amb la relacié O/T: 10/90 del sistema aigua/Tween 80/
Miglyol 812 per a la concentracié de 0,02 mmol/g IPDI/PEG 400 després de sotmetre la composicid a
70°C durant 4 hores.
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En el sistema amb Tween 80 s’ha aconseguit la formacié de nanoparticules de PU PEG
forca esfeériques, de diametre semblant que oscil-la entre 50 i 80 nm i amb un embolcall

polimeric molt ben estructurat i definit.

Influéncia de la concentracio d’IPDIl/ PEG 400 (1:1) en nanoparticules amb Cremophor EL

com a tensioactiu

La influencia de la concentracié d’IPDI i de PEG 400 també s’ha estudiat en el sistema
amb Cremophor EL. A la taula XXIX es poden observar els resultats corresponents al
diametre de particula i index de polidispersitat de les nano-emulsions inicials i les

corresponents nanoparticules preparades amb PEG 400.

Taula XXIX: Diametre de particula i index de polidispersitat determinats a 25°C per DLS de nano-
emulsions i nanoparticules del sistema aigua/Cremophor EL/Miglyol 812 preparades amb diferents
concentracions de PEG 400 i IPDI.

Nano-emulsions Nanoparticules

Concentracié Diametre de gota p Diametre de particula P
IPDI/PEG 400 (Z-Average (nm) ) (Z-Average (nm) )

0,02 mmol/g 21,80 0,129 43,90 0,291
0,04 mmol/g 21,20 0,163 48,80 0,208
0,06 mmol/g 21,05 0,072 45,70 0,195
0,08 mmol/g 22,15 0,121 47,40 0,145
0,10 mmol/g 26,00 0,225 52,20 0,142

Per a les diverses concentracions estudiades, no s’han observat diferéncies importants en
el valor del diametre promig de particula (compres entre 43,90-52,20 nm) malgrat
incrementar la concentracié de monomer i de PEG 400 fins a 5 vegades 1’inicial. Les
polidispersions superiors a 0,200, en el cas de les nanoparticules, son indicatives de la
presencia simultania de gotes de nano-emulsio 1 de nanoparticules com es pot comprovar
a les corbes de distribucid de mida de particula per intensitat de la Fig.4.57.

A la figura 4.57 es troben representades les corbes de distribucid de mida de particula en
intensitat per a cadascuna de les diferents concentracions estudiades. Igual que per a les
composicions amb Tween 80, a la mateixa grafica s’han superposat les corbes de
distribuci6 de mida de les nano-emulsions (abans de la reaccié de polimeritzacid a 70°C)

i de les nanoparticules obtingudes (després de sotmetre les composicions a 70°C).
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Fig. 4.57: Corbes de distribuci6 de mides per intensitat obtingudes per DLS de la nano-emulsio inicial i de
les corresponents nanoparticules per a cada concentracidé d’IPDI/PEG 400 estudiada en el sistema
aigua/Cremophor EL/Miglyol 812 .

Com es pot observar, les corbes de distribucié del diametre de particula corresponents a
les nano-emulsions (NE) 1 a les nanoparticules (NP) es van diferenciant a mesura que
s’incrementa la concentracié de PEG 400 i IPDI, obtenint-se composicions cada vegada
menys polidisperses (tots els valors de PDI obtinguts van ser superiors a 0,140). Es va
observar visualment I’aparicié de fenomens de cremat a les 24 hores en aquelles
formulacions amb concentracions de monomer 1 PEG 400 superiors a 0,06 mmol/g que
desapareixien amb una lleu agitacid. Totes les mostres presentaven una petita quantitat
de precipitat que s’incrementava amb la concentracid de monomer.

Les nanoparticules de mida més gran (52,20 nm) i amb una polidispersitat més baixa
(0,142) es van obtenir amb la concentracio de 0,1 mmol/g. Tot i que per aquesta
concentracio sembla observar-se un augment significatiu del diametre de particula, s’ha
de tenir en compte que les gotes de nano-emulsié inicials ja presentaven un valor de Z-
average superior al de la resta de les composicions (26 nm enfront 21-22 nm).

Un comportament similar ja es va observar amb les nanoparticules de PU (apartat
4.2.2.2), on a partir d’una determinada concentracié de monomer la mida de particula
romania constant. Tenint en compte que tant el PEG 400 com el tensioactiu Cremophor
EL tenen grups hidroxil a la seva estructura, ambdds components estaran en
competencia pel monomer 1 1’estequiometria de la reaccio entre el PEG 400 1 I’IPDI es

veura afectada. Per comparacié amb els resultats obtinguts sense PEG 400 (Fig.4.58),
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s’observa un increment en el diametre de particula amb el PEG 400 per a totes les
concentracions estudiades que podria indicar que aquest component intervé en el procés
de polimeritzaci6 (1’unica modificacioé que s ha produit en relacié a les nanoparticules de
PU és la incorporacié de PEG 400 a la formulacio). Com ja s’ha comentat a 1’apartat
anterior, no es pot descartar la reaccid entre I’IPDI 1 els grups hidroxil del tensioactiu.

60 -
B PU B PU PeG
50
40

30

20
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0,02 0,04 0,06 0,08 0,10
Concentracié IPDI (mmol/g)

Fig. 4.58: Diametre de particula determinat per DLS a 25°C de les nanoparticules de PU i PU PEG en
funci6 de la concentracié d’ IDPI obtingudes a partir de nano-emulsions del sistema aigua/Cremophor
EL/Miglyol 812.

La composicié amb la que es va obtenir una poblacié de NP ben diferenciada de la NE
inicial (d’acord amb les corbes de distribucié de mides per intensitat) i un index de
polidispersitat més baix, es va caracteritzar per TEM amb la finalitat de comprovar la
correcta formacid6 de I’embolcall polimeric. Aquesta composicié correspon a la
concentracio d’ IPDI i PEG 400 de 0,1 mmol/g. La mostra es va preparar per tincid
negativa amb acetat d’uranil tal com es descriu a I’apartat 3.3.5.2. La figura 4.59

correspon a les imatges obtingudes per TEM observades a diferents augments.
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Fig. 4.59: Nanoparticules de PU PEG obtingudes amb la relacié O/T: 20/80 del sistema aigua/ Cremophor
EL/ Miglyol 812 per a la concentraci6é de 0,1mmol/g IPDI/PEG 400 després de sotmetre la composici6 a
70°C durant 4 hores, observades per TEM a diferents augments.

A diferéncia de la composicié preparada amb Tween 80 (Fig 4.56) on s’observaven
nanoparticules isodiametriques, molt homogenies i amb una cobertura polimerica molt
ben marcada, les nanoparticules obtingudes en el sistema amb Cremophor EL sén poc
homogenies, de forma irregular, poc esfeériques, de diferent mida i amb un embolcall
polimeric desestructurat i poc definit.

Per aquestes raons, es va decidir continuar els estudis de formacié de nanoparticules de

PU PEG tnicament amb composicions amb Tween 80 com a tensioactiu.

4.2.2.3.2. Influéncia del pes molecular del PEG

En el cas de les nanoparticules de PU PEG s’ha estudiat també com es modifica el
diametre de particula en funcié del pes molecular del PEG utilitzat. Per a la realitzacio
d’aquest estudi es van seleccionar PEGs que a 20°C sén liquids, com el PEG 200 1 el
PEG 400 .

Aixi, s’han preparat nanoparticules a partir de nano-emulsions amb un 90% d’aigua i
una relacié O/T: 10/90 del sistema aigua/ Tween 80/ Miglyol 812 emprant com a
biomaterial PEGs de baix pes molecular (200 g/mol 1 400 g/mol). Les composicions
s’han preparat per triplicat i s’han estudiat 3 concentracions d’IPDI/ PEG diferents,
5%¥10° mmol/g, 0,01 mmol/g i 0,02 mmol/g. S’ha determinat el diametre de les
nanoparticules obtingudes per Dynamic Light Scattering a 25°C, 24 hores després de la

seva preparacid (4h a 72°C). Els resultats obtinguts es mostren a la figura 4.60.
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Fig. 4.60: Diametre de les nanoparticules en funcio6 de la concentracié de monomer i del pes molecular del
PEG, per a composicions amb un 90% d’aigua i una relacio O/T: 10/90 del sistema aigua/Tween 80/

Miglyol 812. El valor de p correspon al nivell de significacié determinat a partir de I’analisi de la
variancia.

Per a totes les concentracions estudiades s’han observat diferéncies estadisticament
significatives (p<0,01 1 p<0,001) en la mida de les particules obtingudes en variar el pes
molecular del poliol. Per tant, el pes molecular del PEG influeix en la morfometria de les
nanoparticules de PU PEG. Aixi, s’han obtingut nanoparticules amb un diametre més
petit amb el poliol de pes molecular més baix (PEG 200). L’obtencié de nanoparticules
amb PEGs d’elevat pes molecular no va ser possible ja que no es van poder preparar les
nano-emulsions previes. Els resultats obtinguts concorden amb els estudis de Bouchemal
et al. (2004) en els quals la mida de les nanoparticules de poliureta (preparades amb
IPDI, o-tocoferol, Span 85, acetona, aigua, PEGs i Tween 20) s’incrementava en
augmentar el pes molecular del polietilenglicol. Per altra banda, com ja s’havia observat
en els estudis anteriors 1’augment de la concentraci6 de monomer i1 PEG
independentment del seu pes molecular, també suposa un increment en el diametre de les

nanoparticules obtingudes.

4.2.2.3.3. Influéncia de la temperatura

S’ha estudiat I’efecte de la temperatura en la formacié de nanoparticules de PU PEG a
partir de nano-emulsions. Per a la preparacié de les nanoparticules s’ha seleccionat la

composicid que presenta una relaciéd O/T 10/90 i una concentracié d’aigua del 90% p/p
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del sistema aigua/ Tween 80/ Miglyol 812. S’han emprat concentracions de monomer de
0,02 mmol IPDI/g 1 0,02 mmol PEG 400/g d’acord amb el resultats obtinguts de I’estudi
de les concentracions (concentracid6 minima de monomer necessaria per obtenir
nanoparticules amb una baixa polidispersitat, apartat 4.2.2.3.1). Els estudis s’han dut a
terme a temperatures compreses entre 55 1 80°C. La utilitzacio de temperatures més
baixes no ha estat possible ja que no es va produir polimeritzacid. El procés de
preparacié de les nanoparticules consisteix en formar inicialment les nano-emulsions a
25°C per metodes de baixa energia amb I’IPDI i1 el PEG 400 incorporats i posteriorment
sotmetre les formulacions a les diferents temperatures a estudiar durant un temps de
polimeritzacio de 4 hores. Les nanoparticules obtingudes es van caracteritzar per DLS.

A la Fig. 4.61 es troben representats els valors corresponents al diametre de particula per

a cadascuna de les formulacions estudiades i la seva polidispersitat.
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Fig. 4.61: Diametre de particula (grafic de barres) i polidispersitat (dispersié de punts) en funcié de la
temperatura, determinats a 25°C per DLS, de nanoparticules amb un 90% d’aigua i una relacié en pes O/T
10/90 del sistema aigua/ Tween 80/ Miglyol 812.

Com es pot observar a la Fig. 4.61, per a totes les composicions estudiades, el diametre
promig de particula s’incrementa amb la temperatura. Considerant els estudis realitzats
per Barrere 1 Landfester (2003) amb nanoparticules de poliureta sintetitzades a partir de
nano-emulsions que contenien IPDI i1 dodecadiol solubilitzats a una fase interna
d’hexadeca, 1’obtencid de particules de mida més petita a temperatures més baixes
podria explicar-se de la segiient manera:

Una disminuci6 de la temperatura comportaria un alentiment del procés de

polimeritzaci6 ja que la difusio del diisocianat cap a la fase aquosa seria més lenta. El
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monomer, a mesura que difon, aniria interaccionant amb els biomaterials de la interficie
1 I’embolcall poliméric aniria creixent progressivament. Com que la reaccid transcorre
lentament, practicament tot el diisocianat s’exhauriria en el procés de polimeritzacid, per
tant la reaccid amb 1’aigua quasi no tindria lloc, la fusié de les gotes seria minima i
s’obtindrien particules de PU PEG de mida més petita. Per contra, amb temperatures
elevades, la polimeritzacid €s molt rapida i el creixement de I’embolcall polimeric té lloc
en un periode de temps molt curt. Part del diisocianat participaria en la reaccio de
polimeritzaci6 i1 part interaccionaria amb 1’aigua afavorint I’apropament de les gotes ja
que les espécies formades podrien continuar reaccionant amb els hidroxils presents a la
interficie d’altres gotes, obtenint-se nanoparticules de PU PEG de mida superior.

En relaci6 als index de polidispersitat obtinguts, tinicament es van aconseguir sistemes
de baixa polidispersitat (polidispersitat < 0,150) quan es va treballar amb temperatures
superiors a 65°C. De fet, la utilitzacié de temperatures igual o inferiors a 65°C va donar
lloc a la formacio de dues poblacions detectades per DLS en 1’analisi per intensitat, la
primera entre 10-15 nanOmetres corresponent a les gotes de nano-emulsié sense
polimeritzar i una segona de nanoparticules.

Després d’estudiar tot aquest rang de temperatures, es va considerar la temperatura de
70£2°C com la millor eleccid per a la preparacidé de nanoparticules de PU PEG ja que
amb aquesta temperatura s’ha aconseguit la formacio6 de sistemes de baixa polidispersitat

amb el menor diametre de particula (75 nm).

El temps de polimeritzaci6 s’ha considerat com un factor depenent de la temperatura i no
com un parametre critic per si mateix. Com ja s’ha explicat, quan s’utilitzen
temperatures elevades, la formacid i creixement de 1’embolcall polimeéric s’esdeven
rapidament mentre que a temperatures baixes la reaccid de polimeritzacid s’alenteix
considerablement i el creixement de la paret polimerica és lent 1 progressiu. Per observar
com transcorre el procés de polimeritzacié quan s’aplica una determinada temperatura,
s’ha determinat el diametre de particula per DLS a diferents intervals de temps. Les
temperatures seleccionades en aquest estudi van ser 70°C i 82°C.

Per a estudiar com evoluciona el procés de polimeritzacié en funcié del temps s’ha
seleccionat la mateixa nano-emulsio per amdues temperatures (composicidé amb una
relacié O/T 10/90 i una concentraci6 d’aigua del 90% p/p del sistema aigua/ Tween 80/
Miglyol 812). Una vegada formada la nano-emulsié amb I’IPDI incorporat s’ha sotmes a

la temperatura a estudiar durant un periode de temps de 4 hores, extraient-se al-liqiiotes
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cada x temps que s’han caracteritzat per Dynamic Light Scattering. A la Fig. 4.62 es

mostren els resultats obtinguts.
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Fig. 4.62. Variaci6 del diametre de particula en funcié del temps a a) 70°C i b) 82°C de la composicid
amb un 90% d’aigua, una relacio O/T 10/90 i una concentracié d’IPDI/PEG 400 de 0,02 mmol/g del
sistema aigua/ Tween 80/ Miglyol 812.

A 70°C (Fig. 4.62a), el procés de polimeritzacid s’inicia quan han transcorregut uns 10
minuts aproximadament, observant-se un pic molt ample (polidispersitat entre 0,250 i
0,300) que compren tot el rang de mides de la nano-emulsi6 inicial i s’estén cap a mides
superiors, indicant que es comencen a formar nanoparticules. En el transcurs de 30 min
ja s’observen dues poblacions diferenciades, una corresponent al remanent de nano-
emulsi6 1 I’altra a les nanoparticules de PU PEG. Als 45 min ja no es detecta la preséncia
de nano-emulsié i unicament s’observa el pic de les nanoparticules. A mesura que
avanga la reaccid, aquest pic es desplaga lleugerament cap a la dreta, incrementant-se
uns 10 nm la mida de particula. Aquest procés es coneix com maduracid i és I’etapa

durant la qual I’embolcall polimeric acaba de formar-se. A partir de les 3 hores les
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corbes es superposen entre si 1 ja no es modifica més el diametre de particula indicant
que la reacci6 de polimeritzacid ha finalitzat. A 70°C es van obtenir nanoparticules amb
un diametre final de 69 nm.

A 82 °C (Fig 4.62b), des del minut 2, ja s’observa com el pic que correspon a la nano-
emulsio (12-13 nm) va desapareixent progressivament detectant-se un nou pic associat a
la formacié de nanoparticules (inici del procés de polimeritzacid). Aquest pic es va
desplagant cap a la dreta fins que als 4 min de polimeritzacié es pot observar una unica
corba de distribucié de mides. En aquest moment ja no queda nano-emulsio i el que
s’obtenen son nanoparticules. El desplagament de la corba cap a mides de particula
superior que s’observa fins els 30 minuts correspondria al procés de maduracio. La
diferéencia amb la temperatura de 70°C és que en aquest cas la mida de particula
s’incrementa considerablement (uns 100 nm) en un periode de temps molt reduit. A
partir de 30 minuts fins a les 4 hores no s’observen canvis significatius en la mida de les
particules obtingudes i les corbes es superposen unes sobre les altres. El diametre de les
nanoparticules obtingudes va ser de 210 nm.

Ambdds experiments concorden amb la hipotesi postulada anteriorment ja que la reaccid
de polimeritzacié ha trancorregut molt més lentament a la temperatura de 70°C,
finalitzant-se el procés en 3 hores. Les nanoparticules obtingudes a 70°C també van ser

de menor diametre.

4.2.2.3.4. Influéncia de la concentracio O/T

S’ha estudiat com es modifica el diametre de les particules de PU PEG en funci6 de la
relacié Miglyol 812/Tween 80 en processos de polimeritzacidé micel-lar 1 polimeritzacid
en nano-emulsions. Per a dur a terme aquests estudis, s’han preparat composicions amb
un 90% d’aigua i una relacid en pes O/T de 0/100, 5/95, 10/90 i 15/85, emprant una
concentracio d’IPDI i PEG 400 de 0,02 mmol/g mantenint 1’estequiometria corresponent
entre el diisocianat i el poliol (1:1). Les composicions una vegada preparades a 25°C
s’han sotmeés a una temperatura de 70+2°C durant 4h per a induir el procés de
polimeritzaci6. La temperatura i la concentracio de biomaterial i de monomer
seleccionades es corresponen als valors oOptims obtinguts en els estudis pertinents
(apartat 4.2.2.3.314.2.2.3.1). Les nanoparticules es van caracteritzar per Dynamic Light
Scattering just després de ser preparades. A la figura 4.63 s’han representat els

parametres morfometrics de les diferents composicions corresponents a aquest estudi.
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Fig. 4.63: Diametre de particula (grafic de barres) i polidispersitat (dispersio de punts) en funcio de la
relacioé en pes oli/tensioactiu (O/T) per a a) nanoparticules i b) solucié micel-lar i nano-emulsions del
sistema aigua/Tween 80/ Miglyol 812 amb PEG 400 incorporat.

Com es pot observar a la figura 4.63a a mesura que augmenta la relacié O/T disminueix
el diametre de les nanoparticules de PU PEG a diferéncia del que s’hauria esperat
(Huang, 1998; Landfester, 2000; Zanetti-Ramos, 2006). Aixi, les nanoparticules amb un
diametre inferior (71,70 nm) es van obtenir per a la relacido O/T: 15/85 mentre que les
més grans (123 nm) van correspondre a la relacido O/T:0/100 que no contenia Miglyol
812 a la seva composicid. S’ha de tenir present que tot i obtenir-se nanoparticules més
petites quan disminueix la concentracidé de tensioactiu, la polidispersitat del sistema
augmenta. Per tant la relacio O/T: 10/90 seria la d’eleccid per la preparacid de
nanoparticules de PU PEG ja que s’utilitza la minima concentracidé de tensioactiu per
obtenir dispersions de nanoparticules de baixa polidispersitat amb un diametre inferior a
90 nm.

La tendencia observada en les composicions inicials (solucié micel-lar 1 nano-emulsions
(Fig 4.63b)) es produeix a la inversa, és a dir, les nano-emulsions amb un diametre de

gota més gran corresponen a la relacio O/T:15/85. En general, com més elevada és la
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concentracio de tensioactiu, es formen més gotes i amb un diametre més petit (Sadurni,
2005; Liu, 2006; Sole, 2006). En relacié a la polidispersitat, es pot observar un augment
d’aquesta en disminuir la concentracié de tensioactiu i incrementar el percentatge d’oli.
De fet, per la relaci6 en pes O/T:15/85 (practicament concentracid limit d’oli i
tensioactiu a partir de la qual s’obtenen composicions multifasiques d’aspecte lletds,
sistema aigua/Tween 80/Miglyol 812, Fig.4.1) ja es va obtenir una polidispersitat al
voltant de 0,200.

En la formacié de nanoparticules, la disminucid del diametre en reduir la concentracid
de tensioactiu podria ser deguda a que el diisocinat pot reaccionar tant amb els hidroxils
del PEG 400 com del tensioactiu. Com que la concentraci6 de PEG 400 es manté
constant en totes les formulacions, les variacions de la mida seran degudes a la reaccid
de ’IPDI amb el Tween 80 ja que és I’tnic factor que es modifica. En aquest cas, el
component olios utilitzat per la preparacido de les nano-emulsions no presenta grups
hidroxil a la seva estructura (Rowe, 2009), tret dels corresponents a les petites traces

d’acid gras lliure, 1 per tant no s’ha considerat una reacci6 entre I’IPDI i el Miglyol 812.

4.2.2.4. Preparaciéo de nanoparticules de poliurea amb lisina (PUR lys)

Com ja s’ha explicat al capitol 1.2.4, les nanoparticules de poliurea (PUR) es poden
formar a partir de la reaccidé entre els grups isocianats i els grups amino. Per a la
preparacié de nanoparticules de PUR es va seleccionar inicialment com a biomaterial
amb grups amino un aminoacid que ¢€s la lisina (lys). Es va decidir utilitzar un aminoacid
com a diamina ja que s’ha descrit la formacié de poliuretans biodegradables i
biocompatibles a partir de diisocianats alifatics 1 macrodiols, emprant diferents
aminoacids com agents extensors de la cadena polimeérica (Skarja, 1998; Gunatillake,
2003; Sarkar, 2008). Les nano-emulsions amb la composicid detallada a la taula XXX es
van preparar pel metode descrit a ’apartat 3.3.3.2. Es va mantenir una estequiometria
entre I’IPDI 1 la lys de 2:1 ja que es va comprovar experimentalment que per aquesta
estequiometria s’obtenien els millors resultats en relacié a la mida de particula i I’index
de polidispersitat (determinat per a la composicio amb Tween 80). La concentracio de
monomer va ser novament de 0,06 mmol/g per a poder obtenir nanoparticules de baixa
polidispersitat amb ambdos sistemes (Tween i Cremophor EL) en concordanga amb els

estudis de formacido de nanoparticules de PU de I’apartat 4.2.2.2. Per tant, la
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concentracio de lys va ser de 0,03 mmol/g per a mantenir I’estequiometria. El procés de
polimeritzacid va consistir en aplicar una temperatura de 70+2°C sobre les formulacions
durant 4 hores. La caracteritzacid es va dur a terme per DLS després de deixar reposar
les composicions a 25° C en un bany termostatat. A la taula XXX es detalla la
composicid 1 les caracteristiques morfometriques de les formulacions estudiades.

Taula XXX: Composicid, diametre de particula i index de polidispersitat determinats per DLS a 25°C de

nanoparticules amb lys com a biomaterial (PUR lys). La concentracié d’IPDI i de lys per a totes les
formulacions va ser de 0, 06 mmol/g i de 0,03 mmol/g respectivament.

Relacié O/T Diametre de particula P
(Z-Average (nm))

Miglyol 812/Tween 80: 10/90 62,20 nm 0,154
Miglyol 812/Cremophor EL: 10/90 52,66 nm 0,150
Miglyol 812/Cremophor EL: 20/80 39,60 nm 0,192
Miglyol 812/Cremophor EL: 30/70 37,30 nm 0,183

* Les formulacions es van preparar amb un 90% d’aigua.

Les nanoparticules amb un diametre de particula més gran es van obtenir novament quan
es va utilitzar Tween 80 com a tensioactiu (62 nm enfront 52 nm de la formulacié
equivalent amb Cremophor EL). En la preparacié de nanoparticules de PU i de PU PEG
ja s’havia observat que les nanoparticules de mida més petita es formaven amb
Cremophor EL com a tensioactiu. Si es comparen les nanoparticules de PUR lys (62
nm), PU PEG (113 nm) i PU (152 nm) preparades amb Tween 80 s’observa una reduccio
important del diametre de particula amb la lys com a biomaterial (Fig. 4.64). Cal
destacar que la incorporacié de lys en les nano-emulsions amb Tween va comportar una
disminucié de la mida de les gotes en relacid a les nano-emulsions preparades sense
I’aminoacid (8,29 nm enfront 12,64+ 1,18 nm) i un augment considerable de la
polidispersitat del sistema (valors ~ 0,220). Aquests resultats suggereixen una disposicid

interficial del biomaterial i la formaci6 de gotes mixtes amb Tween 80 i lys.
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Fig 4.64: Diametre de nanoparticules de PU, PU PEG i PUR lys preparades amb la relacié O/T: 10/90 i una
concentraci6 de 0,06 mmol/g del sistema aigua/Tween 80/Miglyol 812.

En els tres casos estudiats es van mantenir les concentracions d’aigua, tensioactiu, oli i
monomer 1 els parametres de polimeritzaci6. Per tant, la disminucié del diametre de
particula sembla ser deguda principalment a la participacié de la lys en el procés de
polimeritzaci6. L’embolcall polimeric de les nanoparticules podria estar constituit per un
copolimer de PUR i PU (no es pot descartar una reaccio entre el diisocianat i el Tween
80 com succeia amb les nanoparticules de PU PEG) o bé, tenint en compte 1’increment de
la polidispersitat (en relacidé a les nanoparticules de PU i1 PU PEG, amb una
polidispersitat <0,100), a la formulaci6 podrien coexistir nanoparticules de PUR lys i de
PU conjuntament. Aquest segon punt es va desestimar amb els estudis de contrast de
fases mitjangant microscopia de forgca atomica (apartat 4.2.2.7.3) que van posar de
manifest la formacid d’una tinica poblacié de nanoparticules.

En relacio al sistema amb Cremophor EL el diametre de particula disminueix amb la
relaci6 oli/ tensioactiu com ja s’havia observat en la preparacié de nanoparticules de PU
1 PU PEG respectivament, obtenint-se les nanoparticules més petites amb la relacié O/T:
30/70.

A la figura 4.65 s’ha representat el diametre de particula en funcié de la relacié O/T per
a la nano-emulsié amb lys, les nanoparticules de PU i les de PUR lys del sistema amb

Cremophor EL com a tensioactiu.

253



Resultats 1 Discussid

60 - H NE lys

H NP PU
50 +

B NP PUR lys

40

30 +

20 +

Diametre de particula
(Z-Average (nm))

O/T: 10/90 O/T: 20/80 O/T: 30/70

Fig 4.65: Diametre de particula de diferents composicions preparades amb i sense lys per a diferents
relacions O/T del sistema aigua/ Cremophor EL/ Miglyol 812.

En el sistema amb Cremophor EL, no s’han observat diferéncies rellevants en el
diametre de particula en relacid a les nanoparticules preparades sense biomaterial
(nanoparticules de PU) per a les diferents proporcions d’oli 1 tensioactiu estudiades. Els
diametres de particula obtinguts tant per a les nanopoparticules de PU com per a les de
PUR lys van ser de 52+1 nm per a la relacié O/T: 10/90, de 39+1 nm per a la relaciod
O/T: 20/80 1 de 37+3 nm per a la relacié O/T: 30/70. No obstant, els valors dels index de
polidispersitat obtinguts amb les nanoparticules de PUR lys van ser més elevats que el
de les formulacions homologues (nanoparticules de PU).

D’acord amb la reactivitat dels isocianats (capitol 1.2.4), la reaccié amb grups amino és
més rapida i menys energetica que la reaccié amb grups hidroxil. Tenint en compte les
diferencies observades en els valors dels index de polidispersitat entre les nanoparticules
de PUR lys (0,150-0,192) i les nanoparticules de PU (compresos entre 0,130 1 0,143), a
la suspensi6 de nanoparticules podrien trobar-se tant nanoparticules de PU com
nanoparticules de PUR lys.

A diferéncia de les nano-emulsions preparades amb Tween 80, la preséncia de lys no va
modificar la mida de gota de les nano-emulsions previes (13,30 nm amb lys enfront
14,71£1,6Inm sense lys, 20,96 nm enfront 19,66+2,17 nm i 25,50 nm enfront
22,5042,62 nm per a les relacions O/T:10,90, 20/80 1 30/70 respectivament).

Tenint en compte que la disposicio del biomaterial en la interficie dependra del
coeficient de repartiment aigua/tensioactiu 1 considerant 1’elevada solubilitat de la lys en
aigua (10 % p/v, Sigma-Aldrich, 2009) podria ser que en el cas del sistema amb
Cremophor EL, la major concentracié del biomaterial es trobés solubilitzada a la fase

aquosa, amb la qual cosa el diametre de gota de les nano-emulsions no es modificaria
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practicament. Aquest fet explicaria també que no s’hagin trobat diferéncies rellevants en
el diametre entre les nanoparticules de PU 1 les de PUR lys, ja que si el biomaterial es
troba localitzat majoritariament a la fase externa enlloc d’estar a I’interficie, I'IPDI de
I’interior de les gotes, en difondre, reaccionaria preferentment per proximitat amb els
OH del tensioactiu formant-se basicament nanoparticules de PU.

En no trobar-se diferéncies importants en el diametre de les nanoparticules que
puguessin evidenciar la participacié de la lys en el procés de polimeritzacid, es va
decidir no continuar amb els estudis d’aquest tipus de nanoparticules amb les

composicions del sistema amb Cremophor EL.

4.2.2.4.1. Influéncia de la concentraciéo d’IPDI/lys (2:1)

S’ha estudiat la influéncia de la concentracié de I’aminoacid (lys) i de I’IPDI en la
preparacié de nanoparticules de PUR lys. Per a dur a terme I’estudi s’han seleccionat
unicament composicions amb Tween 80 com a tensioactiu no ionic, ja que els resultats
obtinguts amb Cremophor EL (apartat 4.2.2.4) no evidenciaven la implicacid de la lys en
el procés de polimeritzacid. A I’apartat anterior ja s’ha explicat que les nanoparticules de
PU i PUR lys preparades amb Cremophor presenten una mida de particula del mateix
ordre. L estequiometria entre el diisociant i la lys es va mantenir 2:1 com ja s’ha explicat
anteriorment. Les composicions es van preparar pel procediment explicat al capitol
3.3.3.2 amb concentracions creixents de lys i d’IPDI (Fig. 4.66a). Per a la formacid de
les nanoparticules, les formulacions es van sotmetre a 70+2°C durant 4 hores. La
caracteritzacid de les composicions es va realitzar per DLS després de deixar reposar les
formulacions a 25°C en un bany termostatat. A la figura 4.66 es poden observar els

resultats obtinguts.
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Fig. 4.66: a) Diametre de particula (grafic de barres) i polidispersitat (dispersio de punts) en funcio de la
concentracio de lys/IPDI per a composicions amb un 90% d’aigua i una relacio O/T 10/90 del sistema
aigua/lys/ Tween 80/ Miglyol 812. b) Corbes de distribucid per intensitat obtingudes per DLS de les
particules obtingudes per a cada concentracio.

En la formacié de nanoparticules de PUR lys utilitzant Tween 80 com a tensioactiu,
I’augment de la concentracié de monomer i de lys suposa un augment del diametre de
les particules tal i com succeia amb els sistemes de nanoparticules de PU i PU PEG
estudiats anteriorment. Les nanoparticules resultants presenten un diametre inferior al de
les corresponents nanoparticules de PU 1 PU PEG estudiades a capitols anteriors. A
’apartat anterior ja es va constatar que les nanoparticules de PUR lys preparades amb
0,06 mmol/g d’IPDI presentaven un diametre més petit que les de PU PEG i aquestes al
seu torn que les de PU. Aquestes diferéncies en el diametre també s’han observat amb
les concentracions d’IPDI de 0,04 mmol/g (PU: 93,40 nm, PU PEG: 88,83 nm i PUR lys:
50 nm) 1 0,08 mmol/g (PU:187 nm, PU PEG: (112 nm<x<143 nm), PUR lys:78 nm).
Amb la concentracié d’IPDI de 0,04 mmol/g i de lys de 0,02 mmol/g (concentracid més
baixa estudiada) es va aconseguir la formaci6 d’una poblaci®6 homogénia de
nanoparticules amb un diametre de 50 nm 1 wuna baixa polidispersitat
(polidispersitat<0,150).

Com es pot observar a la corba de distribuci6 de mides (figura 4.66b), per a la
concentracio6 més elevada, 0,08 mmol IPDI/g de nano-emulsid, s’obtenen dues
distribucions gaussianes de particules (valors de polidispersitat superiors a 0,200). El pic

d’intensitat més elevada correspon a nanoparticules amb una mida que oscil-la entre 20 i
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300 nm (Z-Av. de 80 nm) i el d’intensitat més baixa (cap a 5 um aproximadament) a

agregacions del polimer com a conseqiiéncia de 1’excés de concentracio.

4.2.2.4.2. Influéncia de la temperatura

La influencia de la temperatura també s’ha estudiat en la formacié de nanoparticules de
PUR lys a partir de nano-emulsions O/W. Les nanoparticules s’han preparat a partir de
la composicié amb una concentraci6 d’aigua del 90% p/p 1 una relacio en pes O/T 10/90
del sistema aigua/Tween 80/Miglyol 812 amb lys incorporada. Les concentracions de
monomer i biomaterial seleccionades per a 1’estudi van ser de 0,04 mmol IPDI/g i 0,02
mmol lys/g d’acord amb els resultats obtinguts al capitol anterior. Es va estudiar la
formacio de nanoparticules de PUR lys en un rang de temperatures compres entre 55 i
80°C. Les nano-emulsions preparades a 25°C per metodes de baixa energia amb els
monomers incorporats es van sotmetre a les diferents temperatures a estudiar durant un
temps de polimeritzacié de 4 hores. La caracteritzacio de les nanoparticules obtingudes
es va dur a terme per DLS a 25°C després de deixar refredar les mostres en un bany
termostatat.

A la Fig. 4.67 s’han representat els diametres de particula determinats per DLS de les
composicions amb lys per a cada temperatura. A titol comparatiu s’han representat
també els resultats que s’havien obtingut amb les nanoparticules de PU PEG (apartat

42223.3).
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Fig. 4.67: Variacio del diametre de particula (grafic de barres) i de la polidispersid (grafic de dispersio de
punts) en funci6 de la temperatura per a nanoparticules de PUR lys i de PU PEG peparades a partir de la
composicid del sistema aigua/ Tween 80/ Miglyol 812 amb un 90% d’aigua i una relacié O/T 10/90 .
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En la formacio de nanoparticules de PUR lys també s’observa un increment del diametre
de particula amb la temperatura. A I’apartat 4.2.2.3.3 ja s’ha explicat que quan s’empren
temperatures més baixes la reaccid de polimeritzacié s’alenteix considerablement
facilitant I’obtencié de nanoparticules amb un diametre més petit. Per a la formacié de
nanoparticules de PUR lys es va requerir una temperatura superior a 65°C per a
I’obtencid de sistemes de baixa polidispersitat (a temperatures inferiors es detectava
encara la presencia de gotes de nano-emulsié per DLS). Les nanoparticules de mida més
petita (63 nm) i amb un index de polidispersitat inferior a 0,150 es van obtenir amb la
temperatura de 70+2°C.

La temperatura d’eleccio tant per a la preparacié de nanoparticules de PUR lys com de
PU PEG va resultar ser la mateixa (70+£2°C). Si es comparen els diametres de particula de
les nanoparticules de PUR lys i PU PEG per a cadascuna de les temperatures estudiades
es pot observar que les nanoparticules que contenen lys sén de mida molt més petita

malgrat que s’ha utilitzat el doble d’IPDI per a la seva preparacio.

4.2.2.4.3. Influéncia de la concentracio O/T

Com ja s’ha explicat anteriorment, la concentracid de tensioactiu és un factor a
considerar en la preparacié de nanoparticules a partir de nano-emulsions.

La influéncia de la concentraci6 de tensioactiu en la preparacié de nanoparticules de
PUR lys s’ha estudiat tant en processos de polimeritzacié micel-lar com en processos de
polimeritzacid en nano-emulsions. Per a desenvolupar aquests estudis s’ha determinat el
diametre de particula de diverses composicions preparades amb diferents relacions
Miglyol 812/Tween 80. En 1’apartat 4.2.2.3.4 ja s’ha explicat que el component olios
seleccionat no interfereix en la reaccid de polimeritzacid i per tant no hauria d’influir en
els resultats obtinguts. Aixi, s’han preparat composicions amb un 90% d’aigua i una
relacié en pes O/T de 0/100, 5/95, 10/90 1 15/85, utilitzant una concentraci6 de 0,04
mmol d’IPDI /g 1 0,02 mmol de lisina /g per tal de mantenir una estequiometria de 2:1
(relacio estequiometrica Optima entre el diisocianat i el biomaterial determinada
experimentalment). La concentracié d’IPDI i de lys es va seleccionar d’acord amb els
estudis desenvolupats al capitol 4.3.6.1.

Per a obtenir les nanoparticules, les composicions preparades a 25°C, es van portar a una
temperatura de 70+2°C (temperatura d’eleccio, apartat 4.2.2.4.2) durant 4h. Les

nanoparticules es van caracteritzar per Dynamic Light Scattering a 25°C just després de
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ser preparades. Els resultats obtinguts es mostren a la Fig 4.68 on s’ha representat el
diametre de particula 1 la polidispersitat vers la relacié O/T de les nanoparticules de PUR

lys i de les composicions preévia polimeritzacio.
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Fig. 4.68: Diametre de particula en nm (grafic de barres) i polidispersitat (grafic de dispersio de punts) en
funcié de la relacié en pes oli/tensioactiu (O/T) per a composicions del sistema aigua/Tween 80/Miglyol
812 amb la lys incorporada. La grafica 4.68a correspon a les nanoparticules de PUR lys i la grafica 4.68b a
les composicions inicials abans de polimeritzar.

A la Fig 4.68a s’observa que el diametre de les nanoparticules de PUR lys disminueix
amb la relacié O/T. Aquesta mateixa tendencia ja s’havia observat a 1’apartat 4.2.2.3.4
amb les nanoparticules de PU PEG. La influéncia del tensioactiu en la reaccidé de
polimeritzaci®é queda patent en aquest estudi, ja que s’han mantingut els mateixos
parametres de polimeritzacio per a totes les composicions estudiades i no s’ha variat la
concentracio de lys. Com ja s’ha explicat a capitols anteriors, el tensioactiu i biomaterial
(amb grups reactius) competeixen pel monomer. Si es manté la concentracié de lys
constant i es produeixen canvis en el diametre de les nanoparticules, aquests serien
deguts probablement al tensioactiu, que és 1’unic factor que s’ha modificat. Per tant, la

disminucié del diametre de particula seria conseqiiéncia de la reduccido de la

concentracid de tensioactiu.
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Les nanoparticules amb un diametre més petit (56,36 nm) s’aconsegueixen per a la
relaciéd O/T 15/85 mentre que les de mida més gran (97,30 nm) corresponen a la relacid
O/T: 0/100. Malgrat aquests resultats, s’ha de tenir en compte [’augment de la
polidispersitat del sistema, per tant les nanoparticules amb un diametre més petit (70 nm)
pero amb una polidispersitat <0,150 correspondrien a la relacié O/T: 10/90.

Si es comparen les nanoparticules obtingudes amb els estudis realitzats al capitol
4.2.23.4 amb nanoparticules de PU PEG, novament s’observa que s’obtenen
nanoparticules de mida més petita quan s’utilitza la lys com a biomaterial tot i utilitzar-
se el doble de concentracio d’IPDI. En ambdds estudis es va emprar la mateixa
temperatura 1 temps de polimeritzacio.

A la figura 4.68b s’ha representat el diametre de gota en funcid de la relacié O/T de les
composicions inicials. En aquest cas, s’observa un augment de la mida de les gotes i de
la polidispersitat en augmentar la concentracid d’oli i disminuir la de tensioactiu
(relacions O/T elevades), en concordanca amb les referéncies bibliografiques
consultades (Sadurni, 2005; Liu, 2006; Sole, 2006; Pey, 2006). Per altra banda, la
preséncia de lys en les formulacions amb Tween 80 comporta una disminuci6é del
diametre de gota, a diferéncia del que s’havia observat en el sistema amb Cremophor EL
(apartat 4.2.2.4). La mida de gota determinada per DLS de les composicions sense lys va
ser de 8,91 nm, 9,80 nm, 12,64 nm, 15,61 nm per a les relacions O/T: 0/100, 5/95, 10/90
1 15/85 respectivament (veure Fig 4.17). En el mateix ordre perd amb lys incorporada,
les mides de gota han sigut de 6,87 nm, 7,13 nm, 7,48 nm i 10,55 nm. Les modificacions
en el diametre de les gotes podrien explicar-se per la disposicid majoritaria de la lys a la

interficie oli/aigua.

4.2.2.5. Preparacio de nanoparticules de PUR amb biotina i estreptavidina (PUR
biot i PUR strep)

La formacio de nanoparticules de PUR amb biotina o estreptavidina (descrites a 1’apartat
4.2.2.1) és d’especial interés per a aconseguir sistemes d’alliberacié controlada de
principis actius amb una major especificitat d’accid (Goodwin, 2001; Nobs, 2006; Pan,
2008).

Per a la preparacié de les nanoparticules de PUR amb biotina (PUR biot) i amb

estreptavidina (PUR strep) es va seleccionar la composicid amb una concentracio
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d’aigua del 90% (p/p) 1 una relacid O/T: 10/90 del sistema aigua/ Tween 80/ Miglyol
812. Les nano-emulsions es van preparar a 25°C pel metode descrit al capitol 3.3.2. La
polimeritzacid va consistir en aplicar una temperatura de 70+£2°C durant 4h. A la taula
XXXI es mostra la composicié de cada formulacié i els parametres morfometrics

(diametre de particula 1 polidispersid) determinats per DLS a 25°C.

Taula XXXI: Composicid, diametre de particula i index de polidispersitat determinats per DLS a 25°C de
nanoparticules amb biotina o amb estreptavidina com a biomaterial.

Relacié O/T Monomer i biomaterial Relacié estequiométrica  Diametre de particula P
(mmol/g) (IPDI: biomaterial) (Z-Average (nm))

Miglyol 812/Tween 80: 10/90 Biotina (0,005) 2:1 60,90 nm 0,198
IPDI (0,01)

Miglyol 812/Tween 80: 10/90 Biotina (0,005) 4:1 102,33 nm 0,065
IPDI (0,02)

Miglyol 812/Tween 80: 10/90  Estreptavidina (2*107°) 10000:1 56,20 nm* 0,276*
IPDI (0,002)

Miglyol 812/Tween 80: 10/90 Estreptavidina (2*10’5) 100000:1 69,43 nm 0,133
IPDI (0,02)

* El valor del diametre de particula com a Z-Average no es pot considerar del tot fiable ja que 1’index de
polidispersitat va ser superior a 0,250.

Nanoparticules de PUR biot: La concentracié de biotina que s’ha utilitzat correspon a
la solubilitat maxima del biomaterial a la nano-emulsié (0,122% p/p que correspon a
0,005 mmol/g). Inicialment, les nanoparticules es van preparar mantenint la relacio
estequiometrica IPDI i biotina de 2:1 considerada idonia per a la preparacidé de
nanoparticules de PUR (veure apartat 4.2.2.4). Malgrat que es van obtenir nanoparticules
amb un diametre de 60,9 nm, 1’index de polidispersitat va ser forca elevat (0,198) 1 part
de les gotes de nano-emulsio quedaven sense polimeritzar. Per aquesta rad es va decidir
incrementar al doble la concentracié d’IPDI (relacid estequiométrica entre I’IPDI i la
biotina de 4:1). Amb aquesta nova relacid, el diametre va augmentar considerablement
(nanoparticules de 102 nm), perd es va aconseguir la formacié d’un sistema amb un
index de polidispersitat inferior a 0,100.

En relaci6 a les nanoparticules de PU estudiades a I’apartat 4.2.2.2 per a la mateixa
concentracio d’IPDI, les nanoparticules de PUR biot (102,33 nm) s6n de mida més gran
que les de PU (83 nm). Tenint en compte que es va mantenir la concentracié de
tensioactiu 1 que els parametres de polimeritzacidé van ser els mateixos, I’increment de

diametre s’explicaria per la reaccid entre I’IPDI i els grups amino de la biotina. No
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obstant, com ja s’ha observat amb les nanoparticules de PU PEG i de PUR lys, no es pot
descartar la reaccio entre I'IPDI i els grups OH del tensioactiu. Cal remarcar que les
nanoparticules de PUR biot (102 nm) son considerablement més grans que les de PUR
lys (63 nm) malgrat haver-se utilitzat la meitat de la concentracio d’IPDI per a la seva
preparacid. Aquest fet podria explicar-se per la disposicio dels grups amino a les
respectives estructures quimiques ja que en el cas de la lys les amines son primaries
mentre que en el cas de la biotina trobem dues amines secundaries formant part d’una

estructura ciclica molt més voluminosa (capitol 3.1.2.5).

Nanoparticules de PUR strep: Per a la preparacio de nanoparticules amb estreptavidina
es va considerar una estequiometria entre 1I’IPDI i el biomaterial de 10000:1 1 100000:1.
S’ha emprat una concentracié molt elevada d’IPDI en relaciéd al biomaterial ja que
I’estreptavidina conté un gran nombre d’aminoacids (160 aa per subunitat) i per tant hi
haura molts grups amino disponibles capagos de reaccionar amb els grups isocianats de
I’IPDI. Com era d’esperar, les nanoparticules amb un menor diametre de particula
(56,20 nm) es van obtenir per a la concentracié d’IPDI més baixa pero la polidispersitat
va ser molt elevada (0,276) 1 per DLS es detectava encara la preséncia de gotes de la
nano-emulsio. Aquest fet pot ser degut a que s’ha utilitzat una temperatura de
polimeritzacid baixa o una concentraci6 d’IPDI insuficient. L’increment de Ia
temperatura no es va considerar ja que com s’ha observat en capitols anteriors, podria
afavorir-se la reaccié de I’IPDI amb 1’aigua. En incrementar-se la concentracié d’IPDI,
es va obtenir una Unica poblacié de nanoparticules amb un diametre de 69,43 nm i una
polidispersitat inferior a 0,150 indicant un estreta distribuci6 de la mida de particula. Les
nanoparticules de PUR strep obtingudes presenten un diametre inferior a les
nanoparticules homologues de PU (83 nm) preparades a les mateixes condicions de
polimeritzacio, concentracid de Tween 80 i concentracié d’IPDI (apartat 4.2.2.3). En
relacid a les nanoparticules de PUR biot descrites anteriorment, també s’observa una
disminucié considerable de la mida de particula (102,33 nm (PUR biot) enfront 69,43
nm (PUR strep)). Per tant, la reduccié del diametre de particula sembla ser deguda a
I’efecte de I’estreptavidina adsorbida a la interficie oli/aigua de les gotes. Cal destacar
que tant els grups amino com els grups carboxilics presents en els diferents aminoacids
de D’estreptavidina son susceptibles de reaccionar amb I’IPDI (veure capitol 1.2.4). No

es van observar diferéncies importants en el diametre de les gotes de les nano-emulsions
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previa polimeritzacid (12,64+ 1,18 per a la nano-emulsio sense biomaterial 1 11,30 nm

per a la nano-emulsié amb estreptavidina).

4.2.2.6. Estabilitat de nanoparticules

La preparacié de nanoparticules de poliureta i poliurea a partir de PEG 400 1 altres
biomaterials que modifiquen la hidrofobicitat de la superficie fent-la més hidrofila,
suposa un avantatge important en relacié a les nanoparticules de poliureta preparades
sense biomaterial. Com ja s’ha explicat anteriorment, el recobriment de la superficie de
les nanoparticules amb biomaterials, dificultaria el reconeixement per part de les
cel-lules del sistema immunitari de 1’organisme i les particules podrien romandre més
temps al torrent sanguini (Fontana, 2001; Gref, 1995). Per aquest motiu es van
seleccionar per a fer els estudis d’estabilitat tinicament aquelles nanoparticules que
contenien PEG 1 biomaterials (nanoparticules de PU PEG, PUR lys, PUR biot i PUR
strep). En un primer bloc s’han estudiat les composicions preparades amb PEG 400 i lys
1 posteriorment es mostren els resultats d’estabilitat corresponents a les formulacions
amb biotina i estreptavidina.

L’estabilitat de les nanoparticules de PU PEG i PUR lys s’ha estudiat determinant com es
modifica el diametre de particula en funcié del temps per DLS a 25°C. Les
nanoparticules s’han preparat amb la concentracidé de monomer i biomaterial 1 a la
temperatura amb les que s’han obtingut millors valors dels parametres morfometrics
(diametre de particula i index de polidispersitat més baixos). Com a medi de
polimeritzaci6 s’han emprat nano-emulsions amb un 90% d’aigua del sistema
aigua/Tween 80/ Miglyol 812 a les quals se’ls hi ha incorporat PEG 400 o lys.

A la Fig. 4.69 es troben representades les composicions amb PEG 400 i1 lys. S’ha
determinat la variacid del diametre de les nanoparticules en funcié del temps per a

diferents relacions O/T durant 6 mesos.
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Fig. 4.69: Z-Average en nanometres en funcio del temps per a nanoparticules amb PEG 400 o lisina (PU
PEG i PUR lys) amb diferents relacions O/T del sistema aigua/Tween 80/ Miglyol 812.

Les nanoparticules que presenten una variacié menor enfront a la mida inicial, tant per a
les composicions amb PEG 400 com per a les que contenen lys, corresponen a la relacié
en pes O/T: 5/95 ja que no s’observen diferéncies significatives en el diametre de
particula amb el temps. De fet, amb la relaci6 O/T: 5/95 s’havien obtingut les
nanoparticules de PU PEG i PUR lys amb una polidispersitat més baixa (<0,100) d’acord
amb els estudis desenvolupats als apartats 4.2.2.3.4 1 4.2.2.4.3. Per a la resta de
composicions, durant els primers 30 dies es produeix un petit increment de la mida de
les particules degut a que es produeix un cert grau d’agregacié pero, posteriorment, el
diametre roman constant amb el temps. La polidispersitat d’aquestes composicions
(relacio en pes O/T: 10/90 i 15/85) va anar disminuint progressivament a mesura que
augmentava la mida de particula fins arribar a valors inferiors a 0,100. En estabilitzar-se
la mida de particula, ja no es van observar més variacions de la polidispersitat. Les
particules es van conservar a 25°C durant tot el temps que ha durat I’estudi (192 dies) 1

visualment no es van observar canvis significatius en el seu aspecte.
La Fig.4.70 correspon als estudis d’estabilitat de nanoparticules de PUR biot 1 PUR strep

sintetitzades amb diferents concentracions de monomer perd mantenint la mateixa

concentracio de biomaterial. Aixi, per a la biotina s’han estudiat les relacions
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estequiometriques IPDI:biot de 2:1 1 4:1 1 per a I’estreptavidina les relacions IPDI:strep
de 10000:1 1 100000:1. Les nanoparticules de PUR biot i PUR strep s’han mantingut a
una temperatura de 4°C per a la seva conservacid, malgrat que totes les determinacions
amb DLS s’han dut a terme a 25°C. Les nanoparticules es van emmagatzemar a 4°C per
tal de preservar la integritat de 1’estreptavidina 1 la biotina ja que ambdods biomaterials
son més estables a aquesta temperatura (apartat 3.1.2.5). Les composicions es van deixar
temperar a 25°C previa caracteritzacid per DLS. Les determinacions del diametre de
particula s’han realitzat durant 6 mesos durant els quals les mostres no han experimentat

canvis en el seu aspecte.
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Fig. 4.70: Z-Average en nanometres en tuncio del temps per a nanoparticules de PUR biot i PUR strep
amb diferents relacions estequiometriques IPDI/biot i IPDI/strep sintetitzades a partir de nano-emulsions
del sistema aigua/Tween 80/ Miglyol 812.

Totes les composicions estudiades presenten una elevada estabilitat cinética tot i que es
podrien donar fenomens d’agregacio durant els primers dies que es manifesten amb un
increment del Z-Average. Les nanoparticules amb una concentracid de monomer més
baixa (PUR biot 2:1 i PUR strep 10000:1) presenten un diametre de particula més petit
que aquelles que tenen major concentracid, perd en relacié a 1’estabilitat totes les
composicions estudiades es comporten de manera similar. La polidispersitat de les
composicions PUR biot 2:1 i PUR strep 10000: 1, superiors a 0,150 inicialment, van
anar disminuint amb el temps fins a valors inferiors a 0,100. Tenint en compte que en

aquestes composicions coexistien nano-emulsié i nanoparticules de PUR, la disminucié
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de la polidispersitat podria estar relacionada amb fenomens de maduracié d’Ostwald que
afecten les gotes de nano-emulsi6 (apartat 4.1.4). En la composiciéo PUR biot 4:1, no es
van observar canvis en el valor de la polidispersitat (<0,100 independentment del temps)
malgrat I’augment del Z-Average durant els primers 30 dies d’estudi. Pel que fa a les
nanoparticules de PUR strep preparades amb una relacié IPDI:strep de 100000:1, la
polidispersitat del sistema no es va modificar practicament durant tot el periode de temps

estudiat (192 dies) mantenint-se a uns valors propers a 0,140.

Resuspensio de les nanoparticules de PU PEG, PUR lys, PUR biot i PUR strep després
de laplicacio d’ultracentrifugacio

Degut al diametre tan petit que presenten les nanoparticules, per a poder-les separar del
medi on es troben en suspensid, s’ha d’aplicar una forga centrifuga molt elevada i com a
conseqiiencia les nanoparticules tendeixen a agregar-se i compactar-se, perdent la seva
identitat i dificultant la seva resuspensio (Vauthier, 2008).

S’ha estudiat la influéncia del procés de centrifugacid en la resuspensio de les
nanoparticules de PU PEG, PUR lys, PUR biot i PUR strep. Les nanoparticules es van

preparar a les concentracions d’IPDI i de biomaterial segiients:

- PU PEG: (0,02 mmol/g IPDI: 0,02 mmol/g PEG 400), relaci6 (1:1))

- PUR lys (0,04 mmol/g IPDI: 0,02 mmol/g lys), relacié (2:1))

- PUR biot (0,02 mmol/g IPDI: 0,005 mmol/g biot), relacio (4:1))

- PUR strep (0,02 mmol/g IPDI :2*10” mmol/g strep, relacié (100000:1))

Aquestes concentracions corresponen als valors Optims per a obtenir una mida de
particula i una polidispersitat adequades (@ <100 nm i P< 0,150) segons els estudis
desenvolupats als respectius capitols.

Les nano-emulsions previes es van preparar a 25°C amb una relacié en pes O/T:10/90 i
una concentracid d’aigua del 90% p/p. Per a dur a terme la polimeritzacid, les
composicions es van sotmetre a una temperatura de 70+2°C durant 4 hores.

Una vegada formades les nanoparticules es van deixar reposar a 25°C durant 24 hores.
Posteriorment, les suspensions de nanoparticules es van centrifugar a 40000 rpm durant
1 hora. El concentrat de nanoparticules recollit (“pellet”) es va deixar dessecar a 25°C

fins a D’eliminacié total de I’aigua del sobrenedant. Les composicions finals es van
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reconstituir facilment amb aigua MilliQ homogeneitzant Unicament amb agitacid
mecanica (vortex).

Les suspensions de nanoparticules resultants es van caracteritzar per DLS a 25°C. A la
figura 4.71 es mostren els resultats del diametre de particula de les composicions després

de ser reconstituides i de les nanoparticules abans de ser centrifugades.

- Hl Resuspensié [ Suspensio inicial de NP

120 |

Diametre de particula
(Z-Average (nm))

PUR strep PUR biot PU PEG PUR lys

Fig. 4.71: Diametre de les nanoparticules de PUR strep, PUR biot, PU PEG i PUR lys reconstituides
després de la centrifugacio i de les nanoparticules amb els mateixos components que no han estat sotmeses
a cap manipulacio.

Com es pot observar a la figura 4.71, el diametre de les nanoparticules una vegada
centrifugades 1 reconstituides, no es modifica significativament durant el procés de
separacio i concentracid. Practicament es van obtenir els mateixos valors de diametre de

particula que en les formulacions que no havien estat sotmeses a ultracentrifugacio.

Liofilitzacio de nanoparticules de PU PEG i PUR lys

S’han preparat nanoparticules de PU PEG i de PUR lys a partir de les nano-emulsions
corresponents amb les concentracions de monomer i biomaterial idonies d’acord amb els
estudis anteriors. La polimeritzaci6 ha consistit novament en 1’aplicaci6 d’una
temperatura de 70+2°C sobre les formulacions durant 4h. Una vegada formades les
nanoparticules s’han deixat reposar a 25°C. Posteriorment, s’ha procedit a la seva
liofilitzacid previa congelacié amb una mescla de neu carbonica i acetona. L’addicio de
crioprotectors tals com sucrosa o trealosa no va ser necessaria ja que les mostres no es
van alterar durant el procés de congelacio. Les mostres es van liofilitzar a una
temperatura de -89°C 1 una pressié < 0,1 mbar durant 48 hores. A la figura 4.72 es pot

observar ’aspecte de les mostres després de la liofilitzacio.
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PUR lys

Fig.4.72: Aspecte del liofilitzat de les nanoparticules de PUR lys i de PU PEG.

Les mostres liofilitzades presenten una aspecte de gel enlloc d’obtenir-se una pols fina
degut a I’estructura del polimer emprat i a la preséncia de concentracions elevades de
tensioactiu.

Una vegada liofilitzades les suspensions de nanoparticules es van reconstituir facilment
amb aigua milliQ utilitzant agitacié mecanica. Les composicions obtingudes presentaven
el mateix aspecte macroscopic que les supensions incials, és a dir, composicions
liquides, translucides, blavoses 1 abséncia d’agregats visibles. Per a corroborar que les
nanoparticules havien mantingut les seva identitat durant el procés de liofilitzacio, les
composicions reconstituides es van caracteritzar a 25°C per DLS. A la figura 4.73 s’ha
representat el diametre de particula de les composicions inicials i el diametre obtingut

amb les mostres reconstituides després de la liofilitzacio.
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Fig. 4.73: Diametre de particula de la suspensio inicial i del liofilitzat després de ser reconstituit.

No s’han observat diferéncies significatives en el diametre de particula abans i després

del procés de liofilitzacio mantenint-se la integritat de les nanoparticules de PU PEG i
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PUR lys amb la qual cosa la liofilitzacié podria ser un metode efica¢ per a incrementar
I’estabilitat de les composicions.

La mida de particula de les mostres liofilitzades es va tornar a determinar per DLS en el
transcurs de 2 anys. Es va obtenir un diametre de particula de 67,9 nm per a les
nanoparticules de PU PEG i1 de 56,5 nm per a les nanoparticules de PUR lys que es
corresponen amb la mida de particula de la suspensié aquosa inicial. Les polidispersitats
obtingudes van ser inferiors a 0,150, indicant que es tracta de sistemes de baixa
polidispersié. Per tant, la liofilitzacio millora considerablement 1’estabilitat de les

nanoparticules de PU PEG i de PUR lys ja que s’eviten els fenomens d’agregacio.

4.2.2.7. Caracteritzacio estructural de nanoparticules

4.2.2.7.1. Caracteritzacio de les nanoparticules de PU PEG, PUR lys, PUR biot i PUR strep
mitjancant FT- IR

La caracteritzacid de I’estructura quimica dels polimers obtinguts mitjancant la
transformada de Fourier en espectroscopia d’infraroig permet identificar qualitativament
la correcta formaci6 dels polimers de poliureta i poliurea i1 detectar la preséncia dels
productes que provenen de reaccions secundaries.

La figura 4.74 correspon als espectres d’infraroig de I'IPDI, el PEG 400 1 alguns
biomaterials (biotina 1 lys) 1 la figura 4.75 als espectres FT-IR de les nanoparticules de

PU PEG, PUR lys, PUR biot i PUR strep.

PEG 400
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Fig. 4.74: Espectre FT-IR del monomer i alguns biomaterials implicats en la reaccio de polimeritzacid: a)
IPDI (Tiarks., 2001), biotina, lisina , PEG 400 (Sigma-Aldrich, 2007).
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Fig. 4.75: Espectres FTIR corresponents a nanoparticules formades a partir de la reaccio del diisocianat
d’isoforona amb el PEG 400, la lisina, ’estreptavidina o la biotina.

La finalitzaci6 de la reaccio de policondensaci6 entre I’IPDI i els diferents monomers,
sense 1’addicié de catalitzadors, s’ha pogut confirmar per les analisis de FT-IR en
comparar els espectres d’infraroig del reactiu (Fig.4.74a) segons la bibliografia (Tiarks,
2001) 1 dels productes resultants (Fig.4.75), per la desaparicié de la banda d’absorcid del
grup diisocianat (2270 cm™) després del procés de polimeritzacio.

L’espectre de les diferents nanoparticules obtingudes per la reaccié entre I’IPDI i el
poliol o les diamines, mostra bandes d’absorcié a 1639-1740 cm™ corresponents a la
vibraci6 del grup carbonil de les urees i els poliuretans respectivament, a 1560 cm™ per a
la vibracié dels grups C-N i a 3400 cm™ per a la vibracié del grup amino. La preséncia
d’aquestes bandes juntament amb 1’aparici6 de la vibracié del grup amida a 2800 cm™ és
una forta evidéncia de la formacié de polimers de poliureta i poliurea (Tiarks, 2001;
Durrieu, 2004; Zanetti-Ramos, 2006). En I’espectre d’absorcio de les nanoparticules
també s’ha pogut detectar una banda sobre 1112-1118 cm™ caracteristica de

I’estretament de 1’enllag C-O-C atribuida a la presencia del tensioactiu Tween 80. EI fet
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que no s’hagin observat diferéncies significatives entre les diferents formulacions és
degut a que la técnica utilitzada permet detectar la formacio del polimer i la finalitzacio
de la reaccid6 de polimeritzacid perd no ¢s especifica per a distingir entre les
nanoparticules de poliureta i les de poliurea ja que els enllagos formats son molt similars

en ambdues especies quimiques.

4.2.2.7.2.Caracteritzacio de les nanoparticules obtingudes per TEM

Les nanoparticules de PU 1 de PUR preparades amb PEG 400 i biomaterials es van
caracteritzar per Microscopia Electronica de Transmissid prévia tincid negativa amb
acetat d’uranil a 1’1%. La preparaci6 de les mostres per a la seva observacié amb TEM
es troba detallada al capitol 3.3.5.2.

A continuacié es mostren les imatges obtingudes amb TEM de les nanoparticules de PU
PEG, PUR lys, PUR biot i PUR strep preparades a 70°C.

La Fig.4.76 correspon a nanoparticules de poliureta (PU PEG) preparades a partir de
nano-emulsions amb una relacié O/T en pes 10/90 i una concentracié d’aigua del 90%
(p/p) del sistema aigua/Tween 80/Miglyol 812 a les quals se’ls va incorporar PEG 400 i
IPDI a una concentracidé de 0,02 mmol/g. Les nanoparticules es van observar a diferents

augments.

271



Resultats 1 Discussid

Fig 4.76: Nanoparticules de PU PEG (concentracié IPDI i PEG 400 de 0,02 mmol/g) observades per TEM
a diferents augments.

Les imatges de TEM mostren una poblaci6 homogeénia de nanoparticules
isodiametriques, de forma arrodonida i amb un didmetre de particula que oscil-la entre
40 i 80 nm, en les que es pot observar un embolcall polimeric ben estructurat i
completament definit. Els diametres de particula obtinguts per TEM concorden amb les
determinacions realitzades per DLS a 25°C en les quals es va obtenir un diametre de
particula de I’ordre de 70 nm i una baixa polidispersitat (P<0,150). A les micrografies

electroniques no es van observar nanoparticules de mida superior als 100 nm.

La substitucioé del PEG 400 per un polietilenglicol de pes molecular inferior, PEG 200,
utilitzant la mateixa nano-emulsié com a medi de polimeritzacio, dona lloc a la formacio

de nanoparticules de poliureta (PU) amb un diametre de particula inferior com ja s’ha

272



Resultats 1 Discussid

constatat al capitol 4.2.2.3.2. A la figura 4.77 es mostren les imatges de TEM de les
nanoparticules obtingudes amb PEG 200.

Fig. 4.77: Micrografia electronica de nanoparticules de PU PEG preparades amb PEG 200 a una
concentracio de 0,02 mmol/g.

A les imatges de TEM, es pot observar una unica poblacié de nanoparticules
isodiameétriques, ben delimitades i amb un important contrast respecte el fons de la
preparaci6. Les nanoparticules presenten un diametre al voltant de 50 nm corresponent
al diametre promig calculat del recompte de 100 particules. Els resultats concorden amb
els valors de Z-average obtinguts amb DLS (Z-Average:54,53 nm, P:0,127). Les
nanoparticules de PU PEG preparades amb PEG 200 son considerablement més petites
que les obtingudes amb PEG 400. L’agrupacio de les nanoparticules formant diferents

figures podria ser conseqiiéncia de la tincid negativa amb acetat d’uranil.
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La figura 4.78 correspon a les nanoparticules de poliurea preparades amb lisina (PUR
lys) a una concentracié de 0,04 mmol/g a partir de nano-emulsions amb un 90% (p/p)

d’aigua i una relaci6 en pes O/T: 10/90 del sistema aigua/Tween 80/ Miglyol 812.

Fig. 4.78: Imatge obtinguda per TEM de nanoparticules de PUR lys preparades a una concentracio d’IPDI
i de lys de 0,04 mmol/g i 0,02 mmol/g respectivament.

Com es pot observar a la micrografia, les nanoparticules de PUR lys sintetitzades
mantenint les mateixes condicions de polimeritzacié (temps 1 temperatura) que per a
formar les particules amb PEG 400, son de mida més petita (uns 20 nm
aproximadament) que les de PU PEG. Amb la lys com a biomaterial es van obtenir
nanoparticules de 1’ordre dels 50 nm, resultats que concorden amb els estudis de DLS
(veure apartat 4.2.2.4.1). A la imatge es poden observar fins i tot algunes nanoparticules
de diametre inferior. Si es comparen amb les nanoparticules de PU PEG preparades amb
PEG 200 s’ha de tenir en compte que tot i obtenir-se nanoparticules d’una mida similar,
s’ha utilitzat una concentracié for¢a superior d’IPDI en la preparacié de les
nanoparticules de PUR lys.

En relacio a la morfologia, les nanoparticules de PUR lys també soén de forma
arrodonida, isodiameétriques 1 amb una coberta polimeérica continua, ben definida 1

contrastada.
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Les nanoparticules de poliurea (PUR) també es poden formar a partir de la reaccio entre
la biotina 1 ’IPDI (PUR biot) com ja s’ha constatat a 1’apartat 4.2.2.5. A la figura 4.79

es mostren les imatges obtingudes amb TEM de les nanoparticules amb biotina a una

concentracio de 0,005 mmol/g observades a diferents augments.

200 nm

Fig. 4.79: Micrografies electroniques de les nanoparticules de PUR biot preparades amb una concentraciod
de biotina de 0,005 mmol/g i d’IPDI de 0,02 mmol/g. A la part inferior de la figura es mostra la imatge
ampliada de les nanoparticules de PUR biot observades a 10° augments.

La caracteritzacié per TEM mostra una poblacié homogenia de nanoparticules de forma
més o menys arrodonida amb un diametre aproximat de 95 nm (els resultats de DLS de
I’apartat 4.2.2.5 indicaven un Z-Average de 102 nm). A la imatge situada a la dreta de la

figura i observada a 10° augments sembla que es perd una mica la morfologia regular de
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les nanoparticules tot i que podria ser conseqiiéncia del procés de preparacio i

observacio de les mostres.

L’elevada reactivitat dels grups -N=C=0 del diisocianat amb grups -NHo, ha suggerit la
possibilitat de poder formar nanoparticules utilitzant proteines que reaccionin amb
I’IPDI. En aquest treball d’investigacid es va emprar com a proteina I’estreptavidina. A
I’apartat 4.2.2.5 ja es va constatar 1’obtencié de nanoparticules de poliurea amb
estreptavidina (PUR strep). La figura 4.80 correspon a les nanoparticules de PUR strep

caracteritzades per TEM i observades a diferents augments.

Fig. 4.80: Imatges obingudes per TEM de nanoparticules de PUR strep observades a diferents augments.

A les imatges de TEM s’observen nanoparticules isodiamétriques d’uns 70 nm de
diametre amb un embolcall polimeric ben estructurat i definit. Les nanoparticules

presenten una estreta distribucié del diametre de particula que corrobora que es tracta
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d’un sistema de baixa polidispersitat. No es van observar nanoparticules de mida

superior als 90 nm.

4.2.2.7.3. Caracteritzacio de les nanoparticules obtingudes per Microscopia de Forca

Atomica (AFM)

L’observacido de les nanoparticules per microscopia de forces atomiques permet
determinar les caracteristiques morfologiques, el diametre de particula, la topografia de
la mostra i fins i tot ’homogeneitat de les composicions. Aixi, les nanoparticules de PU
PEG, PUR lys, PUR biot i PUR strep es van caracteritzar per AFM amb la finalitat de
corroborar 1’esfericitat de les nanoparticules i1 1’homogeneitat de les diferents
composicions. D’acord amb els estudis de Montasser et al (2002) es pot considerar que
es manté la morfologia esférica de les nanoparticules, enteses com a nanoestructures
amb una matriu solida, quan la relacié diametre/alcada de particula és < 4.

Per tal de poder observar les nanoparticules aillades ha estat necessaria una diluci6
minima d’1:50 degut a I’elevada concentraci6 de tensioactiu present a la superficie de la
nanoparticules que afavoreix la seva agregacio. La suspensié de nanoparticules es va
dipositar sobre una lamina de mica fresca (Fitzen-Garcia, 2009) i es va deixar assecar a
una cambra amb corrent de nitrogen per a la seva fixacid durant 12 hores. Les imatges
d’AFM es van obtenir per la modalitat de “tapping” i no per la de contacte, ja que la
preséncia d’elevades concentracions de tensioactiu comportava una facil adhesio a la
sonda.

Tal com s’ha comentat anteriorment, tenint en compte ’elevada reactivitat de I’IPDI, el
grup diisocianat podria reaccionar tant amb els hidroxils del tensioactiu, presents en
totes les formulacions, com amb els grups OH del PEG 400 o els grups amino de la lys,
la biotina i I’estreptavidina. Per tant, es podrien obtenir nanoparticules de diferent
naturalesa dins de la mateixa formulaci6é o bé, el polimer que recobreix les particules,
podria estar constituit conjuntament de productes derivats de la reaccio de I’IPDI amb el
tensioactiu i de la reaccio de I’'IPDI amb el biomaterial. Amb la finalitat de descartar la
possibilitat de I’existencia de dos tipus diferents de nanoparticules dins la mateixa
composicid, es va utilitzar el contrast de fases en la modalitat de “tapping”.

A continuacio, es poden observar diferents imatges topografiques i de contrast de fases

de les diferents nanoparticules estudiades.
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Les figures 4.81, 4.82 1 4.83 corresponen respectivament a les imatges topografiques, de
contrast de fases i 3D obtingudes amb AFM de les nanoparticules de PU PEG preparades
amb una concentracié d’IPDI i de PEG 400 de 0,02 mmol/g. Per a 1’observacio de les

mostres es va aplicar un factor de dilucié d’1:501d’1:125.

Figura 4.81: Imatges topografiques obtingudes per AFM en la modalitat de tapping de les nanoparticules
de PU PEG (concentracid 0,02 mmol PEG/g de nano-emulsi6) observades a una escala de 10 um. Les
imatges corresponen a una dilucio 1:50 de la suspensi¢ inicial de nanoparticules.

A la figura 4.81, en la qual s’ha utilitzat la composicido més concentrada, es pot observar
la preséncia d’uns corpuscles de forma arrodonida que correspondrien a nanoparticules
aillades de PU PEG i la formacid d’agregats voluminosos d’aquestes. El punt més algid
del mapa topografic equival a una alcada de 70 nm. A les imatges, les nanoparticules de
PU presenten la peculiaritat de trobar-se envoltades per una aur¢ola difusa que podria ser
deguda a les diferents capes de tensioactiu i PEG 400 que recobririen la superficie
polimerica. Tant el Tween 80 com el PEG 400 dipositats a la superficie de les
nanoparticules, a través dels grups OH, podrien formar ponts d’hidrogen amb 1’aigua de
tal manera que les molecules d’aigua quedarien fortament retingudes a la superficie
formant diferents capes d’hidratacié (Alves-Pereira, 2008). Cal destacar que aquesta

aur¢ola unicament es va observar en les nanoparticules de PU PEG.
Per tal d’evitar la formacid d’agregats, eliminar 1’excés de tensioactiu i1 evitar la

formacio de capes d’hidratacid durant el procés de preparacid de les mostres, es va

incrementar el factor de dilucio a 1:125.
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0.0 nm

Figura 4.82: Imatge a) topografica i b) de contrast de fases de nanoparticules de PU PEG observades a una
escala de 15x 15um per AFM en la modalitat de tapping. Les imatges corresponen a una dilucié 1:125 de
la suspensio inicial de nanoparticules.

Les imatges d’AFM mostren una poblaci6 homogeénia de nanoparticules de PU de
morfologia aparentment esférica tot 1 la preséncia de diversos agregats constituits
principalment per nanoparticules superposades i immerses en diferents capes de
tensioactiu. Tant a les imatges topografiques com de contrast de fases es pot apreciar
també la formacié de diferents capes dipositades sobre la superficie de mica amb una
alcada compresa entre 2 i 20 nm que podrien correspondre al Tween 80.

A partir de la figura 4.82a, es va determinar el diametre i 1’alcada de 30 nanoparticules
aillades de PU PEG. Les nanoparticules van presentar una estreta distribucié de mides en
relacid6 a aquests dos parametres (diametre 1 al¢ada). El didmetre promig de les
nanoparticules de PU PEG va ser de 167 £30 nm i I’alcada de 61+ 9,8 nm. Per tant, en
concordanga amb la hipotesi postulada per Montasser et al. (2002) esmentada
anteriorment, les nanoparticules presentarien una morfologia esférica, ja que la relacio
diametre/alcada es troba al voltant de 2,8. Per altra banda, la mida de particula
determinada per AFM va ser forca superior a la que s’havia obtingut per DLS (al voltant
de 80 nm), fet que podria explicar-se per un possible aplanament de les nanoparticules
de PU PEG en ser dipositades sobre la mica durant el procés de fixacid 1 secat amb
corrent de nitrogen. L’increment del diametre de particula en relacio als resultats
obtinguts amb DLS en aquest cas, també podria ser degut a la formacié de diferents
capes d’hidrataci6 al voltant de les nanoparticules, com ja s’ha explicat anteriorment. Els

resultats obtinguts concorden amb els estudis desenvolupats per diversos autors
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(Montasser, 2002; Alves-Pereira, 2008; Fritzen-Garcia, 2009) que tamb¢ van

caracteritzar diferents sistemes de nanoparticules per AFM i DLS.

A la imatge de contrast de fases (Fig 4.82b) es pot observar que les nanoparticules son
homogenies en quant a composicid 1 per tant estructuralment idéntiques. El fet que no
s’observin diferéncies entre les nanoparticules a nivell de la composicid €s indicatiu
doncs de I’existéncia d’un Unic tipus d’embolcall polimeric. A I’apartat 4.2.2.3 ja es va
proposar un model de coberta polimérica constituida conjuntament per unitats d’ureta
derivades de la reaccié de I’'IPDI amb el tensioactiu i de I’'IPDI amb el PEG 400. La
formacio de nanoparticules inicament a partir de la reaccio de I’IPDI i el tensioactiu es
va desestimar en base als resultats dels estudis de caracteritzaci6 amb DLS que

evidenciaven I’obtenci6 de nanoparticules de menor diametre en preséncia de PEG.

Les imatges 3D (figura 4.83) posen de manifest com les nanoparticules de PU PEG
queden dipositades sobre les diferents capes de tensioactiu o immerses al seu interior
dificultant la determinacio del diametre de particula i emmascarant la seva morfologia
esferica. Les nanoparticules de PU PEG s’observen com a monticles recoberts amb
denses capes de tensioactiu que sobresurten de la superficie de mica. Per a 1’obtencio

d’aquestes imatges es va emprar la composicid diluida 125 vegades en relacid a la

suspensid aquosa inicial de nanoparticules.

Figura 4.83: Imatge 3D de les nanoparticules de PU PEG observades per AFM a una escala de 15 x 15
pm. Les nanoparticules observades corresponen a una dilucio 1:125 de la suspensio aquosa inicial.
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Les figures 4.84, 4.85 1 4.86 corresponen als estudis de caracteritzacid realitzats amb
AFM de les nanoparticules de PUR lys preparades amb una concentracio de 0,04
mmol/g d’IPDI i de 0,02 mmol/g de lys. Per a la correcta observacio de la mostra va ser

necessaria una dilucid 1:125 de la formulacio inicial.

.00

180.0 nm

90.0 nm

Figura 4.84: Imatge a) topografica i b) de contrast de fases de nanoparticules de PUR lys observades a
una escala de 5x Sum per AFM en la modalitat de tapping. Per a 1’obtencid de les imatges es va dur a
terme una dilucié 1:125 de la suspensi6 incial de nanoparticules.

0.50 1.00 1.50

Hm
pm
Figura 4.85: Imatge a) topografica i b) de contrast de fases de nanoparticules de PUR lys observades a

una escala de 2x 2 pm per AFM en la modalitat de tapping. Les composicions observades corresponen a
una dilucié 1:125 de la suspensid aquosa inicial.
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Com era d’esperar, tenint en compte els baixos valors de polidispersitat obtinguts amb
DLS propis de sistemes amb una distribucid estreta i monomodal de la mida de
particula, a les figures 4.84 1 4.85 (a) es pot observar una Unica poblacidé de
nanoparticules de forma arrodonida i forgca homogenies en quant a diametre de particula.
Amb la finalitat de corrobar I’esfericitat de les nanoparticules de PUR lys, es van
deteminar els diametres i les algades de 30 nanoparticules. Es van obtenir uns valors de
diametre de 65,19+ 6,46 nm i1 d’alcada de 44,44+ 5,19 nm que indiquen que les
nanoparticules de PUR lys séon morfologicament esfériques. Les diferéncies entre
ambdds valors podrien ser degudes a les rugositats que presenta el substrat de mica sobre
el qual s’han dipositat les mostres. Els valors obtinguts concorden practicament amb els
resultats obtinguts per DLS per contra del que succeia amb les nanoparticules de PU PEG
explicades anteriorment. El diametre de les nanoparticules determinat per DLS va ser de
60 nm, les petites diferéncies entre ambdues técniques podrien ser degudes a que en la
caracteritzacid per AFM es té¢ en compte el gruix de la punta. En el cas de les
nanoparticules de PUR lys no s’observa un aplanament de les particules com el que es
produia en les composicions preparades amb PEG 400, degut a diferéncies estructurals a
nivell de I’embolcall poliméric que els conferiria una major rigidesa. Cal destacar que la
lisina €s una molecula molt més petita que el PEG 400, amb la qual cosa la reaccid entre
la lys 1 I’'IPDI donaria lloc a un polimer de poliurea amb unes regions flexibles (“soft

segments”) molt menys voluminoses que per al PEG 400.

A les imatges de contrast de fases (4.84b 1 4.85b), que corresponen a diferents regions de
la mostra, no es van detectar diferéncies de composicio entre les nanoparticules. Per tant,
es pot desestimar la hipotesi postulada a 1’apartat 4.2.2.4 de la formaciéo de
nanoparticules constituides unicament per poliureta i unicament per poliurea dins la
mateixa formulacio. D’acord amb els resultats obtinguts en aquest estudi i tenint en
consideracid els estudis realitzats en capitols anteriors, les nanoparticules de PUR lys
presentarien un embolcall polimeéric format per unitats de poliureta i de poliurea
conjuntament. La formacié exclusivament de nanoparticules de poliureta ja es va
descartar per les diferéncies obtingudes en el diametre de particula entre les

nanoparticules de PU i les de PUR lys (apartat 4.2.2.4).

A continuacid es mostren les imatges 3D obtingudes amb les nanoparticules de PUR lys.
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Figura 4.86: Imatge 3D de les nanoparticules de PUR lys observades per AFM a a) una escala de 2 x 2
pm i b) i ¢) ampliacié del quadrant lateral superior esquerre de la imatge. Les nanoparticules observades
corresponen a una dilucié 1:125 de la suspensio aquosa inicial.

A la imatge a), corresponent a la visualitzaci6 en 3D de les nanoparticules de PUR lys a
una escala de 2 x 2 pm, es pot apreciar tant la morfologia practicament esférica de les
nanoparticules de PUR lys com les irregularitats presents en el substrat de mica fresca
sobre el qual es troben dipositades. Les imatges 3D també han posat en evidencia la

preseéncia de diverses capes de tensioactiu a la mostra.
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L’ampliacié de les imatges (figures b i1 ¢) permet apreciar la superficie llisa de les
nanoparticules de PUR lys que indicaria que durant el procés de formacid de les
nanoparticules no s’ha alliberat dioxid de carboni com a producte de la reaccié no
desitjada amb I’aigua (figura 1.15) ja que I’alliberacié de CO, implicaria la formaci6 de

porus (Jabbari, 2000).

Les figures 4.87 i1 4.88 corresponen a les imatges topografiques i 3D obtingudes amb
AFM de les nanoparticules de PUR biot preparades amb una concentracié d’IPDI de

0,02 mmol/g i de biotina de 0,005 mmol/g. La suspensio inicial de nanoparticules es va

diluir 125 vegades.

pm

Figura 4.87: Imatges topografiques de les nanoparticules de PUR biot observades a una escala a) de 15 x
15 um i b) 7 x 7 um per AFM en la modalitat de tapping. Les imatges corresponen a una dilucié 1:125 de
la suspensio inicial de nanoparticules.

Com es pot observar a les micrografies, la poblacid de nanoparticules de PUR biot ¢és
molt homogenia en relacié al diametre de particula ja que no s’observa una amplia
dispersio de mides. Es va determinar el diametre i 1’alcada de 30 nanoparticules de PUR
biot. El diametre promig obtingut va ser de 204 + 19 nm i1 I’alcada de 98 + 4,66 nm. Els
valors de diametre determinats per DLS es trobaven al voltant de 100 nm (apartat
4.2.2.5). Com ja s’ha explicat en el cas de les nanoparticules de PU PEG, les diferéncies
de diametre podrien ser degudes a una petita deformacié de les nanoparticules de PUR

biot durant el procés de preparacid de les mostres previ a la seva observacio per AFM.
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Pel que fa a la seva morfologia, d’acord amb els estudis desesenvolupats per Montasser
et al. (2002), es podria dir que les nanoparticules preparades amb biotina son forga

esferiques, ja que la relaci6 entre el diametre i I’algada es troba al voltant de 2.

Les imatges 3D van permetre observar amb més detall la morfologia d’aquestes

nanoparticules.

Figura 4.88: Imatges 3D de les nanoparticules de PUR biot observades per AFM amb la modalitat de
tapping. Les imatges corresponen a una dilucié 1:125 de la suspensi6 inicial de les nanoparticules.

A les imatges es poden observar nanoparticules de PUR biot de morfologia esférica tot i
que queden lleugerament endinsades en el substrat de mica fresca. La seva superficie per
contra del que s’havia observat amb les nanoparticules de PUR lys sembla ser
lleugerament rugosa, fet que podria atribuir-se a un efecte de la punta en contactar amb
la mostra. De fet, durant 1’observacio, es van generar diferents solcs com a conseqiieéncia
de D’arrossegament d’algunes de les nanoparticules, que son indicatius del contacte

d’aquestes amb la punta de I’AFM.

En el cas de les nanoparticules de PUR strep, el procés de preparacio i observaci6 de la
mostra per AFM es trobava dificultat ja que a determinades concentracions i durant el
procés d’assecament es podria produir una cristal-litzaci6 de la proteina com la que

s’observa a la figura 4.89.
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Figura 4.89: Imatge a) topografica i b) contrast de fases obtingudes per AFM a una escala de 2,5 x 2,5 pm
dels cristalls d’estreptavidina.

Per a evitar els processos de cristal-litzacid, es va haver de diluir considerablement la
concentracio de la composicid incial. Les imatges de la figura 4.89 concretament

corresponen a un factor de dilucié 1:75.

A les figures 4.89 i 4.90 es poden observar les imatges topografiques, de contrast de
fases 1 3D de les nanoparticules de PUR strep. Les nanoparticules es van preparar a una
concentracié d’IPDI de 0,02 mmol/g i d’estreptavidina de 2x10™ mmol/g. Per a la seva

observacioé per AFM es va realitzar una dilucié 1:200 de la supensié de nanoparticules.

Hm ‘

Figura 4.89: Imatge a) topografica i b) de contrast de fases de nanoparticules de PUR strep observades a
una escala de 10 x 10 um per AFM en la modalitat de tapping. Les imatges corresponen a una dilucid
1:200 de la suspensio inicial de les nanoparticules.
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Les nanoparticules de PUR strep mostrades a la imatge topografica presenten una
morfologia esferica 1 un diametre de particula homogeni. A partir d’un numero
representatiu de nanoparticules es va determinar el diametre i I’alcada com ja s’havia fet
en els casos anteriors (nanoparticules de PU PEG, PUR lys i PUR biot). Per a les
nanoparticules de PUR strep es va obtenir un diametre de 131 + 24 nm 1 una algada de
52 + 7 nm. En la caracteritzaci6 per DLS s’havia obtingut un valor de diametre promig
de 70 nm. Les diferéncies s’atribueixen principalment al procés de deposicié de la
mostra sobre la superficie de mica que podria donar lloc, com ja s’ha explicat
anteriorment, a un aplanament de les nanoparticules i com a conseqiiéncia a un
increment del seu diametre.

Les imatges de contrast de fases (Fig.4.89b) no indiquen diferéncies de composicio entre
les nanoparticules, per tant I’embolcall polimeric d’aquestes estara constituit pel mateix
tipus de copolimer. A 1’apartat 4.2.2.5 ja es va posar de manifest la participacid de
I’estreptavidina en el procés de polimeritzacid, per tant la coberta polimerica podria
contenir tant unitats d’ureta derivades de la reaccié amb el Tween com de poliurea fruit

de la reaccié amb els grups amino de ’estreptavidina.

A continuacid es mostren les imatges 3D de les nanoparticules de PUR strep.

Figura 4.90: Imatges 3D de les nanoparticules de PUR strep observades per AFM amb la modalitat de
tapping. Les imatges corresponen a una dilucié 1:200 de la suspensi6 inicial de les nanoparticules.

A les imatges 3D (Fig 4.90) es pot apreciar com les nanoparticules de PUR strep

s’endinsen en el substrat de mica fresca dificultant aixi la seva caracteritzacid. Malgrat

287



Resultats 1 Discussid

aquest fet, a les micrografies encara es pot observar la morfologia relativament esférica

que presenten les nanoparticules de PUR strep.

4.2.2.7.4. Caracteritzacio de les nanoparticules de biotina amb Microscopia Confocal

La biotina, com ja s’ha explicat al capitol 3.1.2.5, és una biomolécula que s’uneix
fortament 1 selectivament a 1’estreptavidina. Gracies a aquesta uni6 les nanoparticules de
biotina s’han pogut marcar amb fluorescencia (el complex fluorescent es troba unit a
I’estreptavidina). A la figura 4.91 es poden observar les nanoparticules de PUR biot
sense el fluorescent 1 les nanoparticules de PUR biot marcades amb el complex atto 565

streptavidin que emet a la franja del taronja-vermell.

b)

Fig.4.91: a) Nanoparticules de PUR biot (marcades amb el complex fluorescent atto 565 streptavidin) i b)
Control negatiu de les nanoparticules de PUR biot, observades per microscopia confocal.

A la figura 4.91a s’observen nanoparticules de biotina-estreptavidina (tincid positiva en
vermell) sobre un fons homogeni de color més atenuat. El marcatge no correspon a
particules aillades sind a agregacions de particules ja que el limit de resolucio del
microscopi emprat es troba al voltant de 200 nm i les nanoparticules observades
presenten una mida de 95-100 nm (determinada per TEM i DLS). Malgrat que la qualitat
de la imatge no és optima, el fet que s’observi marcatge positiu indica que el lloc d’uni6
de la biotina amb I’estreptavidina roman inalterat durant el procés de polimeritzacid. La
figura 4.91b correspon al control negatiu, és a dir les nanoparticules de biotina no

marcades amb fluoresceéncia. Com es pot observar, les nanoparticules estudiades no
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presenten fluorescencia intrinseca amb la qual cosa tota la fluoresceéncia detectada a la

Fig.4.91a és deguda exclusivament a la unié amb les molecules d’estreptavidina.

4.2.2.8. Incorporacio de ketoprofén en nanoparticules seleccionades i cessio a una
solucio receptora

S’ha estudiat la inorporacié d’un antiinflamatori no esteroidal (ketoprofén) en nano-
emulsions 1 nanoparticules de poliureta i poliurea emprant com a component aquds aigua
o PBS (pH: 7,4). Aixi, es van seleccionar composicions preparades amb PEG 400 i amb
lys com a formulacions representatives de nanoparticules de PU 1 PUR respectivament.
En relaci6 a les poliurees (PUR) es van seleccionar les nanoparticules amb lys ja que per
a aquestes composicions s’havien obtingut els diametres de particula més petits
determinats per DLS (~ 50 nm, apartat 4.2.2.4.1). El ketoprofén presenta uns valors de
solubilitat maxima en aigua de 0,014% 1 en PBS (pH:7,4) de 0,41%, determinats
experimentalment mitjangant HPLC.

Els estudis per a determinar la solubilitat maxima del ketoprofén van consistir en la
incorporacidé progressiva de petites quantitats de farmac a les mescles préviament
preparades fins a 1’aparicid de precipitat o d’un canvi significatiu en les composicions
que indicaria que s’ha assolit la maxima concentracié de solubilitzacid (veure capitol
3.3.7). Les mescles corresponents a nano-emulsions i nanoparticules es van opacificar en
excedir-se la concentracid maxima de solubilitzacid, fet que indicaria que s haurien
produit modificacions importants en I’estructura interna de les gotes o particules de la
fase dispersa. Per a algunes composicions, aquestes modificacions van comportar fins i
tot la desestabilitzacid del sistema. Per tant, per a determinar la concentracié maxima de
solubilitzacio es van preparar nano-emulsions 1 nanoparticules amb una concentracié de
ketoprofén lleugerament inferior a aquella a partir de la qual s’observen canvis en
I’aspecte visual. El ketoprofén incorporat en les nano-emulsions i en les suspensions de

nanoparticules es va quantificar per HPLC.

Per altra banda, també¢ es va estudiar la influéncia de la incorporacié de ketoprofén en les
dispersions a partir de la determinacid dels parametres morfometrics (diametre de gota o
particula 1 index de polidispersitat) mitjangant DLS. Les composicions estudiades es van
preparar amb concentracions de ketoprofén inferiors a la concentraci6 maxima de

solubilitzacio. Concretament, es va seleccionar una concentracié de 0,92% en pes per a
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formulacions preparades amb aigua 1 d’1,23% per a les dispersions amb PBS a pH 7.4.
Les formulacions es van preparar a 25°C solubilitzant el ketoprofen en la mescla O/T
(nano-emulsions) 1 addicionant posteriorment el component aquds (veure capitol 3.3.7).
En el cas de les nanoparticules de PU PEG i PUR lys, el farmac s’ha incorporat per
sonicacio en les nanoparticules préviament preparades. La incorporacid del farmac abans
del procés de polimeritzacid no ha sigut possible ja que durant el procés de formacio de
les nanoparticules es va produir una separacid en fases deguda a la interaccid farmac-
monomer. Considerant la reactivitat quimica dels diisocianats, el grup carboxilic del
ketoprofén és susceptible de reaccionar amb el grup isocianat de I’IPDI donant lloc a un

producte inestable (veure capitol 1.2.4).

Finalment, en les composicions corresponents a nanoparticules, es va determinar també
I’eficiéncia d’encapsulacid mitjancant el metode de filtracid-centrifugacio. Al capitol

3.3.8 es decriu amb detall com s’ha dut a terme aquest procediment.

Els resultats obtinguts en els estudis descrits préviament es mostren a les taules XXXII 1
XXXIII. A la taula XXXII es detalla la composicio de les formulacions estudiades, la
solubilitat maxima de ketoprofén i I’eficiencia d’encapsulacid.

Taula XXXII: Composicidé de nano-emulsions i nanoparticules preparades amb PEG 400 i lys emprant

com a component aquos aigua o PBS a pH 7,4. Les mescles corresponen a una concentracié en pes O/T de
10/90 i una concentracié de PEG 400 o lys de 0,02 mmol/g.

Composicié Component aquds Monomer ~ Selubilitat maxima de Eficiéncia
/ IPDI KetoprofénalaNEila  d’encapsulacio (%)
(r/p) (IPDI) - o
suspensié de NP (%)
NE PEG 400 H,0 90% aigua _ 1,13+£0,06 e
NE PEG 400 PBS 90% PBS pH 7,4 — 1,55+0,05 —
NP PU PEG 400 H,O 90% aigua 0,02 mmol/g 1,08+0,1 95,48
NP PU PEG 400 PBS 90% PBS pH 7,4 0,02 mmol/g 1,52+0,07 80,47
NE lys H,O 90% aigua E— 1,41+0,1 _—
NE lys PBS 90% PBS pH 7,4 1,73+£0,09 —_—
NP PUR lys H,O 90% aigua 0,04 mmol/g 1,02+0,03 88,57
NP PUR lys PBS 90% PBS pH 7,4 0,04 mmol/g 1,48+0,02 80,05

En relacié a la maxima concentracié de ketoprofén solubilitzada, com era d’esperar,
s’han aconseguit incorporar concentracions de farmac més elevades en les composicions
en les que s’ha emprat PBS com a fase externa, degut a la major solubilitat del

ketoprofén en aquesta solucid reguladora de fosfats. Tot i aix0, tant en nano-emulsions
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com en nanoparticules que contenien una elevada fraccid en pes de component aquds
(90%), s’han solubilitzat concentracions de farmac molt superiors (>1% en pes) a les
detectades en les solucions aquoses (0,014% 1 0,41% en pes de ketoprofén en aigua i en
PBS a pH 7,4 respectivament). Aquestes concentracions soén de I’ordre de les obtingudes
en la literatura en composicions similars (Puglia, 2008).

Quan es comparen les composicions corresponents a nano-emulsions i nanoparticules
preparades amb polietilengicol (PEG 400), no s’observen diferéncies significatives en la
concentraciéo maxima de ketoprofén solubilitzada entre ambdds tipus de dispersions. En
les formulacions en les que es va emprar aigua com a component aquds, €s van
solubilitzar concentracions de ketoprofen de I’ordre de 11,1 % en pes 1 en les preparades
amb PBS es van obtenir valors de solubilitat maxima al voltant de 1’1,5% en pes. Per
contra, en les composicions amb lisina, la concentracié maxima de ketoprofén
solubilitzat és més elevada en les nano-emulsions (1,41% i 1,71%, aigua i PBS
respectivament) que en les nanoparticules (1,02% 1 1,48% en pes, composicions amb
aigua i PBS respectivament).

Quan es comparen les composicions preparades amb PEG 400 i amb lys, en el cas de les
nano-emulsions, s’han solubilitzat concentracions més elevades de farmac tant en aigua
com en PBS en les formulacions que contenen I’aminoacid. En relacié a les
nanoparticules, no s’han observat diferéncies importants en la concentracié maxima
solubilitzada de ketoprofén entre les nanoparticules de PU PEG i de PUR lys.

En les nano-emulsions amb lisina, 1I’aminoacid lliure podria complexar-se amb el
ketoprofen i1 formar la sal corresponent (lisinat de ketoprofén) que tindria una solubilitat
en el component aquos superior a la del farmac lliure. Si la solubilitat en la fase externa
augmenta es podran incorporar quantitats més elevades de ketoprofén a la composicio.
De fet, en la nano-emulsid que no conté lisina es va aconseguir incorporar un 1,23% en
pes de ketoprofen (apartat 4.1.5) enfront 1’1,41% obtingut en presencia de lisina. En el
cas de les nanoparticules de PUR lys, practicament tot I’aminoacid reacciona amb I’IPDI

1 per tant no queda lisina en forma lliure capa¢ d’interaccionar amb el ketoprofén.

Finalment, pel que fa a I’eficiéncia d’encapsulacid (veure capitol 3.3.8), s’ha aconseguit
incorporar fins un 95% de farmac en les nanoparticules de PU PEG 1 un 88,57% en
nanoparticules de PUR lys quan s’empra aigua com a component aquos. En el cas de les
composicions amb PBS a pH 7,4 [Ieficiencia d’encapsulacio disminueix

considerablement fins a valors del 80% ja que el farmac és molt més soluble en la
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solucid reguladora de fosfats que en aigua (0,41% enfront 0,014% en pes) detectant-se

per HPLC una major concentracid de farmac lliure.

A la taula XXXIII es poden observar els valors de mida de particula i polidispersio
obtinguts per DLS en composicions sense ketoprofén i composicions en les quals s’ha
incorporat el farmac.

Taula XXXIII: Diametre de particula i polidispersitat (P) de composicions amb PEG 400 i lys preparades
amb aigua i PBS.

Caracteritzacio en Caracteritzacio en
abséncia de farmac incorporar ketoprofén ~
Composicio
Z-average P Z-average P
(nm) (nm)
NE PEG 400 H,O 13,43 0,137 10,66 0,136
NE PEG 400 PBS 12,46 0,195 11,73 0,103
NP PU PEG H,0 81,46 0,121 55,80 0,162
NP PU PEG PBS 72,86 0,119 54,66 0,119
NE lys H,O 9,29' 0,272 10,36 0,142
NE lys PBS 11,06' 0,274 12,46 0,121
NP PUR lys H,O 64,03 0,135 49,93 0,109
NP PUR lys PBS 79,19 0,118 67,70 0,149

" En les composicions preparades amb aigua com a component aquos es va solubilitzar un 0,92% en pes de
ketoprofén i en les que contenien PBS a pH 7,4 un 1,23% en pes de farmac.

' Els valors del diametre de gota com a Z-average no es poden considerar fiables ja que I’index de
polidispersitat és superior a 0,250.

La incorporacié de ketoprofén en les formulacions comporta una disminucié del
diametre de les gotes de les nano-emulsions i de les nanoparticules en quasi tots els
casos estudiats. Aquest comportament ja es va observar al capitol 4.1.5 de I’apartat de
nano-emulsions on es va estudiar la solubilitat de ketoprofén en diferents nano-
emulsions seleccionades i es va atribuir a la disposicio del farmac en la interficie de les
gotes. Aixi, el farmac actuaria com a co-tensioactiu augmentant el radi de curvatura i
estabilitzant les gotes de la fase dispersa (Podlogar, 2005). De fet, en les composicions
corresponents a nano-emulsions la polidispersitat del sistema disminueix
considerablement en incorporar el ketoproféen. Unicament en les nano-emulsions
preparades amb 1’aminoacid lisina s’ha observat un petit augment del diametre de gota
quan es solubilitza el ketoprofén. No obstant, cal destacar que els valors dels index de
polidispersitat en aquestes formulacions son superiors a 0,250 1 les petites diferéncies en

la mida podrien ser degudes a que les determinacions s’estan realitzant als limits de
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deteccio de I’equip de DLS. La naturalesa del component aquds (aigua o solucio
reguladora de fosfats) no ha suposat diferéncies importants en el diametre de gota de les
nano-emulsions. Pel que fa a les nanoparticules, considerant la seva estructura
polimerica relativament rigida, la disminuci6 del diametre es va atribuir a un efecte de la

sonicacio que actuaria disminuint el grau d’agregacio.
La figura 4.92 correspon a nanoparticules de PU PEG a les quals se’ls ha incorporat

mitjangant sonicacio, una concentracid de 0,92% en pes de ketoprofén. La imatge es va

obtenir per TEM.

2 — NP NE PEG 400 H:0 0,92% — NP NE PEG 400 H,0
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Figura 4.92: Micrografia de TEM corresponent a nanoparticules de PU PEG (C: 0,02mmol/g d’IPDI i de
PEG 400) amb 0,92% en pes de ketoprofen.

La incorporacid del farmac una vegada preparades les nanoparticules ha suposat una
disminuci6 del diametre de particula i un augment de la polidispersitat de la formulacié
corroborat pels estudis realitzats amb Dynamic Light Scattering. A la imatge obtinguda
per TEM es poden observar particules de diametres diferents, les més petites presenten
una mida d’uns 20-30 nm i les més grans d’uns 60-70 nm mantenint-se no obstant, la

morfologia arrodonida i isodiameétrica ja observada en les nanoparticules sense farmac.

Després de constatar que es podien incorporar concentracions elevades de ketoprofén
(=1%) en nano-emulsions 1 nanoparticules preparades amb una elevada fraccio en pes de
component aquds (90%) aconseguint una eficiencia d’encapsulacié de 1’ordre del 80-
95%, es va procedir a estudiar la difusi6 del farmac des d’aquestes composicions cap a

una solucid receptora de PBS a pH 7.4. Per a dur a terme els estudis de cessid es van
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seleccionar les composicions amb PEG 400 ja que s’havien obtingut millors resultats en
relacié a D’eficiéncia d’encapsulacié que en les formulacions amb I’aminoacid lisina
(veure taula XXXII).

Els assaigs d’alliberaci6 del ketoprofén s’han desenvolupat en composicions
corresponents a nano-emulsions O/W 1 nanoparticules de PU PEG en les quals s’ha
utilitzat aigua o PBS a pH 7,4 com a component aquds. En les formulacions amb aigua
s’ha solubilitzat un 0,92% en pes de farmac i en les formulacions amb PBS un 1,23%.
Amb aquestes concentracions de ketoprofen solubilitzades es compleixen les condicions
sink en la solucio receptora (PBS a pH 7,4). Els assaigs s’han dut a terme a una
temperatura de 37°C, realitzant extraccions de mostra durant 6 hores. Les condicions
experimentals de I’estudi es descriuen amb més detall al capitol 3.3.9. Per a cadascun
dels experiments s’han utilitzat 5 replicats 1 s’ha representat la mitja 1 la desviacid
estandard del farmac alliberat en la solucio receptora expressat en percentatge en funcio
del temps. Les composicions estudiades no han presentat alteracions en el seu aspecte
visual ni separacié en fases en les condicions en les que s’ha desenvolupat 1’estudi de
cessio. En els assaigs en PBS (pH 7,4), després del procés de polimeritzacio, el pH
disminueix a 6,76 i posteriorment, quan es solubilitza 1’1,23% de ketoprofén, es redueix
a 5,4 com a conseqiiencia del caracter acid del farmac. La quantificacié dels resultats
s’ha dut a terme per HPLC mitjanc¢ant un metode préviament validat.

A la figura 4.93 es troben representats els resultats de 1’assaig de cessid de les

formulacions en aigua.
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Fig. 4.93: Perfils d’alliberacié del ketoprofén determinant el percentatge de farmac alliberat en funcio del
temps, corresponents a la nano-emulsio i la suspensio de nanoparticules de PU PEG en les que s’ha utilitzat
aigua com a fase externa.
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D’acord amb els perfils de les corbes de cessid, en transcorrer 4 hores practicament tot el
ketoprofén ha difos a través de la membrana de cel-lulosa des de les composicions fins a
la solucid receptora. Tot i aix0, quan es comparen els perfils corresponents a la nano-
emulsid i la suspensio de nanoparticules es pot observar que la difusié del ketoprofen
cap a al soluci6 receptora és lleugerament més lenta en les nanoparticules de poliureta
(NP PU PEG H,0) que en la nano-emulsié corresponent (NE PEG 400 H,O); a les 2
hores s’ha alliberat un 75% del farmac incorporat en les nanoparticules mentre que el
mateix percentatge d’alliberacio s’aconsegueix quan han transcorregut 1,5 hores en el
cas de la nano-emulsid. El fet que la diferéncia sigui tan petita podria ser degut a que el
farmac no es troba totalment internalitzat en les particules sind que es troba adsorbit a la
seva superficie com a conseqiiencia de la seva incorporacidé una vegada ja formada

I’estructura polimerica.

S’han aplicat els models de cessid d’ordre zero, primer ordre 1 Higuchi per a cadascun
dels replicats. A la taula XXXIV es troben detallats els valors promigs de les constants
cinétiques d’alliberacié i dels coeficients de correlacié al quadrat (r*) per a cada

composicié estudiada.

Taula XXXIV: Aplicaci6 de D’equaci6 matematica de diferents models cinétics als perfils
d’alliberacio obtinguts per a la nano-emulsid i la suspensio de nanoparticules en aigua.

Models de cessio NE PEG 400 NP PU PEG
Ordre zero Ko (%.h") 44,305+2,486 41,600+3,198
r’ 0,9991 0,9990
Primer ordre Ki(h") 2,617+0,839 1,238+0,737
r 0,7948 0,8852
Higuchi Ky (%.h""?)  64,405+4,569 71,372+9,082
r 0,9670 0,9787

Considerant els resultats de la taula XXXIV I’alliberacié de ketoprofén sembla complir
una cinetica d’ordre zero en ambdues composicions estudiades amb un valor del residual
al quadrat de 0,999. Si es compararen els valors de les constants cinetiques (Ko)
obtingudes per al procés de difusid del ketoprofeén en la nano-emulsié 1 la suspensio de
nanoparticules, I’alliberacié del ketoprofén cap a la solucid receptora és lleugerament

més lenta des de les nanoparticules (K¢=41,60) que des de la nano-emulsié (K¢=44,30).
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Els resultats es van analitzar mitjangant el test estadistic t-Student obtenint-se diferéncies
estadisticament significatives entre ambdues composicions amb un valor de p<0,05.

La figura 4.94 correspon als assaigs de les formulacions preparades amb PBS com a
component aqués (NE PEG 400 PBS i NP PU PEG PBS). S’ha determinat també la
cessid de ketoprofén des d’una solucié de PBS a pH 7,4 (SOL PBS) que conté un 0,41%
en pes de ketoprofen. Aquest valor correspon a la concentracié maxima de solubilitzacid

del farmac en la soluci6 reguladora de fosfats.
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Fig.4.94: Perfils d’alliberacié del ketoprofén en la solucid receptora, corresponents a les composicions en
les que s’ha utilitzat PBS a pH 7,4 com a fase externa.

D’acord amb els perfils d’alliberacid observats, practicament la totalitat del ketoprofén
solubilitzat en cadascuna de les composicions estudiades ha difés cap a la solucid
receptora en finalitzar ’assaig exceptuant el cas de la formulacié corresponent a
nanoparticules de PU PEG. A diferéncia dels estudis en els que es va emprar aigua com a
component aquds per a la preparacid de les formulacions, en PBS, s’han observat
diferéncies importants en la velocitat d’alliberacio del ketoproféen entre les
composicions estudiades. Aixi, en el cas de la solucié de PBS, en transcérrer un periode
de temps molt curt (1,5 h) ja s’ha alliberat el 100% de ketoprofén mentre que per a
aconseguir que difongui el 100% de farmac en el cas de la nano-emulsié han de
transcorrer 3 hores. Cal destacar no obstant, que la concentracid de ketoprofén
solubilitzada en la solucié de PBS és forca inferior a la concentracié de farmac

incorporada tant en les nanoparticules com en la nano-emulsié. El perfil d’alliberacid
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més lent correspon a les nanoparticules de PU PEG, alliberant-se a les 6 hores un 85%

del farmac solubilitzat.

La taula XXXV correspon a I’aplicaci6 dels models cinétics d’ordre zero, primer ordre 1
Higuchi. S’han detallat els valors de les constants cinetiques d’alliberacio i del coeficient

de correlacio al quadrat.

Taula XXXV: Aplicacio de I’equacié matematica de diferents models cinétics als perfils d’alliberacié del
ketoprofén obtinguts per a la nano-emulsié i la suspensié de nanoparticules preparades amb PBS pH 7,4.

Models de cessio NE PEG 400 NP PU PEG PBS
Ordre zero Ko (%.h")  43,842+4,145 30,743£2,336
r’ 0,9981 0,9959
Primer ordre ') 1,353+0,4680 1,156+0,373
r 0,8999 0,8590
Higuchi Ky (%.h"?)  61,815+5,414 53,84242,965
r 0,9605 0,9602

Considerant els valors de r obtinguts per a cadascun dels models cinétics estudiats, el
model que millor explicaria el comportament de les nanoparticules de PU PEG i la nano-
emulsié amb PEG 400 és 1’ordre zero. Els valors de les constants cinetiques (Ko) per a la
nano-emulsio amb PEG 400 i les nanoparticules de PU PEG indiquen que el ketoprofen
difon més rapidament cap a la solucid receptora des de les gotes de nano-emulsié (Ko=
43,84). Les diferencies van ser estadisticament significatives amb un valor de p< 0,0001

d’acord amb els resultats del test estadistic t-Student.

Quan es comparen les constants cinctiques d’ordre zero que defineixen els perfils
d’alliberacié del ketoprofen obtinguts per a les dispersions preparades en aigua i en PBS
no s’observen diferéncies estadisticament significatives en el cas de la nano-emulsio
O/W. En canvi, entre les composiciones corresponents a nanoparticules les diferéncies
en la velocitat de difusi6 del farmac son estadisticament significatives amb una
p<0,0001 (t-Student). El ketoprofen s’alliberaria més lentament de les nanoparticules
quan s’empra com a medi de supensio PBS a pH 7,4. Quan les nanoparticules es troben
en aigua, la difusio s’esdevé més rapidament degut a les diferéncies de solubilitat entre
’aigua 1 el PBS present en el compartiment receptor (solubilitat del ketoprofén en aigua

< solubilitat en PBS).
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4.2.2.9. Resum de la preparacio i caracteritzaci6 de nanoparticules de

poliureta i poliurea obtingudes a partir de nano-emulsions O/W:

e Formacio de nanoparticules de poliureta:

S’ha aconseguit la formacié de nanoparticules de PU a partir de la reaccido de
polimeritzacié entre I’IPDI i el tensioactiu sense necessitat d’addicionar components
amb grups diol a la formulacié.

Les nanoparticules amb Tween 80 presenten un diametre de particula superior a les
obtingudes amb Cremophor EL quan es mantenen les mateixes condicions de
polimeritzacio.

L’increment de la concentracié d’IPDI suposa un augment del diametre de particula per
a relacions molars [IPDI/Tensioactiu inferiors a 1 en el sistema amb Cremophor EL. A
partir d’aquesta relacio molar el diametre de particula es manté constant. En el sistema
amb Tween 80 no s’han pogut estudiar relacions molars superiors a 1. En aquest sistema
s’ha observat un increment del diametre de particula en augmentar la concentracid
d’IPDI per a totes les concentracions de monomer estudiades.

En el sistema amb Cremophor EL la polidispersitat tendeix a disminuir en augmentar la
concentracio d’IPDI.

S’ha observat una disminuci6 del diametre de particula en augmentar la relacio O/T per

al sistema amb Cremophor EL.

e Formacio de nanoparticules de poliureta amb PEG (PU PEG):

Quan s’incorpora polietilenglicol a les composicions, tant el tensioactiu com el PEG 400
poden intervenir en el procés de polimeritzacid. Les nanoparticules resultants podrien
estar constituides d’unitats d’ureta que provenen de la reaccid amb el tensioactiu i
d’unitats d’ureta derivades de la reaccié amb el PEG .

S’han obtingut novament nanoparticules més petites quan s’utilitza Cremophor EL com
a tensioactiu. En el sistema amb Cremophor EL s’ha observat també que la mida de
particula es redueix en diminuir la concentracid de tensioactiu com ja s’havia constatat

per a les nanoparticules de PU.
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En el sistema amb Tween 80 la incorporacid del polietilenglicol suposa la formacié de
nanoparticules de mida més petita mentre que en el sistema amb Cremophor EL
s’observa la tendeéncia contraria (si hi ha PEG 400 es formen nanoparticules més grans).
Pel que fa a les nano-emulsions inicials, no es van observar diferéncies entre la nano-
emulsio preparada amb PEG 1 sense en el sistema amb Tween 80. En el sistema amb
Cremophor EL les nano-emulsions que contenien PEG 400 eren d’una mida

lleugerament superior.

Influéncia de la concentracié d’IPDI/PEG 400

En el sistema amb Tween 80, la incorporacié de PEG 400 a les formulacions no afecta
practicament al diametre de gota de les nano-emulsions inicials en comparacié a la nano-
emulsio preparada sense PEG 400. Tot i aix0, s’ha observat un petit increment de la
mida de les gotes a mesura que augmenta la concentracié de PEG 400.

En relacio6 a la formacié de nanoparticules de PU PEG amb Tween 80, ’augment de la
concentracié d’IPDI i de PEG 400 comporta un increment del diametre de particula. Al
seu torn la polidispersitat tendeix a disminuir.

Es necessaria una concentracié minima d’IPDI de 0,02 mmol/g per a evitar que quedin
gotes de nano-emulsid sense polimeritzar.

La concentracié optima per a la preparacio de nanoparticules de PU PEG amb Tween 80
com a tensioactiu ha sigut de 0,02 mmol/g. Per a aquesta concentracié es va obtenir una
mida de particula de 72,11 nm i una polidispersitat de 0,121.

Les nanoparticules de PU PEG son de mida notablement inferior a les de PU.

Les nanoparticules de PU PEG obtingudes en el sistema amb Tween 80 sén esferiques,

molt homogenies i amb una coberta polimerica molt ben estructurada i definida.

En el sistema amb Cremophor EL no s’han observat diferéncies rellevants en la mida
de particula de les composicions en augmentar la concentracié d’IPDI/PEG 400.
En relacié a la polidispersitat es va observar que anava augmentant a mesura que
incrementava la concentracidé d’IPDI i de PEG 400 fins mantenir-se constant, tendéncia
que ja s’havia observat en la preparacié de nanoparticules sense PEG 400 (PU).
Les nanoparticules de mida més gran (52,20) perd amb una polidispersitat més baixa

(0,142) van correspondre a la concentracié d’IPDI i PEG 400 de 0,1 mmol/g.
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En el sistema amb Cremophor EL, el diametre de particula quan s’utilitza PEG 400, és
superior al de les nanoparticules preparades sense biomaterial per a totes les
concentracions estudiades.

Els estudis amb TEM van posar de manifest que les nanoparticules preparades amb
Cremophor EL com a tensioactiu, a diferéncia de les nanoparticules que contenien
Tween 80, eren poc homogenies, de forma irergular i amb un embolcall polimeric molt

poc definit.

Influéncia del pes molecular del PEG

El pes molecular del PEG influeix en la mida de les nanoparticules de PU PEG.

El diametre de les nanoparticules de PU PEG augmenta amb el pes molecular del PEG
utilitzat, resultats que concorden amb els estudis de Bouchemal et al. (2004).
Independentment del pes molecular, I’augment de la concentracié d’IPDI suposa un

increment del diametre de particula, com ja s’havia observat anteriorment.

Influéncia de la temperatura

En augmentar la temperatura de polimeritzacio, el diametre de les nanoparticules de PU
PEG augmenta i la polidispersitat del sistema decreix.

Es necessari aplicar una temperatura superior a 65°C per obtenir un sistema de baixa
polidispersitat, ja que a temperatures inferiors coexisteixen les gotes de nano-emulsio i
les nanoparticules.

Per a la temperatura de 70+2°C es va aconseguir la formacié de les nanoparticules de
PU PEG de menor diametre (75 nm) dins dels sistemes de baixa polidispersitat
(P<0,150).

L’evolucio del procés de polimeritzacio s’ha pogut observar determinant el diametre de
particula amb el temps. Aquests estudis han posat de manifest que la reaccid de
polimeritzaci6 transcorre més lentament com més baixa €s la temperatura. Aixi, a 70°C
la reaccié de polimeritzacio finalitza a les 3 hores mentre que a 82°C el procés acaba en
el transcurs de 30 minuts produint-se un creixement molt rapid del diametre de particula

en un periode molt curt de temps.
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Influéncia de la concentracio O/T

La mida de les nanoparticules de PU PEG disminueix amb la relacié O/T, obtenint-se les
nanoparticules de mida més petita amb la relacio en pes O/T: 15/85 (71,70 nm). En les
nano-emulsions inicials es va observar I’efecte invers, gotes més grans com més elevada
¢s la concentraci6 d’oli i més baixa és la concentracid de tensioactiu.

La disminucié de la concentracid del tensioactiu comporta un augment de la
polidispersitat tant en les nano-emulsions com en les nanoparticules.

Per a la relacié O/T: 10/90 es van obtenir les nanoparticules de menor diametre amb la
minima concentracio de tensioactiu necessaria per obtenir un sistema de baixa

polidispersitat.

e Formaci6 de nanoparticules de poliurea amb lisina (PUR lys)

S’ha aconseguit la formacié de nanoparticules de baixa polidispersitat de poliurea
emprant com a biomaterial la lisina en sistemes del tipus aigua/tensioactiu no ionic/
component o0li0s.

Les nanoparticules de PUR lys preparades amb Tween 80 com a tensioactiu sén de mida
superior a les obtingudes amb Cremophor EL.

En el sistema amb Tween 80, la utilitzacié de la lys com a biomaterial suposa una
reduccié important del diametre de particula en relacié a les nanoparticules de PU PEG 1
de PU preparades a la mateixa concentracié de monomer i tensioactiu i a les mateixes
condicions de polimeritzacid.

La incorporaci6 de la lys en les nano-emulsions es va reflexar amb una disminucié del
diametre de les gotes.

Tant el tensioactiu com la lisina intervenen en el procés de polimeritzacio. L’embolcall
polimeric podria estar constituit conjuntament d’unitats de poliureta i poliurea.
L’augment de la polidispersitat en relaci6 a les nanoparticules de PU suggeriria la

presencia simultania dels dos tipus de nanoparticules: PU 1 PUR lys.

En el sistema amb Cremophor EL, la disminuci6 de la concentracié de tensioactiu
comporta una reduccid del diametre de les nanoparticules de PUR lys. Les
nanoparticules de mida més petita, 37 nm, s’obtenen per la relacié O/T: 30/70.

La incorporaci6 de la lys a les formulacions no suposa un increment del diametre de gota

de les nano-emulsions previes.
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El diametre de particula obtingut quan s’utilitza lys com a biomaterial es correspon
practicament amb el diametre de les nanoparticules preparades sense biomaterial. No
obstant, els valors de la polidispersitat per les nanoparticules de PUR lys van ser més
elevats.

Tenint en compte la polidispersitat, a la suspensié de nanoparticules podrien trobar-se
nanoparticules de PUR lys 1 de PU conjuntament.

Els resultats obtinguts no evidencien la implicaci6 real de la la lisina en el procés de
polimeritzaci6 ja que no s’observa una modificaci6 de la mida de particula en relacié a
les nanoparticules de PU. Per aquest motiu es va desestimar el sistema amb Cremophor

EL per la preparacio de nanoparticules de PUR lys.

Influéncia de la concentracio d’IPDI/lys

El diametre de les nanoparticules de PUR lys preparades amb Tween 80 augmenta amb
la concentracio d’IPDI i de lys.

Les nanoparticules de PUR lys son de mida més petita que les nanoparticules de PU i de
PU PEG preparades de la mateixa manera.

Les nanoparticules més petites (50 nm) i amb una polidispersitat < 0,150 es van obtenir

amb la concentraci6 de 0,04 mmol/g d’IPDI i de 0,02 mmol/g de lys.

Influéncia de la temperatura

El diametre de les nanoparticules de PUR lys augmenta amb la temperatura al mateix
temps que la polidispersitat del sistema disminueix.

Es requereix una temperatura minima de 66°C per a obtenir nanoparticules de baixa
polidispersitat.

La temperatura amb la qual es van obtenir nanoparticules de PUR lys de mida més petita
amb una polidispersitat adequada (<0,150) va ser de 70+ 2°C.

Tot 1 contenir el doble de concentracié d’IPDI, les nanoparticules de PUR lys presenten

un diametre més petit que les nanoparticules de PU PEG.

Influéncia de la concentracié O/T

La mida de les nanoparticules de PUR lys disminueix en augmentar la relacié O/T pero

la polidispersitat augmenta.
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Les nanoparticules amb un diametre més petit (56,36 nm) es van obtenir amb la relacio
O/T: 15/85 1 les de mida més gran (97,30 nm) van correspondre a la relacio de 0/100.
Tenint en compte els index de polidispersitat, la relacié O/T d’eleccid per a la preparacid
de nanoparticules de PUR lys amb Tween 80 seria la de 10/90 ja que s’obtenen les
nanoparticules de menor diametre amb una polidispersitat <0,150.

La disminucié del diametre de particula sembla ser deguda a la participacié del
tensioactiu en el procés de polimeritzacio.

En les nano-emulsions previes, la mida de les gotes i la polidispersitat augmenta en
incrementar la concentraci6 d’oli i disminuir el percentatge en pes de tensioactiu.

La incorporaci6 de lisina suposa una disminucié del diametre de gota i un augment de la

polidispersitat en relacio a les nano-emulsions preparades sense biomaterial.

¢ Formacio de nanoparticules de poliurea amb biotina (PUR biot) i estreptavidina

(PUR strep):

S’ha aconseguit la formacié de nanoparticules de poliurea utilitzant biotina com a
biomaterial.

La relacid estequiometrica entre I’IPDI i el biomaterial de 2:1 no ha sigut adequada per a
la preparacidé d’aquestes nanoparticules ja que part de la nano-emulsi6 quedava sense
polimeritzar.

Amb la relacid estequiometrica IPDI: biotina de 4:1 es va aconseguir la formacio de
nanoparticules de 100 nm de diametre amb una polidispersitat < 0,100.

Les nanoparticules de PUR biot s6n de mida superior a les nanoparticules de PUR lys
malgrat haver-se preparat amb la meitat de concentracié de monomer.

Les nanoparticules de PUR biot tenen un diametre més gran que les nanoparticules de
PU per a la mateixa concentracié d’IPDI. La incorporacié de biotina suposa doncs un

increment de la mida de particula.

S’han obtingut nanoparticules de poliurea emprant una proteina com és I’estreptavidina
com a biomaterial. El diametre de les nanoparticules de PUR strep ha sigut de 69,43 nm
i la polidispersitat de 0,133.

Les nanoparticules obtingudes van presentar una mida més petita que les nanoparticules

de PUR biot (100 nm) i aquelles preparades sense biomaterial (83 nm).
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e Estabilitat de les nanoparticules de poliureta i poliurea:

Les nanoparticules de PU PEG 1 PUR lys en suspensid aquosa van presentar una bona
estabilitat cinetica malgrat observar-se un augment del diametre de particula durant els
primers dies. La polidispersitat de les composicions va disminuir amb el temps fins a
valors <0,100.

Les nanoparticules més estables corresponen a la relacié en pes O/T: 5/95 tant per a les
nanoparticules de PU PEG com per a les de PUR lys ja que no es modifica el diametre de
particula amb el temps.

Les nanoparticules de PUR biot i PUR strep en suspensi6é aquosa també presenten una
bona estabilitat cinética, observant-se inicialment un increment del diametre de particula

associat a fenomens d’agregacio pero posteriorment la mida de particula s’estabilitza.

La ultracentrigugacid és una técnica adequada per a separar i concentrar les
nanoparticules de PU PEG, PUR lys, PUR biot i PUR strep en suspensio aquosa ja que el
diametre de particula no es va veure modificat durant el procés i la reconstitucid va ser

relativament facil.

La liofilitzacié ha resultat ser un metode efica¢ per a incrementar ’estabilitat de les
nanoparticules de PU PEG i de PUR lys ja que s’evita l’aparicid6 de fenomens
d’agregaci6 mantenint-se el didmetre de particula inicial durant com a minim un periode

de 2 anys. La reconstitucio6 de les mostres va ser facil i rapida.

e Caracteritzacio estructural de les nanoparticules:

Caracteritzacio per FT-IR

Els estudis de caracteritzacié mitjangant FT-IR han posat de manifest la finalitzacio de la
reaccié de polimeritzacié per la desaparicio de la banda d’absorci6 caracteristica del
grup diisociant de I’IPDI i la formaci6 de nous grups funcionals associats als poliuretans
1 les poliurees.

La formacid de polimers de poliureta i poliurea ha quedat palesa per ’aparicio de noves
bandes d’absorcié a 1639 cm™ per al grup carbonil de les urees, a 1740 cm™ per al grup

carbonil dels uretans i a 2800 cm™ per al grup amida.
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Caracteritzacio per TEM

Les nanoparticules de PU PEG, PUR lys, PUR biot i PUR strep sén homogenies en
relacid al diametre de particula, de forma arrodonina, isodiametriques i amb un
embolcall polimeric ben definit i estructurat d’acord amb les imatges obtingudes per
TEM.

Els diametres calculats per TEM de cadascuna de les nanoparticules estudiades
practicament es van correspondre amb els valors que s’havien determinat per Dynamic
Light Scattering.

En la caracteritzacio per TEM, les nanoparticules amb un diametre més petit (50nm) van
ser les de PUR lys i les de PU PEG preparades amb PEG 200 1 les que presentaven un
diametre més gran van ser les de PUR biot (95 nm). Aquests resultats estan en
concordanga amb els estudis realitzats en altres apartats on es van caracteritzar les

nanoparticules per DLS.

Caracteritzacio per AFM

La caracteritzacid6 per AFM ha permes observar la morfologia esferica de les
nanoparticules de PU PEG, PUR lys, PUR biot i PUR strep. En tots els casos estudiats es
va obtenir una relacio diametre/algada <3.

L’aplanament de les nanoparticules es va atribuir a la diferent rigidesa de 1’embolcall
polimeric relacionada amb la proporcid de segments rigids i1 flexibles en el polimer de
PU o PUR.

Les analisis per contrast de fases han posat de manifest I’existéncia d’una poblacié tnica
de nanoparticules en la suspensid aquosa. L’embolcall poliméric d’aquestes
nanoparticules es trobaria constituit conjuntament per unitats d’ureta fruit de la reaccid
entre ’IPDI i el Tween 80 i unitats d’ureta o urea que son conseqiiencia de la reaccid de

I’ITPDI amb el PEG 400 o el biomaterial (lys, biot o strep).

El diametre de les nanoparticules estudiades determinat per AFM, exceptuant el cas de
les nanoparticules de PUR lys, és superior al diametre obtingut per DLS. Malgrat
aquesta diferéncia, s’ha mantingut I’ordre en relacié a la mida de particula. Aixi les
nanoparticules amb un diametre més petit van ser les de PUR lys i les de mida més gran
les de PUR biot. Les nanoparticules de PU PEG 1 PUR strep van presentar diametres de

particula similars.
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S’ha observat per AFM la formaci6 d’agregats constituits per nanoparticules recobertes
o immerses en diferents capes de tensioactiu i la presencia de monocapes de Tween 80

amb un diametre compres entre 2 1 20 nm en les diferents composicions.

Caracteritzacio per Microscopia confocal

Els estudis de caracteritzaci6 per microcopia confocal de les nanoparticules de PUR biot
han posat de manifest que la formacié de nanoparticules de PUR biot no compromet el

lloc d’uni6 entre la biotina i ’estreptavidina.

e Incorporacio i alliberacio de ketoprofén en les nanoparticules:

La incorporacio de ketoprofén en les formulacions amb PEG 400 1 lys implica una
disminuci6 del diametre de particula tant en les nano-emulsions com en les
nanoparticules.

La concentracio maxima de ketoprofén solubilitzat en nano-emulsions i nanoparticules
s’incrementa quan s’utilitza PBS a pH 7,4 com a component aquds. Per a les nano-
emulsions la capacitat de solubilitzacio també augmenta quan s’incorpora I’aminoacid
lisina.

Es va aconseguir solubilitzar un maxim de I’1,1% en pes de ketoproféen en
nanoparticules i nano-emulsions preparades amb aigua i amb PEG 400. En formulacions
preparades amb PBS, es va solubilitzar un 1,5% en pes de ketoprofen.

En les composicions amb lys com a biomaterial, s’ha aconseguit solubilitzar una
concentracio superior de ketoprofén en nano-emulsions que en nanoparticules, essent de
1’1,41% 1 de 1’1,73% en pes, en aigua 1 PBS respectivament. En les nanoparticules de
PUR lys es va solubilitzar un 1,02% en pes en les composicions amb aigua i un 1,48%
en aquelles constituides amb PBS.

No s’han observat diferéncies en la concentracid maxima de ketoprofén solubilitzada
entre les nanoparticules de PUR lys 1 les de PU PEG pero si entre les nano-emulsions,
aconseguint incorporar concentracions superiors de farmac en les nano-emulsions amb
lys com a biomaterial.

Es va aconseguir encapsular un 95% de ketoprofén en NP de PU PEG preparades amb
aigua. L’eficiéncia d’encapsulacié €s més baixa per a les nanoparticules de PUR lys que
per les de PU PEG quan s’empra com a component aquos 1’aigua, aconseguint un maxim

del 88,57% de farmac incorporat. L’eficiencia d’encapsulacid, per a totes les
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composicions estudiades, disminueix quan es selecciona com a component aquos el

PBS.

El ketoprofen és capa¢ d’alliberar-se tant de les nano-emulsions O/W com de les
nanoparticules de PU PEG.

S’ha observat un retard a 1’alliberaci6 del farmac des de les nano-emulsions i
nanoparticules respecte a la soluci6 de PBS.

El procés de difusio del ketoprofen des de les composicions cap a la solucid receptora €s
més lent per a les nanoparticules de PU PEG que per a les nano-emulsions tant en aigua
com en PBS.

La utilitzacié de PBS com a medi de suspensi6 de les nanoparticules comporta un retard
de I’alliberacié del farmac cap a la solucié receptora.

El model cinétic que millor s’ajusta a [D’alliberacid del ketoprofén des de les

nanoparticules de PU PEG 1 la nano- emulsié amb PEG 400 correspon a un ordre zero.
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5. CONCLUSIONS

Mitjancant estudis de comportament fasic s’han identificat regions on es formen
nano-emulsions O/W amb una elevada concentracié d’aigua (90% i 95% en pes)
1 components utilitzats per a la preparacié de nanoparticules en sistemes ternaris
del tipus aigua/ tensioactiu no ionic/component olios i sistemes pseudoternaris
constituits per aigua/ tensioactiu/ co-tensioactiu/ component olids. Aquestes
nano-emulsions O/W presenten una mida de gota compresa entre 13 1 42 nm, una
elevada estabilitat cinética 1 una baixa polidispersitat que les fa apropiades per a
ser utilitzades com a sistemes d’alliberacié controlada de farmacs 1 com a medi

de polimeritzaci6 per I’elaboracié de nanoparticules polimeriques.

Les composicions preparades amb Tween 80 presenten una mida de gota més
petita que aquelles que contenen Cremophor EL. La presencia del co-tensioactiu
Lutrol F68 en les composicions actua incrementant notablement el diametre de
les gotes de les nano-emulsions degut a la disposicid que adopta aquest

tensioactiu polimeric en la interficie oli/aigua.

El diametre de gota augmenta amb la concentracio oli/tensioactiu atribuit a la
formaci6 d’un menor nombre de gotes i de mida més gran. La polidispersitat del
sistema tendeix a incrementar-se amb la relacid oli/tensioactiu en els sistemes

sense co-tensioactiu polimeric.

S’ha aconseguit incrementar notablement la solubilitat del ketoprofén en nano-
emulsions amb una elevada concentracié d’aigua. Les concentracions maximes
de ketoprofén solubilitzades en aquestes composicions es troben compreses entre
1,22% 1 1,67% en pes. S’han solubilitzat concentracions de farmac superiors en
les composicions en les quals s’ha emprat Cremophor EL com a tensioactiu no

ionic.
El diametre de gota de les nano-emulsions disminueix en incorporar el principi

actiu suggerint que el ketoprofén es situa a la interficie de les gotes enlloc d’estar

solubilitzat al seu interior 1 per tant, actuaria augmentant el radi de curvatura.
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Aquesta localitzacié preferent a la interficie de les gotes de la fase interna es

manifesta amb un augment considerable de ’estabilitat del sistema.

= La determinaci6 de la perdua transepidérmica d’aigua i de la cromaticitat després
d’aplicar les nano-emulsions sobre la pell han permes constatar que les
composicions no comporten una alteracié de 1’estructura de la capa cornia de la
pell ni provoquen 1’aparicié d’eritema malgrat les concentracions de tensioactiu
emprades. Per tant, son adequades per a ser administrades per via topica ja que

preserven la funcid barrera de la pell i soén ben tolerades.

» Els estudis de permeacid cutania ex vivo han posat de manifest la funcié dels
tensioactius Tween 80 i Lutrol F68 com a possibles agents potenciadors de la
permeacio de ketoprofen, ja que s’han obtingut quantitats de farmac acumulades
1 velocitats de permeacid més elevades en les composicions que els contenen. Per
a la composicié amb Tween 80 i Lutrol F127, tant la quantitat de ketoprofen
permat com el flux de permeaci6 son similars als resultats obtinguts amb un gel
comercialitzat que conté etanol com a agent potenciador de la permeacido i

presenta una major concentracié de principi actiu incorporat.

= Els estudis de cessi6 del farmac han posat de manifest que el ketoprofén és capag

d’alliberar-se de les nano-emulsions seguint una cinética d’ordre zero.

* S’ha aconseguit la formacié de nano-emulsions O/W, a les quals se’ls ha
incorporat polietilenglicol (PEG), lisina (lys), biotina (biot) o estreptavidina
(strep) adequades per a 1’obtencid de nanoparticules de poliureta i poliurea.
Unicament, s’ha observat una disminucio significativa de la mida de les gotes en

les composicions que contenen lisina com a biomaterial (sistema amb Tween 8§0).

= S’han obtingut nanoparticules de poliureta (PU), poliureta amb polietilenglicol
(PU PEG), poliurea amb lisina (PUR lys), poliurea amb biotina (PUR biot) i
poliurea amb estreptavidina (PUR strep) amb un diametre de particula < 100 nm
1 una baixa polidispersitat a partir de nano-emulsions de fase externa aquosa en
sistemes aigua/ tensioactiu no ionic/component oliés. Aquestes particules es
formen quan les composicions es sotmeten a temperatures >55°C a partir de la

reaccié de polimeritzacioé que es produeix entre el diisocianat d’isoforona (IPDI)
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solubilitzat a les gotes d’oli de la nano-emulsié 1 un component amb grups
hidroxil (tensioactiu, PEG 400) o amino (lys, biot o strep) que es trobaria

localitzat a la interficie de les gotes.

Els factors que influeixen en el procés de polimeritzacid han estat: tipus i
concentracio de tensioactiu; presencia, tipus i concentracio de biomaterial (PEG,
lys, biotina, estreptavidina); concentracié de monomer (IPDI) i temperatura de

polimeritzacio.

Els grups hidroxil presents en el tensioactiu sén capacos de reaccionar amb el
diisocianat 1 formar nanoparticules de poliureta (PU) sense necessitat
d’addicionar components amb grups OH o amina a la formulacid. Per a aquestes
particules un augment de la concentracié d’IPDI suposa un increment del
diametre de particula en composicions amb Tween 80. En mescles amb
Cremophor EL el diametre de gota s’estabilitza quan s’assoleix una relacio molar
IPDI/Cremophor EL >1 independentment de I’increment de la concentracid de

monomer.

La concentracio O/T optima per a la formacié de nanoparticules de PU PEG 1
PUR lys és de de 10/90, ja que per a aquesta relacid en pes s’aconsegueix la
formacié de nanoparticules de menor diametre amb la minima concentraci6 de

tensioactiu necessaria per a obtenir un sistema de baixa polidispersitat.

Les nanoparticules de PU PEG, PUR lys, PUR biot i PUR strep en suspensid
aquosa presenten una elevada estabilitat cinetica. La liofilitzacio és un metode

eficag per a incrementar 1’estabilitat de les nanoparticules de PU PEG 1 PUR.

Els estudis de caracteritzacié mitjancant FT-IR han posat de manifest la
finalitzacié de la reaccid de polimeritzacid per la desaparicié de la banda
d’absorcio caracteristica del grup diisocianat de 1I’IPDI i1 la formacié de nous
grups funcionals associats als poliuretans i les poliurees. La formacié de polimers
de poliureta i poliurea ha quedat palesa per 1’aparicié de noves bandes d’absorcid
a 1639 cm™ per al grup carbonil de les urees, a 1740 cm™ per al grup carbonil

dels uretans i a 2800 cm™ per al grup amida.
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= La caracteritzacié mitjangant AFM ha permes constatar la morfologia esferica de
les nanoparticules de PU PEG, PUR lys, PUR biot i PUR strep. Les analisis per
contrast de fases han posat de manifest que cadascun dels sistemes de
nanoparticules estd constituit per una Uunica poblacidé de particules
estructuralment identiques. En els estudis realitzats mitjancant microscopia
confocal s’ha observat que la formacié de nanoparticules de PUR biot no

compromet el lloc d’uni6 entre la biotina i I’estreptavidina.

» S’han aconseguit incorporar concentracions elevades de ketoprofén, compreses
entre ’1% 11’1,5% en pes, en nanoparticules de PU PEG 1 PUR lys en suspensid
aquosa amb una eficiencia d’encapsulacié > 80 %. El ketoprofén adsorbit a les
nanoparticules és capag d’alliberar-se, observant-se un retard de 1’alliberacio del
farmac des de les nanoparticules en relacio a la nano-emulsid i a una soluci6 de
PBS a pH 7,4. El perfil d’alliberacié obtingut per a les nanoparticules es

correspon amb un model cinetic d’ordre zero.
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