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Objectius i estructura de la tesi

1.1. Objectius

Aquesta tesi doctoral recull part de la recerca realitzada en un projecte europeu
(Sustainable surface technology for multifunctional materials, Surface-T, NMP2-CT-2005-013524)
sobre el desenvolupament de nous materials multifuncionals en el camp de la
nanotecnologia i la nanociencia. Aixi doncs, els objectius principals d’aquesta tesi estan
directament relacionats amb I’esmentat projecte.

En els ultims 40 anys s’han desenvolupat noves tecnologies relacionades amb el
recobriment o immobilitzacié de compostos quimics dins estructures polimeriques. A part
de la seva utilitzacié com a biomaterials i farmacs, també tenen aplicaci6 en els camps dels
pigments i dels plastics. En el camp dels medicaments, el polimer pot protegir el farmac del
medi fisiologic i, per tant, permet millorar la seva estabilitat iz viwo. Tanmateix, el
recobriment i la impregnacié de farmacs sén molt atractius en I'elaboracié de sistemes
d’alliberament controlat.

Els objectius principals de la tesi doctoral sén el desenvolupament i establiment de
metodologies per a la preparacio i caracteritzacié de farmacs, ja sigui com a principis actius
purs o immobilitzats en matrius polimeriques. Els estudis de caracteritzacié es
desenvoluparan principalment al nostre grup de recerca i en la preparacié de sistemes
d’alliberament de farmacs es realitzara en col-laboracié amb altres grups de recerca.

En una primera etapa, 'objectiu és la caracteritzacié fisicoquimica preliminar de
diversos farmacs model seleccionats per a la posterior preparacié dels sistemes
d’alliberament controlat. En aquesta part s’estableixen metodes analitics adients basats en la
cromatografia de liquids d’alta resolucié (HPLC) i I'analisi en flux continu amb deteccio
espectrofotométrica.  Complementariament, s’utilitzen tractaments quimiometrics per
analitzar les dades generades per tal d’augmentar la qualitat de la informacié obtinguda.
L’extracci6é de la informacié analitica d’aquests sistemes ens pot portar a la utilitzacié de
metodes de resolucié multivariant de corbes per minims quadrats alternats (MCR-ALS).

La segona etapa consisteix en la preparacio 1 caracteritzacid d’alguns dels sistemes
model d’alliberament controlat amb els farmacs candidats. S’explora I'aplicabilitat de les
tecnologies netes basades en fluids supercritics (particularment del CO,) per a I'elaboracio
d’aquests productes. Posteriorment, la investigacié va dirigida a estudiar les propietats
fisicoquimiques de les noves formulacions. Aixi doncs, es pretén estudiar les morfologies
de les mostres a nivell macroscopic, determinar les temperatures caracteristiques dels

sistemes i obtenir els perfils cinétics de I’alliberament. Les técniques emprades amb
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aquestes finalitats sén la microscopia electronica de rastreig, la microscopia confocal de
fluorescencia, I'analisi calorimetrica diferencial 1 la cromatografia de liquids amb deteccié

ultraviolada (UV) 1 de fluorescéncia.

1.2. Estructura de la tesi

La memoria esta dividida en set capitols. En el primer capitol s’introdueix la tesi, es
presenten els objectius i es detalla ’estructura de la memoria.

En el segon capitol s’introdueixen bibliograficament els sistemes d’alliberament de
farmacs 1 es descriuen breument els tipus de farmacs i I'aplicabilitat dels polimers que
s'utilitzen en aquests sistemes. A continuacié s’expliquen les diferents tecniques per a
Ielaboracié d’aquests mitjancant I'as de fluids supercritics (i en concret, el CO,) 1 es
presenta un resum de les metodologies analitiques que es fan servir per a caracteritzar
aquests tipus de sistemes. En aquest capitol també es comenten aspectes generals dels
metodes quimiometrics empleats.

En el tercer capitol es recullen els productes quimics i els instruments emprats en
els diferents métodes que es descriuen a continuacio.

Posteriorment es presenten els resultats obtinguts per a l'estudi dels sistemes
triflusal/poli(metacrilat de metil) (capitol 4), 5-azacitidina/acid poli(L-lactic) (capitol 5),
naproxén/etilé vinil acetat, Eudragit® E100 i ketoprofen/monoestearat de glicerol, oli de
rici hidrogenat (capitol 6). Tots ells son sistemes preparats amb diferents tecnologies
supercritiques per a aplicacions ben diverses: via cardiovascular, oral, transdermica 1 topica.
Aquests tres capitols comencen amb una breu introduccid, continuen amb la presentacid
dels articles cientifics publicats i finalitzen amb la descripcié de resultats addicionals
conjuntament amb una discussi6 global d’aquests.

Per ultim, les conclusions globals de la memoria s’exposen en el capitol 7.

1.3. Relacié de treballs cientifics presentats en la memoria

1. Spectroscopic and chromatographic characterization of triflusal delivery
systems prepared by using supercritical impregnation technologies
Autors: A. Argemi, A. Lopez-Periago, C. Domingo, J. Saurina
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 46 (2008) 456-462.
Enllag: doi:10.1016/}.jpba.2007.11.005
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Study of the degradation of 5-azacytidine as a model of unstable drugs using
a stopped-flow method and further data analysis with multivariate curve
resolution

Autors: A. Argemli, J. Saurina

Talanta 74 (2007) 176-182.

Enllag: doi:10.1016/j.talanta.2007.05.053

Characterization of acid-base properties of unstable drugs using a
continuous-flow system with UV—vis spectrophotometric detection

Autors: A. Argemli, J. Saurina

Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 44 (2007) 859-860.

Enllag: doi:10.1016/}.jpba.2007.03.028

Characterization of azacytidine/poly(L-lactic) acid particles prepared by
supercritical antisolvent precipitation

Autors: A. Argemi, A. Vega, P. Subra-Paternault, ]. Saurina

Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 50 (2009) 847-852.

Enllag: doi:10.1016/].jpba.2009.07.006

Development of a polymeric patch impregnated with naproxen as a model of
transdermal sustained release system

Autors: A. Argemli, ].L. Ellis, J. Saurina, D.L. Tomasko

Journal of Pharmaceutical Sciences (acceptat).

Enllag: http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/jps.22346 /abstract

Evaluation of release profiles of ketoprofen entrapped in solid lipid particles
as a model of topical formulation using a Franz diffusion cell

Autors: A. Argemi, C. Domingo, J. Saurina, A.R. Sampaio de Sousa, C.M.M.
Duarte, C.A. Garcia-Gonzalez

(Enviat per a la seva publicacio).
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Introducci6 general

2.1. Sistemes d’alliberament de farmacs

2.1.1. Definicio terminologica

Es defineix un sistema d’alliberament de farmacs com una formulacié o un
dispositiu que permet la introduccié d’una substancia terapeutica al cos i millora la seva
eficacia 1 seguretat mitjancant el control de la velocitat, el temps i el lloc d’alliberament del
farmac al cos [1]. Segons la Farmacopea dels Estats Units (USP) aquesta definici6
correspondria al terme d’alliberament modificat o extens. D’altra banda trobem sovint
termes com alliberament controlat, alliberament prolongat, alliberament sostingut,
alliberament retardat i de llarga actuacio, pero tots ells sén sinonims d’alliberament extens.
Las d’un o altre terme s’elegeix en funcié de petites variacions en les caracteristiques de

Palliberament.

2.1.2. Passat, present i futur de Palliberament de farmacs

En les ultimes decades hi ha hagut un gran augment en el desenvolupament de
nous farmacs. Les empreses farmacceutiques intenten millorar els seus productes sintetitzant
compostos nous o amb estructures semblants a d’altres ja existents, o bé desenvolupant
noves formes farmaceutiques amb caracteristiques terapeutiques millorades.

Aixi doncs, va ser cap al 1970 quan es va produir un gran salt en benefici de la
terapia farmaccutica i es van comencar a desenvolupar els primers farmacs en els quals
s'intentava controlar la velocitat d’alliberament dun principi actiu [2, 3]. Mentre que
Pactivitat 1 Despecificitat segueixen sent els principals objectius per a futurs
desenvolupaments, avui en dia es treballa intensament en la creacié de nous sistemes per
intentar modular la duraci6 1 la intensitat en 'accié del farmac. Les formulacions més
avancades que es troben actualment en el mercat farmaceutic sén aquelles que responen a
algun tipus de demanda fisiologica o patologica. No obstant aixo, els sistemes practics
desenvolupats es limiten a alentir o augmentar la velocitat d’alliberament de manera
controlada. Sén moltes les vies d’administracié explorades amb aquests nous sistemes: oral,
rectal, parenteral, topica, etc. Per suposat, la via oral és la que domina aquest mercat.

Avui en dia en el camp farmaceutic s’'empren molts tipus de biomaterials i farmacs
amb composicions molt complexes, generalment formats per un compost actiu combinat

amb excipients ben diversos. A banda d’aixo, també s’intenta que aquests farmacs actuin
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d’una manera més rapida i eficient sobre les fonts que produeixen la malaltia o infecci6é. Un
dels principals objectius d’aquesta terapia és el d’aconseguir que el farmac actui
terapcuticament durant un llarg perfode de temps. Tot i aixo, la metodologia per al
transport d’aquests segueix sent un problema a resoldre, ja que per arribar a un organ o
teixit en concret han de recorrer certes distancies pel torrent sanguini. Normalment les
concentracions dels farmacs sén més elevades que les realment requerides per tal de
mantenir la concentracié terapéutica necessaria. Es per aixo que s’intenta evitar que
s’assoleixin pics que superin la minima concentracié toxica (MTC) en el torrent sanguini
durant Padministracié de dosis successives (Figura 2.1 a). La situacié ideal seria la
d’aconseguir mantenir l'alliberament entre nivells de minima concentraci6 efectiva (MEC) 1
de MTC durant un llarg periode de temps (Figura 2.1 b) [4]. Aquest temps depen del tipus
d’aplicacié farmacologica i pot durar des d’unes hores fins a 5 anys.

Trobem uns quants exemples de sistemes comercials d’alliberament de farmacs que
han suposat grans avengos en el camp de la farmacologia: el pegat transdeérmic
d’escopolamina per prevenir la cinetosi o mareig del viatger [5], el sistema terapéutic
gastrointestinal (GI) de nifedipina per a l'alleujament de I'angina de pit i per a la hipertensi6
arterial [0], el pegat transdérmic de fentanil emprat com a analgesic 1 anestesic [7], el sistema
d’alliberament controlat de metilfenidat per al tractament del trastorn per deficit d’atencid
[8], el pegat transdérmic de nitroglicerina usat com a vasodilatador i I'implant subdermic

anticonceptiu de levonorgestrel de 5 anys de durada.

P~
5
~

(®)

1 T
g MTC g MTC
& &
b] 2
Q Q
g g \
g MEC g MEC
v [}
: \ \ N : N
Q Q
S S
1 Dosi 1 Dosi 1 Dosi 1 Dosi

Temps — Temps —

Figura 2.1. Perfils de concentracié del farmac en sang mitjancant (a) "administracié tradicional i (b)
Palliberament controlat. MTC = minima concentracié toxica; MEC = minima concentracio

efectiva.

En els ultims 40 anys s’han desenvolupat i registrat en la food and drug administration
(FDA) de 20 a 50 nous farmacs (nous principis actius) d’as en humans per any i un nombre

semblant de diferents sistemes d’alliberament de farmacs recoberts o immobilitzats en
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estructures polimeriques [9]. Aquests productes sén, en realitat, noves formulacions de
farmacs ja comercialitzats com a formes galeniques convencionals. Al comengament del
seu desenvolupament eren considerats exotics, costosos o ornaments tecnologics; pero
actualment han esdevingut molt utils en el camp de la medicina, encara que el seu us
segueixi sent escas.

Si es fa una cerca bibliografica al MEDLINE amb les paraules drug delivery systems
ens podem adonar de com d’extens és aquest camp. Podem trobar-hi des de les primeres
invencions associades a la medicina tradicional fins a un nombre enorme de noves patents
farmaceutiques. Aquests materials biologicament compatibles es poden classificar en dos
tipus diferents segons la seva composicié. Aixi doncs, els organics estan formats per dos
polimers, o bé una mescla d’un polimer i compostos organics de baix pes molecular, i els
hibrids estan formats per una mescla de components organics i inorganics. A partir
d’aquests dos tipus de materials es poden obtenir estructures ben diverses com per
exemple: (a) particules amb superficies modificades, (b) sistemes porosos impregnats

internament i (c) materials dispersos en matrius polimeriques (Figura 2.2).

organic / polimer

organic / inorganic polimer / polimer

composicio

Figura 2.2. Esquema resum dels diferents tipus de materials biologicament compatibles i
estructures freqients que s’obtenen com a sistemes d’alliberament de farmacs: (a) particules amb
superficies modificades, (b) sistemes porosos impregnats internament 1 (c) materials dispersos en

matrius polimeriques.

Les finalitats d’aquestes noves tecnologies soén ben diverses. Com a exemple, en
citarem algunes amb les seves aplicacions. En primer lloc, s’intenta prolongar I’alliberament

dels farmacs, com ¢és el cas de les terapies hormonals. En segon lloc, es prova
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d’incrementar la biodisponibilitat de farmacs hidrofobics com sén alguns principis actius de
baix pes molecular. I en tercer lloc, es volen incorporar peptids i proteines en matrius per
tal de protegir-los de degradacions enzimatiques i afavorir d’aquesta manera el
reconeixement i localitzacié molecular del farmac en els receptors actius quan es duen a
terme terapies antitumorals o per al tractament de la sindrome d’immunodeficiéncia
adquirida (SIDA).

Es troben amb freqiiencia farmacs que presenten inestabilitat un cop introduits al
cos huma. En molts casos es formen metabolits tant actius com inactius, a consequiéncia
d’un procés de biotransformacio.

Justament en aquest sentit, i en d’altres citats preéviament, va enfocat el
desenvolupament de nous sistemes polimerics bioactius amb incorporacié de farmacs
especifics. El polimer protegeix el farmac del medi fisiologic i per tant, millora la seva
estabilitat 7z vzvo. Aquesta caracteristica és molt atractiva en l'alliberament de compostos
labils.

A més a més, en molts casos s’introdueixen excipients dins de la matriu polimerica
per tal d’estabilitzar el farmac o de modular la cinctica del procés de degradacié del
polimer. En alguns estudis, s’utilitzen sals basiques com a excipients estabilitzants [10, 11].
En canvi, els excipients hidrofils poden accelerar el procés d’alliberament.

Malgrat els molts avantatges que presenten aquests sistemes, no podem oblidar-nos
de certs desavantatges o limitacions que es poden produir en alguns casos, com sén: la
possible toxicitat, la bioincompatibilitat, la formacié de productes de degradaci6 indesitjats 1
I'alt cost de fabricacié comparat amb el de les formulacions farmaccutiques tradicionals.
També s’ha de tenir en compte que es poden produir variacions en els perfils
d’alliberament quan s’ingereix menjar 1 en el cas de persones diferents a causa d’un
metabolisme divers per a cada individu.

El sistema ideal hauria de ser inert, biocompatible, mecanicament fort, confortable
per al pacient, capag d’allotjar altes quantitats del farmac, segur de cara a alliberaments
accidentals, simple d’administrar i de retirar i facil de fabricar i d’esterilitzar.

El futur d’aquests farmacs pot ser predit fins a cert punt. Alguns dels farmacs que
es troben actualment al mercat desapareixeran i se’n descobriran d’altres. Algunes de les
malalties actuals seran eliminades i apareixeran noves variants, segurament infeccioses. Es
per aix0 que és dificil saber quins metodes s’utilitzaran per alliberar uns farmacs que

possiblement encara no coneixem.
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2.1.3. Innovacions

En les passades decades la recerca s’ha enfocat cap a rutes alternatives per a
I'administracié de nous medicaments que no poden ser alliberats en les tradicionals
administracions orals 1 parenterals. Cada vegada més s’intenta que els alliberaments es
produeixin de manera no invasiva. Aix{ doncs, les rutes alternatives més prometedores en
els ultims anys han estat les nasal, bucal/sublingual, pulmonar i transdérmica. Sén
considerades utils basicament perque permeten eliminar les classiques deficiencies trobades
en noves formulacions moleculars (metabolismes de primer pas massa llargs, propietats
fisicoquimiques desfavorables, efectes GI secundaris) o en alliberaments amb
farmacocinétiques no optimes en estudis preclinics. Les noves propostes es basen en la
millora de: la fiabilitat de lalliberament, la toxicitat en el lloc especific i, sobretot, el
potencial per poder-los desenvolupar facilment. Algunes de les vies d’administracié
tradicionals 1 alternatives més comunes es troben resumides en la Taula 2.1 [1]. A més a
més, per a cada via d’administracié trobem diferents formes farmaceutiques. L’eleccio
d’una via d’administracié6 depén de diversos factors com poden ser el tipus de malaltia,

I'efecte desitjat i la disponibilitat del producte.

Taula 2.1. Comparacié de les principals vies d’administracié d’alliberament de farmacs per absorcié

sistémica.
VIA D’ADMINISTRACIO
CARACTERISTIQUES Intramuscular/ Inhalatoria/
Oral Intravenosa Nasal Transdérmica
subcutania pulmonar
Indirecte, a Absorcid
Alliberament al torrent
través del Directe indirecta des dels Indirecte Indirecte Indirecte
sanguini .
tracte GI teixits
Moderat a
Inici de ’accié Lent Rapid Moderat a rapid Rapid Rapid
rapid
Moderada a
Biodisponibilitat Baixa a alta Alta Alta Moderada Baixa !
alta
Control de Moderat a
Moderat Bo Moderat Pobre Moderat a bo
la dosi bo
Un mateix o un
Administracié Un mateix Professional Un mateix Un mateix Un mateix
professional
Comoditat del pacient Alta Baixa Baixa Alta Moderada Alta
Malestar Reaccio Quasi Irritacié de la Quasi
Efectes adversos Reaccié aguda
GI aguda negligibles pell negligibles
Us per a proteines i
No Si Si Si No Si
peptids
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També s’han assolit considerables avencos en la millora dels temps d’alliberament.
Actualment trobem en el mercat farmaceutic composicions d’una sola dosi en un dia fins a
terapies realment extenses. A més a més, sTha fet un gran pas en la terapia genctica i
'alliberament de proteines terapcutiques. Algunes millores en terapies contra el cancer
també podrien ser atribuides a aquestes noves formulacions.

Aquestes innovacions es reflecteixen en la creaci6 de nous sistemes amb
caracteristiques diverses, com per exemple els sistemes intel'ligents o multifuncionals
d’alliberament de farmacs, els polimers conjugats amb farmacs o els compostos hibrids
(components organics i inorganics). Els sistemes intel-ligents d’alliberament de farmacs s6n
realment prometedors perque presenten un augment en la capacitat de dirigir-se al lloc
especific d’actuacié o diana i a la vegada augmenten Deficiencia i1 I'eficacia de les terapies
produint els minims efectes secundaris [12]. Els polimers conjugats amb farmacs presenten
el gran avantatge de prolongar la circulacié del farmac pel torrent sanguini i retardar les
velocitats de metabolisme, degradacié i excrecié del compost conjugat [13]. Els polimers
emprats en conjugacions poden ser sensibles a algun tipus d’estimul, aixi proporcionen
unes caracteristiques uniques al farmac conjugat. Un sistema multifuncional d’alliberament
de farmacs té dues o més funcions [14]. Els sistemes intel-ligents i els polimers conjugats
podrien ser considerats multifuncionals, ja que a banda d’alliberar el farmac, poden
desenvolupar una altra funcié com respondre a un estimul o hidrolitzar-se a I'interior d’'una
cel'lula. Un exemple de compostos hibrids en estudi actualment soén els formats per
particules de metalls i polimers hidrofils que s’utilitzen per a fer diagnosis de malalties amb

tecniques d’imatge 1 també com a marcadors de biomolecules [15, 16].

2.2. Farmacs emprats en sistemes d’alliberament

La recerca de nous farmacs ha evolucionat extraordinariament al llarg dels tltims
anys. Avui en dia s’empren rutinariament tecniques de cribratge d’alt rendiment, que sén
metodes de recerca sistematica indiscriminada de molécules per al descobriment de nous
farmacs. Aquestes aproximacions han portat a un augment sistematic de compostos
d’elevat pes molecular, lipofils i hidrofobs i a una disminucié en la investigacié amb
compostos solubles en aigua [17].

Per tal que un farmac sigui disponible oralment, el compost s’ha de poder dissoldre
1 ser absorbit a través de lintesti per tal d’assolir uns nivells de concentracié del farmac

adients al lloc actiu farmacologicament, i, en conseqiiéncia, que I'accié desitjada s’obtingui
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de forma reproduible. Certs estudis han demostrat que més d’un 40 % dels fracassos en el
desenvolupament de nous farmacs és a causa de les pessimes propietats biofarmaceutiques
que presenten, com ara una baixa solubilitat en aigua o una baixa permeabilitat. La FDA i
altres organismes reguladors de farmacs han creat una sistema de classificacio
biofarmaceutica (BCS, de angles bigpharmacentics classification system) en el qual els compostos
es troben subdividits en 4 classes diferents en funcié de la solubilitat i de les caracteristiques
de permeabilitat [18, 19].

Els farmacs de classe 1 soén solubles i permeables amb una biodisponibilitat oral
bona i només estan limitats per la seva habilitat d’arribar als llocs especifics d’absorcié en el
tracte GI. Els de classe 2 son poc solubles, pero permeables a través de I'intesti, la qual
cosa significa que la seva biodisponibilitat oral estara limitada per la velocitat de dissolucio.
Els compostos de classe 3 sén solubles, pero poc permeables, aixi que la seva
biodisponibilitat esta limitada per les propietats barrera del tracte GI. Per dltim, els de
classe 4 son insolubles 1 poc permeables i per tant, combinen les limitacions dels
compostos de classe 2 1 3. Les farmacéutiques han vist un gran potencial en els compostos
de classe 2 i estan realitzant estudis per tal de vencer les dificultats que aquests presenten.
Cal recordar, pero, que no tots els compostos de classe 2 tenen les mateixes caracteristiques
sin6 que a vegades una baixa solubilitat en aigua pot ser conseqiiencia de causes ben
diverses. Son precisament aquest factors els que poden marcar la diferéncia 1 fer que certes
modificacions en la formulacié d’un nou farmac el facin esdevenir un sistema biodisponible
oralment [17]. La solubilitat ve marcada per I’habilitat d'una molecula en distribuir-se entre
una fase aquosa i una lipofila o hidrofoba, expressada com a coeficient de particié o logP.
Aixi doncs, tots aquells metodes que millorin la capacitat de mullar-se d’un sistema seran de
summa importancia. D’altra banda, una solubilitat baixa també pot ésser associada amb un
punt de fusié elevat, del qual sén responsables les forces de la xarxa cristal-lina d’un solid.
Els compostos de classe 3 també son de gran interes, sobretot les proteines i els peptids.

Les tecnologies de dispersié solida o de solucions, de les quals parlarem més
endavant, son estratégies realment utils a ’hora de millorar les caracteristiques d’aquestes
noves formes farmaceutiques. Algunes de les millores sén, per exemple que: (a) el principi
actiu s’obté sovint en estat amorf i aleshores la problematica amb les forces de la xarxa
cristal'lina s’elimina i la solubilitat és augmentada, (b) la mida de particula del farmac és
disminuida a la mida més petita possible i (c) Ieleccié6 d’un polimer transportador adient
aporta un augment en la capacitat per mullar-se 1 contribueix aix{ a la generacié d’un procés

de dissoluci6. En I'ds d’aquestes tecnologies també existeixen certs desavantatges, com ¢és
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estabilitat fisica del farmac en el transportador polimeric escollit. ’estat amorf és un estat
d’energia alta comparat amb estat cristalli i és per aixo que amb el temps té una tendencia
a recristal-litzar. I’estabilitzacié és possible, pero cada metode ha de ser especific per a cada

tipus de formulacié en estudi.

2.3. Polimers emprats en sistemes d’alliberament

Durant els ultims 40 anys s’han utilitzat gran varietat de materials com a
transportadors de farmacs. La gran majoria d’aquests sistemes transportadors sén matrius
polimeriques d’origen tant sintétic com natural, el més semblants possibles a components
del cos huma per tal que siguin biocompatibles i, si és possible, biodegradables.

Aixi doncs, en moltes de les aplicacions d’alliberament controlat de farmacs, el
polimer és degradat o desgastat per fluids biologics al llarg del temps 1 forma productes
sense toxicitat els quals s’eliminen un cop finalitzat I'alliberament.

Moltes vegades el sistema d’alliberament controlat es dissenya de tal manera que
només s’allibera el compost actiu quan es troba en un medi apropiat. Els sistemes
polimerics sén inicialment solids, estan completament secs i quan s’introdueixen al cos
huma absorbeixen aigua i es mullen [4]. A partir d’aqui, el polimer es comenca a inflar cada
vegada més 1 permet aixi l'alliberament del farmac al medi. Aquest alliberament pot tenir
diferents comportaments, des de cinctiques d’ordre zero fins a seguir models pulsatius i
sigmoidals.

Aquesta capacitat que té el polimer de mullar-se és de gran interes, ja que es pot
desencadenar també mitjangant algun canvi en el seu medi exterior. Depenent del polimer,
es canvia el pH, la temperatura o la for¢a ionica i el farmac s’allibera o no. Aquests
materials son ideals per preparar formes farmacéutiques d’administracié oral, en les quals
Ialliberament no es produeix a pH baixos en I'estémac i s al pH de I'intesti prim (~ 6,8).
En general, els preparats farmaccutics es poden classificar en dos tipus de sistemes

polimeérics i en la Figura 2.3 es mostren exemples d’aquests:

a) Sistemes de reserva (recoberts). El farmac es troba al centre del sistema i esta
recobert pel polimer. Normalment presenten una geometria esférica.

b) Sistemes matricials hidrofils, hidrofobs o inerts. El principi actiu es troba dissolt
(formant agregats) o molecularment dispers en una matriu polimeérica que controla la

velocitat de lalliberament. Aquests acostumen a tenir una geometria irregular.
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Figura 2.3. Alliberament controlat del farmac en (a) un sistema de reserva i (b) en un sistema

matricial.

Actualment s’utilitzen una gran varietat de polimers amb aplicacions biomediques
ben diverses. Al comengament es van usar molecules organiques petites com la urea, I'acid
citric o el mannitol, pero avui en dia les investigacions van més enfocades a I'is de
transportadors polimerics solubles en aigua com per exemple, la polivinilpirrolidona (PVP)
o el seu copolimer polivinilpirrolidona-cs-vinilacetat (PVP-VA) [20, 21]. També s’estudien
polimers derivats de la cel-lulosa [22], Detile vinil acetat (EVA) [23, 24] o polimers
dependents del pH, com els copolimers de I'acid acrilic i metacrilic coneguts amb el nom
d’Eudragit® [25]. Aquests sén un clar exemple de polimers sensibles al pH del medi, ja que
contenen acids carboxilics responsables de les respostes a diferents valors de pH.

Els polimers biodegradables més usats acostumen a ser poliesters alifatics sintétics
com lacid poli(L-lactic), I'acid poliglicolic 1 la policaprolactona, aixi com copolimers
d’aquests. Sutilitzen també copolimers de compostos degradables i no degradables com
son el poli(metacrilat de metil), el polietile, I’alcohol polivinilic i el policarbonat. Tots han
estat aprovats per la FDA per a aplicacions  vzvo.

A continuaci6 es descriuen cada un dels polimers seleccionats per a aquesta tesi
doctoral, aixi com també algunes de les seves propietats fisicoquimiques.

El poli(metacrilat de metil) o PMMA (Figura 2.4) és un polimer vinilic que es forma
per polimeritzacié vinilica de radicals lliures a partir del monomer metacrilat de metil. En
medicina s’utilitza per a la fabricacié de protesis ossies i dentals i com a additiu en pols en
la formulacié de molts farmacs de via oral. En aquest cas actua com a retardant a I'accié del
medicament per tal que aquesta sigui progressiva. E1 PMMA és higroscopic, perd no es
dissol en aigua. A més a més, presenta un ampli interval de temperatures de transici6 vitria
(T,) des de 85 fins a 165 °C. Les diferents T, del PMMA li proporcionen diferents

propietats elastiques i de capacitat de deformacié plastica.
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{CHZ— C
‘ a

CH,
Figura 2.4. Estructura quimica del PMMA.

L’acid poli(L-lactic) o L-PLA (Figura 2.5) és un poli¢ster alifatic i biodegradable que
s’obté de la polimeritzacié6 de molecules d’acid L-lactic. S’utilitza actualment en un gran
nombre d’aplicacions biomediques, com per exemple en sutures i en sistemes
d’alliberament de farmacs. També s’esta investigant el seu us com a material en enginyeria
de teixits. Normalment t€ un percentatge de cristalls del 37 %, una T, de 60 a 65 °C i una

temperatura de fusi6 (T),) de 173 a 178 °C [206].

O
~|ECH— l|: —O}—
| .

CH,
Figura 2.5. Estructura quimica del PLA.

L’acid poli(lactic-co-glicolic) o PLGA (Figura 2.6) és un copolimer de I'acid lactic 1
'acid glicolic 1 és un poliester alifatic de cadena lineal [27]. S'usa molt sovint en sistemes
d’alliberament de farmacs, ja que és biodegradable i biocompatible. E1 PLGA és més amorf
que cristal'li i t¢ una T, de 40 a 60 °C. A diferencia dels homopolimers d’acid lactic i

glicolic, pot ser dissolt en diversos solvents comuns com el tetrahidrofuran, 'acetona o

C— (,H—()H(,— CHZ—O;|—

CH3

Pacetat d’etil.

Figura 2.6. Estructura quimica del PLGA.

Letilcel-lulosa (EC) 20 cP (de baixa viscositat, de 20 centipoise), un etil ¢ter de la
cel-lulosa, és un polimer de cadena llarga derivat de la B-anhidroglucosa [25]. El polimer es
prepara tractant cel'lulosa purificada amb una solucié alcalina, seguit per un procés
d’etilacié amb cloroeta. I’EC (Figura 2.7) és practicament insoluble en aigua, pero és
soluble en bastants dissolvents organics depenent del grau de grups etoxi substituits. Es un
polimer semicristal'li amb una T, aproximadament de 130 °C i una T, de 180 °C. S’utilitza

principalment com a capa fina de recobriment.
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Figura 2.7. Estructura quimica de ’'EC 20 cP.

La PVP-VA 64 (Figura 2.8) és un polimer format per 6 parts de vinil pirrolidona i 4
parts de vinil acetat. La PVP-VA 64 és soluble en aigua i en bastants dissolvents organics,
tals com Petanol, Pisopropanol, el butanol i el clorur de metilé [20]. Es un polimer amorf
amb una T, al voltant dels 130 °C i una temperatura de descomposici6 de 225 °C. S’utilitza
com a lligant o excipient en moltes preparacions farmaceutiques, ja que és completament

inert en humans. Com no és absorbit, simplement passa a través del tracte digestiu quan és

COCH,
\o ‘
N o)
{ CHCHZH CHCH%—
n m

Figura 2.8. Estructura quimica de la PVP-VA 64.

ingerit oralment.

[’BEudragit® E100 (Figura 2.9) és un polimetacrilat copolimer del 2-dimetil
aminoetil metacrilat, el metil metacrilat i el n-butil metacrilat. I’Eudragit® E100 és soluble
en solucions acides fins a pH 5,0 [25] i s’infla en solucions per sobre d’aquest pH. El
polimer és soluble en dissolvents organics com lisopropanol, I'acetona, el metanol i
Ietanol. Es comenga a degradar per sobre dels 200 °C. Es un polimer amorf i

biocompatible amb una T, de 52 °C aproximadament.

| o b ot ‘
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O (@] (@] O
(|3Hz CH; (|JH7 CH,
(|:Hz THZ CH,
N N CH
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H,C CH, H,C CH;
CH;

Figura 2.9. Estructura quimica de I’Eudragit® E100.
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I’EVA (Figura 2.10) és un copolimer d’etile 1 vinil acetat. S’empra principalment en
el camp dels materials per les seves propietats com a elastomer amb una alta flexibilitat, i
també perque pot ser processat de la mateixa manera que molts termoplastics. El material
és clar i brillant, té propietats tipus barrera, baixa temperatura de tenacitat, resisténcia a
Pestres i propietats adhesives a la vegada que és impermeable a I'aigua (depenent de la

quantitat d’acetat ho sera més o menys).

{ CHZCHHCHZ—CH}
n | m
o)

COCH,
Figura 2.10. Estructura quimica de PEVA.

Lumulse® GMS (Figura 2.11) és un monoestearat de glicerol amb una cadena
alquilica de 18 carbonis. S’utilitza en productes farmaceutics dérmics i en cosmeética com a

agent tensioactiu lipofil, agent humectant i emulsionant [28].

AN AN

HO ‘
OH
Figura 2.11. Estructura quimica del GMS (monoestearat de glicerol).

Cutina® HR (oli de ricf hidrogenat o HCO, de l'anglés hydrogenated castor 0il) és un
triglicerid esterificat amb tres acids grassos de 18 carbonis altament hidrofil i de tipus cerds
(Figura 2.12). Aproximadament el 90 % dels acids grassos sén d’acid ricinoleic i altres
components significants sén lacid oleic i el linoleic. Normalment s’usa com a

transportador de farmacs en aplicacions topiques [29, 30].

OH

)1/\/\/\/:\)0\/\/\/
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Figura 2.12. Estructura quimica del compost majoritari de I'oli de rici.
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En Telecci6 de la quantitat de polimer i farmac que es vol utilitzar cal evitar
relacions farmac/polimer massa baixes o massa altes per tal de prevenir ruptures
accidentals de Destructura polimerica (i subseglient alliberament incontrolat). En alguns
estudis, s’usen agents plastificants. Si aquests s’afegeixen en grans quantitats a vegades es
produeixen formes farmacceutiques molt adhesives o enganxoses, mentre que en baixes
quantitats s’obtenen formes fragils o trencadisses. Una possibilitat per solucionar aquestes
restriccions ¢és 1'as de mescles de dos tipus de polimers que no siguin toxics i exhibeixin

diferents propietats fisicoquimiques.

2.4. Introducci6 als fluids supercritics

A conseqiencia de la problematica amb la utilitzacié de solvents organics
convencionals en I'ambit farmaceutic, han sorgit noves tecnologies en el procés de
fabricacié de medicaments en les quals s’utilitzen fluids supercritics (FSC) com a alternativa
[31]. Un fluid esdevé supercritic quan es troba en condicions de pressié (P) i temperatura
(T) superiors al valor del seu punt critic. En la Figura 2.13 podem observar el diagrama de
fases d’una substancia pura on es projecten els eixos de Pi 1. Aquest grafic ens mostra els
limits entre els diferents estats d'un compost (solid, liquid i gas), en el qual podem observar
que les tres fases coexisteixen al punt triple. Si seguim la corba de coexisténcia gas-liquid
cap amunt, la pressié i la temperatura augmenten. D’una banda, el liquid esdevé menys
dens quan la temperatura augmenta i de l'altra, el gas esdevé més dens quan la pressid
augmenta. Les coordinades del punt critic presenten valors discrets 1 sén caracteristiques
per a cada substancia en particular. En la Taula 2.2 es mostren, a tall d’exemple, els valors
de diversos FSC. Alguns d’aquestes fluids s’utilitzen més que altres per la facilitat d’assolir
els seus valors critics. A l'hora d’escollir-los per a dur a terme qualsevol procés
experimental també es té en compte el nivell de perillositat, ja que alguns d’ells poden ser

inflamables o toxics.

Sdlid
Fluids
Supercritics

o

Te T

Figura 2.13. Diagrama de fases d’una substancia pura qualsevol.
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Taula 2.2. Punts critics d’alguns fluids seleccionats.

Substancia Temperatura critica (°C) Pressio critica (bar)
Nitrogen -146,9 339
Xeno 16,7 58,4
Dioxid de carboni 31,0 73,8
Eta 32,4 48,8
Propa 96,8 42,5
Amoniac 132,5 113,5
Acetona 2351 47,0
Metanol 240,9 79,9
Etanol 2439 63,8
Aigua 3743 221,2

A mesura que ens acostem al punt critic d’una substancia el seu volum molar o
densitat canvia dramaticament. Per tant, un FSC presenta algunes propietats fisiques
propies d’un liquid i d’un gas, és un bon solvent i bon difusor a causa de la proximitat als
dos estats. Es per aixd que sovint trobem descrits els FSC com a gasos densos o
pressuritzats. Els parametres fisicoquimics que demostren aquestes propietats especifiques

d’un FSC es mostren en la Taula 2.3.

Taula 2.3. Comparacié dels parametres fisicoquimics caracteristics per un liquid, un fluid

supercritic i un gas.

Liquid FSC Gas

Densitat (kg/m?) 1000 100 — 800 1
Viscositat (Pa-s) 103 105 - 10+ 105
Coeficient de difusi6 (m?2/s) 109 108 10-5

La densitat d’'un gas pressuritzat augmenta amb la pressié a temperatura constant
(vegeu Figura 2.14). D’altra banda, la densitat disminueix quan s’augmenta la temperatura a
una pressié constant. A més a més, la capacitat de difusié6 d’un gas pressuritzat augmenta
quan incrementem la temperatura i/o disminuim la pressi6. Aixi doncs, la viscositat d’un

gas pressuritzat tindra un comportament semblant al de la seva densitat.
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Figura 2.14. Densitat del dioxid de carboni en funcié de la pressio i la temperatura [32].

2.5. L’as de dioxid de carboni pressuritzat o supercritic en aplicacions

farmaceutiques

El dioxid de carboni supercritic (scCO,) és un dels FSC més utilitzats en
aplicacions farmaceutiques, ja que és un solvent de baix cost, és inert i no és toxic ni
inflamable. A més a més, presenta unes propietats que faciliten el processament de

materials. Entre les moltes caracteristiques del CO, com a FSC, destaquem:

e Baixa temperatura critica (31 °C), que permet el processament de molts compostos

termolabils.

e Productes finals lliures de solvents organics, ja que el scCO, retorna a Pestat gasos

quan s’allibera la P en un sistema qualsevol.

e Facilitat de canviar el seu poder solvent amb petits canvis de pressié i/o

temp eratura.

e Capacitat de difusi6 elevada que augmenta la transferéncia de massa i ajuda a reduir

el temps de processament o el nombre d’etapes d’un procés.

e Tensio superficial baixa, caracteristica absent en els solvents tradicionals.

A banda d’aquestes caracteristiques, el CO, és considerat un compost segur per la

FDA. Un altre dels atractius que presenta el CO, és que s’obté de fonts de recursos naturals
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o com a subproducte en processos industrials [33]. Per tant, I"ds del scCO, no contribueix a
I'efecte hivernacle global.

Els principals desavantatges del scCO, sén: (a) la necessitat d’una pressio
relativament alta (73.8 bar), (b) el reciclatge del CO, és car i requereix uns equips
complexos i (c) Paplicaci6 a la indastria farmaceutica és relativament nova i aleshores el
cost dels equips i la inversi6 corresponent sén encara bastant elevats.

El CO, és una molécula de polaritat baixa a conseqiiencia del seu moment
quadrupolar. En general, doncs, les molécules petites 1 relativament apolars soén bastant
solubles en el CO,. A mesura que augmenta la complexitat o la polaritat de les molécules, la
solubilitat disminueix i en el cas de moltes biomolecules esdevé negligible fins i tot a
pressions elevades. Aquestes dificultats es poden solucionar amb la introduccié de petites
quantitats de solvents polars en el CO,, formant-se una estructura hibrida. En aquest sentit,
la solubilitat del solut augmenta mitjangant forces intermoleculars de tipus pont d’hidrogen.
Per tant, la solubilitat d'un compost en scCO, vindra determinada principalment pel
metode utilitzat en el procés de fabricacié. D’altra banda, en el cas de molecules que
presentin una solubilitat molt baixa en scCO,, aquest podra actuar també com a
antisolvent. En la segiient Taula 2.4 es mostren els valors de solubilitat en scCO, dels
farmacs estudiats en aquesta tesi doctoral i en condicions experimentals similars als estudis

realitzats.

Taula 2.4. Valors de solubilitat en scCO- dels diferents farmacs estudiats.

Temperatura Pressié Solubilitat en

Compost Referencia
&) (bar) fraccié molar

5-Azacitidina 40 110 no determinada -
5-Fluorouracil 35 145 9,5 x 107 [34]
Cafeina 40 138 1,4 X 104 [35]
Glutatio 72 130 no determinada -
Ketoprofén 58 130 1,6 X 105 [30]
Naproxén 40 90 2,0 X 10¢ [37]
Triflusal 40 190 3,0 X 102 [38]
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En el projecte europeu (Sustainable surface technology for multifunctional materials, Surface-T,
NMP2-CT-2005-013524) es volia utilitzar el CO, en aplicacions diverses, entre elles la
farmaceutica. Aix{ doncs, es va intentar millorar les caracteristiques dels productes actuals. I
també es va intentar dissenyar nous materials amb funcions especifiques i d’alt rendiment.

La utilitzaci6 industrial dels FSC ha augmentat molt i actualment es fan servir en
una llarga llista de processos com soén: 'enginyeria de particules i cristalls [39], la formacio
de complexos amb ciclodextrines, els recobriments, 'enginyeria de teixits i escumes, les
reaccions enzimatiques en medi supercritic, 'extrusié, la producci6 de liposomes i
compostos biotecnologics [40], la purificacié d’excipients farmaceutics [41], Uesterilitzacio,
eliminaci6 de solvents [42], les separacions enantioselectives [43] i, com no, la purificacié i
extracci6 de principis actius de materies primeres, productes naturals o de medis de reaccid
sintetics.

Pel que fa referencia a Penginyeria de particules [44, 45], es poden diferenciar tres
arees de recerca: (a) la preparaci6 de solids de substancies actives per millorar o modificar la
seva accid terapeutica o augmentar-ne la solubilitat, (b) la produccié de polimers com a
matrius per a la impregnacié de farmacs i (c) la preparacié de sistemes polimerics
transportadors com a sistemes d’alliberament controlat biocompatibles o d’alliberament
sostingut.

En general, I'extraccié de compostos bioactius de mescles (purificacié de reaccions,
quantificacié d’un enantiomer actiu, extraccions de matrius naturals, etc.) o de matrius és
I"ds més important dels FSC. En aquest cas, els processos de cristal-litzaci6 i formacié de
particules han experimentat un enorme desenvolupament en els ultims anys. Aixi doncs,
s’extreuen o fraccionen productes naturals, com per exemple solvents residuals o altres
impureses, com pesticides, els quals sén extrets de compostos actius a gran escala [46]. Una
altra aplicaci6 interessant és el fraccionament de proteines 1 peptids utilitzant dioxid de
carboni en fase vapor [47]. També la cromatografia de fluids supercritics preparativa ha
estat utilitzada en un gran nombre d’aplicacions [48], com per exemple el fraccionament
d’acids grassos poliinsaturats.

Actualment trobem descrites en la literatura diferents metodologies que utilitzen
FSC per al processament de compostos farmaceutics i que s’especifiquen a continuacié [49].

La majoria han estat utilitzades durant la tesi doctoral.
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2.5.1. Técnica d’expansio rapida de solucions supercritiques (RESS)

Durant el procés d’expansi6 rapida de solucions supercritiques (RESS, de I'angles
rapid expansion of supercritical solutions) s’utilitza el FSC com a solvent. Aix{ doncs, es fa
precipitar un solut dissolt en scCO, mitjangant ’expansi6 rapida de la solucié supercritica
quan és polvoritzada en un reactor a baixa pressio, en el qual el solvent esdevé un gas. En
algunes aplicacions, la tovera d’entrada del CO, s’escalfa per evitar-ne obstruccié a causa
de la possible congelacié del CO, com a conseqiiencia de la sobtada reducci6 de la P. La
solubilitat del solut en el scCO, ha de ser bastant alta, i per tant, aquesta aplicacié queda
limitada a compostos de baixa polaritat. Aquesta solubilitat del solut depen principalment
de la densitat experimental del FSC i de lestructura molecular del farmac. Un dels
avantatges que presenta ¢és 'obtencié de particules molt fines de mida controlable sense
utilitzar solvents organics. L.a mida i distribucié de les particules es modula mitjancant la
concentracié del solut en el FSC i les condicions d’expansié (T, P, geometria i mida de la
tovera). Com més alta és la concentracié, més petita és la mida de les particules. El
principal desavantatge és la necessitat d’'una proporcié elevada de gas/compost com a
conseqiiecncia de la baixa solubilitat del compost i la necessitat d'un equipament de
pressuritzacié de gran volum. Tot i aixo, és un dels processos de formaci6é de particules

menys costosos quan funciona correctament.

2.5.2. Técnica d’antisolvent supercritic (SAS)

En aquest procés, el FSC actua com a antisolvent. Es pot aplicar a molecules que
s6n poc solubles en scCO, pero solubles en un ampli interval de solvents organics. El solid
es dissol en un solvent organic i a continuaci6 s’afegeix el scCO, com a antisolvent. Aixi es
crea un gran volum d’expansié i reduccié de la densitat del solvent i per tant, una
sobresaturacié que porta a la precipitacid o recristal-litzacié del compost. Quan la injeccié
de la soluci6 liquida ha finalitzat, es duu a terme un procés de rentat (mantenint el flux de
CO,) per tal d’eliminar el solvent organic i prevenir d’aquesta manera la seva condensacié
durant el procés de descompressio. L’avantatge d’aquesta tecnica és 'obtencié de particules
molt fines de mida controlable. La mida i morfologia de les particules es pot modificar
mitjangant la geometria de la tovera, el cabal de la soluci6 liquida, la P del CO, i el tipus de
solvent emprat. En canvi, el desavantatge és I'as de solvents organics. Pero per altra banda,

¢és adequada per processar solids especialment sensibles com soén els peptids 1 les proteines [50].
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Segons la morfologia que es desitja obtenir, es poden trobar diverses modificacions
derivades de la tecnica SAS: antisolvent gas (GAS, gas antisolvent), dispersié millorada de la
solucié mitjangant fluids supercritics (SEDS, solution enbanced dispersion by supercritical fluids) 1

sistema d’extracci6 del solvent en aerosols (ASES, aerosol solvent extraction system).

2.5.3. Técnica de generacio de particules a partir de solucions de gas

saturades (PGSS®)

El procés de generaci6 de particules a partir de solucions de gas saturades (PGSS®,
de Panglés particles from gas-saturated solutions) fa servir el scCO, com a solut. Aquesta técnica
consisteix en la dissolucié de scCO, en el si d'un compost fos (o substrat liquid) i a
continuacié 'expansié rapida a través d’una agulla o capil-lar, que porta a I'evaporaci6
completa del gas i la solidificaci6 del liquid en particules fines. Els avantatges en aquest cas
son la formacié de particules fines amb una distribucié estreta de mida de particula i
Iextremadament baix consum de gas. Cal destacar que ens permet treballar a baixes

pressions i que no és necessari I'ds de cosolvents organics.
2.5.4. Técnica d’impregnacio discontinua

El procés d’impregnacié es basa en una alta difusié i un poder de solvatacio
controlat del CO,. Les matrius polimeriques no poroses acostumen a inflar-se quan
s’exposen a fluids supercritics 1 d’aquesta manera la penetracié del solut a través del solid és
augmentada. En la Figura 2.15 es mostra un esquema de les diferents etapes que tenen lloc
en un procés d’impregnacié. Realment existeixen un gran nombre de processos per tal de
dispersar un farmac en un transportador polimeric utilitzant FSC. Alguns d’aquests
processos es diferencien en petites variacions. Els avantatges d’aquest procés inclouen una
distribucié uniforme del solut en el solid (gracies a Ialta difusié del CO,), una reduccié
d’etapes del procés i la facilitat d’eliminar el solvent. Aquesta area d’investigacid és
relativament nova i encara s’estan desenvolupant nous meétodes per dispersar farmacs,
sobretot en grups de recerca farmaceutica. Per aquest motiu, en aquesta tesi doctoral es va

decidir explorar i investigar més extensament 1'is de processos d’'impregnacié de farmacs.
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Figura 2.15. Esquema d’un procés d’impregnacié per inflament.

2.5.5. Revisio d’aplicacions farmacéutiques recents

Tal 1 com s’ha comentat previament, en els dltims anys es poden trobar en la
bibliografia un gran nombre d’articles de revisié sobre aquests processos que utilitzen FSC
[39, 42, 51] i també sobre nous desenvolupaments originals de medicaments [52-60].

La cristallitzacié és una de les tecniques de purificacié més usades després dun
procés de sintesi quimica. Aquesta purificaci6 i cristal-litzaci6 fraccionada es pot aconseguir
també mitjancant la utilitzacié del métode GAS, on s’afavoreix gracies al canvi brusc del
poder de solvataci6 que es produeix quan el solvent s’expandeix. A diferéncia dels
processos convencionals de cristal-litzacid, la sobresaturacié mitjangant aquest procés de
cristal-litzacié depén de la pressi6. Es per aixo que diferents soluts amb diferent solubilitat
precipitaran en diferents etapes de l'expansid. Aixi doncs, aquesta tecnologia permet
'aillament de certes impureses de principis actius farmaceutics, com poden ser intermedis
de reaccid, enantiomers i additius. Generalment, I’éxit de la precipitacié amb GAS depen de
la solubilitat del solvent liquid en el fluid supercritic antisolvent i esta basat en el fet que el
solut no és soluble en 'antisolvent [51].

Trobem en la bibliografia diversos articles per a Ielaboraci6 i caracteritzacié de
sistemes d’alliberament. Per exemple, W et al. [59] van estudiar la formacié de la dispersié

solida d’un farmac poc soluble en aigua com ¢és el piroxicam (un antinflamatori no
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esteroidal o AINE) en PVP, comparant un procés GAS amb un de classic d’atomitzacié en
sec. Les propietats fisicoquimiques dels productes, aixi com les interaccions entre el farmac
1 el polimer van ser caracteritzades a través de la difraccié de Raigs X, I'espectroscopia
infraroja amb transformada de Fourier (FTIR), la calorimetria diferencial de rastreig (DSC,
de Tangles differential scanning calorimetry) 1 THPLC-UV. Tots els experiments van millorar el
poder de dissolucié del piroxicam, pero el metode amb FSC va aconseguir que el piroxicam
es dissolgués completament. La solucié de piroxicam es va introduir a la cambra de
precipitacié mitjancant un capil-lar intern al mateix temps que el flux estatic de CO,
s’introduia a través d’un injector exterior. Finalitzada la injeccio, el CO, pressuritzat va fluir
a linterior de la cambra per tal d’extreure el solvent organic del producte final. La
transformacio fisica que va produir aquesta tecnica al component inicial no va interferir en
les interaccions entre farmac i polimer. La utilitzacié d’aquest métode permet controlar la
dissoluci6 7 vitro sense modificar-ne la seva estabilitat.

Salmaso et al. [52] van preparar dispersions homogenies d’insulina i ’hormona
recombinant de creixement huma en una mescla de triestearina/lecitina/polietilenglicol
mitjancant la microatomitzacié de scCO, per tal de produir particules recobertes amb
proteines. En aquest estudi, van utilitzar un equip de fabricacié propia [53], amb el qual van
pressuritzar 1 escalfar el CO, a 150 bar i 40 °C. Per a la caracteritzacié de les dispersions
obtingudes van utilitzar diferents tecniques analitiques: DSC, microscopia de transmissio
electronica i l'espectrofotometria UV-vis. La quantitat de proteina i hormona en les
particules solides es va determinar a través de I'extraccié amb DMSO i I'analisi amb HPLC.
Mitjangant aquesta metodologia la insulina podria ser administrada oralment produint un
efecte hipoglucémic significant i comparable al produit amb la injeccié classica, i amb una
biodisponibilitat farmacologica del 7 %. L’interés per trobar vies alternatives en
I'administracié d’insulina és evident i altres autors com Kz et al. [60] també van investigar
Iefecte d’estabilitzants en les caracteristiques fisicoquimiques de les particules d’insulina en
aerosols per inhalacié produits amb tecnologies de FSC. Les hormones de creixement
elaborades amb FSC [52] 1 administrades oralment produfen una biodisponibilitat
farmacologica petita, concretament del 3,4 %.

Chu et al. [54] van preparar particules fines de cefpodoxima proxetil emprant el
sistema ASES amb scCO,. Aquest farmac és una cefalosporina oral de tercera generacio,
activa a la majoria d’organismes Gram positius i negatius. En aquest estudi, el grau
d’aglomeraci6 es va reduir utilitzant una relacié alta entre el CO, i la solucié del farmac i

una concentracié baixa de la soluci6. Es van obtenir particules esfériques quan la
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concentracié del farmac era d’un 10 % en pes. En realitzar el test de dissolucid, quasi el
90 % del farmac processat es va alliberar en 10 minuts. En canvi, el percentatge de
recuperaci6 de les particules solides va ser aproximadament un 80 %b.

La complexacié amb ciclodextrines és una de les aproximacions més prometedores
per millorar la solubilitat i la velocitat de dissolucié dels farmacs. Les ciclodextrines son
oligomers ciclics de glucosa amb estructures de tipus con la superficie exterior de les quals
té propietats hidrofiles, mentre que linterior és de naturalesa hidrofoba. Aquestes
caracteristiques permeten formar complexos d’inclusié no covalents amb diversos farmacs
de mida 1 polaritats apropiades, i aix0 permet canvis en les seves propietats fisicoquimiques
1 biofarmaceutiques. La millora es produeix en la seva solubilitat, velocitat de dissolucio,
estabilitat quimica i biodisponibilitat, que redueix els efectes secundaris i de toxicitat. I.as
de scCO, s’ha proposat recentment per a la preparacié de diversos complexos d’inclusié de
ciclodextrines amb farmacs, precisament per les millores mencionades anteriorment. El
metode d’inclusié de ciclodextrines amb scCO, s’ha estudiat amb diferents compostos
antifingics com l'itraconazole [61], 'econazole i el fluconazole [62]. En tots els treballs
cientifics es van obtenir uns rendiments d’inclusi6 alts en comparaci6 amb metodes de
coprecipitacié o mescla solida. Els estudis farmacocinetics 7 vivo van demostrar que el
sistema farmac/B-ciclodextrina preparat emparant scCO, presentava una biodisponibilitat
més alta (en sang, fetge i ronyons de rates) que els compostos preparats amb procediments
convencionals. En aquest métode, el reactor s’omplia amb una mescla solida de farmac i
B-ciclodextrina i es pressuritzava i escalfava a la pressio 1 temperatura desitjades. Després de
deixar el sistema en un mode estatic durant 3 h a 450 bar i a temperatures de 50 a 130 °C, el
CO, amb el solvent residual es treia de la cambra. LLa solubilitat del fluconazole en scCO,
era significativament més gran que la de litraconazole 1 I'econazole. Aquesta elevada
solubilitat i la possibilitat de fusié del fluconazole en les condicions del scCO, van portar a
una interaccié més alta entre el fuconazole i la ciclodextrina que en el cas dels altres dos
compostos. Aquesta interaccio es va verificar amb la DSC, ’'FTIR i 'analisi per difraccié de
raigs X. Els estudis farmacocinétics zz vivo van mostrar que el farmac complexat amb scCO,
era més biodisponibile que els compostos obtinguts amb mescla fisica o metodes de
coprecipitacié. A més a més, els complexos antifungic/f-ciclodextrina van mostrar un
alliberament dels antifungics als teixits del fetge i els ronyons per almenys 6 hores després

de la seva ingestio. Aixi doncs, la dosi podria ser disminuida.
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Pero no només s’han investigat les ciclodextrines per a formar complexos més
solubles. Actualment s’esta observant un creixent interés per un grup de sistemes
d’alliberament de base lipidica, anomenats pharmacosome. La seva utilitzacié ha estat revisada
per Semalty et al [63]. Els pharmacosome proporcionen una millora en les propietats
biofarmaceutiques del farmac, com ara la seva biodisponibilitat. 7 ¢f al. [64] comparen les
caracterfstiques fisicoquimiques de complexos fosfolipids de puerarina (un isoflavonoide
emprat pel tractament de la febre, el dolor, la diabetis, la diarrea i algunes malalties
cardiovasculars) preparats mitjancant mectodes tradicionals amb els de tecnologia
supercritica. Aquests complexos es van preparar de la segiient manera: el reactor es va
omplir amb solucions de puerarina i fosfolipids i el CO, es va afegir a 100 bar 1 38 °C
durant 3 h. Un cabal de CO, pur de 25 ml/min es va mantenir a postetiori per tal
d’eliminar per complet el solvent residual. Les interaccions entre el farmac i el fosfolipid es
van caracteritzar amb FTIR. La microscopia electronica de rastreig (SEM, de I'angles
scanning electron microscopy) es va usar per determinar qualsevol canvi en la morfologia.
L’alliberament es va realitzar mitjangant tests de dissolucié amb detecci6 UV. Els
complexos preparats amb aquest protocol van exhibir una dissolucié més rapida i van
mostrar més avantatges quant a la mida de particula i morfologia.

Actualment es troben molts sistemes d’alliberament controlat aprovats per la FDA
o el seu homoleg espanyol, I’Agencia espaiiola de medicamentos y productos sanitarios, 1 que per
tant, es troben comercialitzats per a I'ds en humans. A continuacié es mostra una taula
resum (Taula 2.4) on s’indiquen els diferents farmacs estudiats en aquesta memoria i I'any
d’aprovacié per a la seva comercialitzacié. El glutatié no apareix a la taula ja que no es
troba comercialment com a principi actiu de cap medicament, sind que es troba tnicament
en coformulacié. En la taula es mostra informacié referent als medicaments que contenen

els farmacs com a principis actius 1 en cap cas es mostren coformulacions d’aquests.
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Taula 2.4. Estat actual de comercialitzacié i formes farmaceutiques dels farmacs estudiats.

Nom Any
Farmac Companyia Forma farmaceutica
comercial aprovacio
5-Azacitidina Vidaza Celgene 2004 Suspensio injectable
5-Fluorouracil | Fluorouracil | Valeant Pharm Intl | 1962 Crema, suspensio injectable,
soluci6, via topica
5-Fluorouracil | Carac Sanofi Aventis 2000 Crema, via topica
5-Fluorouracil | Efudex Valeant Pharm Intl | 1970 Crema, solucié, via topica
5-Fluorouracil | Fluoroplex | Allergan Herbert 1971 Crema, solucio, via topica
Cafeina Cafteine Paddock Labs 2006 Solucié oral 1 intravenosa
citrate
Cafeina Cafcit Mead Johnson 1999 Solucié oral 1 intravenosa
Ketoprofén Ketoprofen | Elan Pharm 1997 Capsula, alliberament
extens, via oral
Naproxen Naproxen | Sandoz 1998 Pastilla, alliberament
retardat, via oral
Naproxén EC- Roche Palo 1994 Pastilla, alliberament
Naprosyn retardat, via oral
Triflusal Disgren Palau Pharma 1981 Capsula i solucié oral

2.6. Caracteritzacio de sistemes d’alliberament de farmacs

Els estudis 7z vitro inclouen procediments de control de qualitat com ara assajos
d’uniformitat dels continguts i de les caracteristiques de la solubilitzacié i alliberament dels
principis actius que es troben a linterior d’un polimer o matriu lipidica. Si el sistema en

estudi conté polimers biodegradables, aquests també s’acabaran dissolent en el medi.

2.6.1. Test de dissolucio per a compostos solids

Aquest test pretén determinar el compliment dels requisits de dissolucié necessaris
per a formes farmaccutiques solides. Per tal de realitzar un test de dissolucié és necessari
triar el tipus d’aparell que es fara servir, el medi de dissoluci6 i les condicions experimentals
(velocitat d’agitacid, temperatura, intervals de temps de presa de mostra, etc.).

Es troben descrits en la farmacopea espanyola [65] tres tipus d’aparells que es

diferencien entre ells pel tipus d’element que produeix lagitacié de la solucid

32



Introduccié general

d’alliberament. El primer (aparell 1) conté una cistella cilindrica on s’introdueix el compost
solid per tal que es vagi alliberant al medi de dissoluci6é (Figura 2.16 a). S’agita mitjancant
un motor 1 un arbre de transmissié. Els components de la cistella i 'arbre de transmissio
han de ser d’acer inoxidable o equivalent. El vas d’alliberament s’ha de cobrir per evitar
evaporacions 1 ha de ser de vidre o d’algun material transparent inert. I.a mostra es col‘loca
a l'interior de la cistella completament seca al comengament de cada test. A part d’aquestes
diferents especificacions també es dona una llista amb les diferents mides i distancies que
han de complir els diferents components de 'aparell.

El segon (aparell 2) conté una pala amb dos aspes i un eix que agita el medi de
dissoluci6 on previament s’havia introduit el solid (Figura 2.16 b). El muntatge és el mateix
que P'aparell 1. En aquest cas les aspes de la pala i I'eix també han de ser rigides i estar
recobertes adequadament per un material metal-lic o inert. L.a mostra es col‘loca al fons del

vas d’alliberament abans de comencar I’agitacio.

@) (®)

Figura 2.16. Aparell de tipus cistella (a) i aparell de tipus pala (b), descrits en la farmacopea.

L 4ltim (aparell 3) consisteix en una cel-la de flux continu on el pas de la solucié es
regula amb una bomba (veure Figura 2.17). La cel‘la de flux continu ha de ser d’un material
transparent 1 inert 1 ha de disposar d’un sistema de filtraci6 a la sortida de la cel‘la per tal
d’evitar el pas de particules que no s’hagin dissolt. S’ha de fixar adequadament amb una
pinga per evitar que es mogui. La bomba se separa de la unitat de dissolucié també per
evitar possibles vibracions 1 aquesta no es pot trobar mai per sobre del nivell dels diposits
amb la soluci6 d’alliberament o el col‘lector de la mostra. Es recomana emprar tubs inerts,

com el politetrafluoroetile, amb un diametre intern de 1,6 mm.
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Laparell 1 és idoni per a comprimits 1 capsules solides que floten en soluci6. L’aparell
2 s’utilitza per seguir l'alliberament de comprimits i capsules que no floten. L’aparell 3 per a

formulacions solides, semisolides i liquids que es poden desintegrar en solucio.

Col'lector de la mostra,

S

residual o reciclable

Microesferes de

vidre (opcional) @ Bomba

Diposit per al medi
de dissolucié |

Figura 2.17. Aparell 3 de tipus flux continu, descrit en la farmacopea.

A part de les diferents formes d’agitacid, és important el pH del medi de dissolucié
que es fixa generalment entre pH 11 8, depenent del lloc on es vulgui administrar aquesta
formulacié. El pH s’ha d’ajustar amb una aproximacié de + 0,05 unitats del valor prescrit.
Es recomana la utilitzacié d’aigua com a medi de dissolucié només quan s’ha demostrat que
les variacions de pH no influeixen en les caracteristiques de dissoluciod. Existeixen també
certes recomanacions sobre els medis de dissolucié. Per a un pH de 1,5 es recomana 1'as
d’acid clorhidric diluit; per a pH de 6,8 es recomana I'as de tamp6 fosfat o d’acetat i també
el tamp6 fosfat per a pH entre 7,21 7,5.

Per dltim, cal fixar les condicions experimentals. La velocitat d’agitacié escollida ha
de ser entre 50 1 100 rpm * 4 per cent i no pot excedir mai les 150 rpm. La temperatura ha
de ser de 37 * 0,5 °C, que correspon a la temperatura habitual del cos huma. Per fixar la
temperatura s’utilitzen normalment banys d’aigua circulant o estatics o dispositius que
producixen calor, com les camises calefactores. Finalment, els intervals de temps de presa
de mostra dependran del tipus de formulaci6 i1 seran d’intervals de minuts, d’hores o fins 1
tot de dies. El volum de mostra extret ha d’ésser corregit afegint un volum igual de medi de
dissoluci6 o s’ha de fer la corresponent correccié numerica.

En aquesta tesi doctoral s’han utilitzat aparells modificats de tipus 2 i 3, substituint

alguns dels components per d’altres disponibles en els laboratoris de recerca.
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2.6.2. Cel-Ia de difusio de Franz

LLa majoria dels articles publicats en els ultims anys per estudiar alliberaments 7 vitro
de formulacions transdérmiques o topiques utilitzen cel'les de Franz verticals. Frang va
descriure un nombre de teécniques per controlar Ialliberament d’aquestes formulacions
basades en una cel-la de difusi6 estatica d’'una cambra [66]. Les deficiencies de les cel‘les
originals de Franz es van identificar i s’han anat millorant amb el temps, sobretot per
aconseguir solucions hidrodinamiques adequades amb una bona eficiéncia d’agitacié i
control de la temperatura. Aixi doncs, la cel'la de difusi6 de Franz que es troba
comercialment és de vidre i esta formada per una cambra receptora envoltada d’una camisa
calefactora 1 una cambra donadora (veure Figura 2.18). Es fabriquen cambres receptores de
diferents volums i totes elles disposen d’una obertura lateral per a la presa de mostra. La
membrana es colloca horitzontalment entre aquesta cambra i la cambra donadora, a sobre
de tot. La membrana i les dues cambres estan fixades mitjan¢ant una pinga metal-lica i s’ha
d’evitar la formacié de bombolles d’aire. La mostra es col-loca uniformement distribuida a
sobre la membrana i a continuacié es cobreix la cambra donadora amb un film per
minimitzar 'evaporacié del medi de dissolucié. La solucié s’agita continuament amb un
agitador magneétic 1 a una velocitat constant (entre 50 1 100 rpm) per tal de mantenir
I’homogeneitat del sistema. La temperatura en el si del medi receptor es manté a través de
la camisa d’aigua circulant al voltant d’aquest compartiment, que prové d’un bany d’aigua
de temperatura controlada. Aquesta temperatura es manté a 32 + 0,5 °C, que correspon a la
temperatura habitual de la pell.

La membrana que s’utilitzi per fer el test de dissolucié pot ser de diferents
materials, normalment de tipus artificial, pero també animal, humana o sintctica. Aquesta
hauria de ser, sobretot, porosa i inerta de manera que no afecti la cinética d’alliberament del
principi actiu en la formulacié transdérmica o topica. A més a més, la membrana ha de ser
suficientment lliure de qualsevol substancia que pugui interferir al procés (com per exemple
greix).

Durant el test de dissoluci6 es pipeteja una petita quantitat de mostra a intervals de
temps predeterminats i a continuacié s’introdueix el mateix volum amb el mateix medi de
dissoluci6 i a la T experimental (32 °C). Si durant els assajos es produeixen perdues de
volum, s’han d’anar corregint quan sigui necessari.

A part de la cel'la de Franz també trobem descrits en la farmacopea espanyola tres

equips més per seguir alliberaments de tipus transdérmic o topic. Tots sén modificacions
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dels equips descrits per a dissolucions solides. Resumidament, el primer (aparell 4) conté
una pala d’agitaci6 sobre un disc que conté la mostra. El segon (aparell 5) esta format per
un cilindre rotatori on es troba la mostra. I Ialtim (aparell 6) consisteix en un recipient

oscil'latori que conté la mostra.

mostreig
mostra
. membrana
/ e
Y
. cambra receptora
% -
< b
\ . sortida
X ‘

nucli magnetic

entrada

Figura 2.18. Dibuix d’una cel‘la de difusi6 de Franz.

2.6.3. Models matematics per al seguiment d’alliberament de firmacs

Els mecanismes que descriuen lalliberament de farmacs sén complexos, pero
fonamentalment es basen en un primer procés de difusi6 del farmac a través de la matriu i
la posterior erosi6é de la matriu per tal de facilitar Palliberament. Quan s’alliberen farmacs
solubles en el medi, lalliberament es produeix per una combinacié dels mecanismes de
difusié i erosié, mentre que en el cas de farmacs insolubles el mecanisme predominant és
Perosio.

Des del descobriment d’aquests sistemes s’han postulat diferents models
matematics per tal de descriure els perfils d’alliberament de farmacs en matrius [67-72]. Un

dels models més simples és el que van desenvolupar Krosmeyer et al. [73] i és el seglient:

M,/M,= kt" (equacié 2.1)

On M, /M, és la fraccié de farmac alliberat, k és la constant de velocitat de difusio, ¢ és el
temps d’alliberament i n ¢és lexponent d’alliberament indicatiu del mecanisme
d’alliberament del farmac. I’equacié va ser modificada per Ford ef al. [74] per tal de tenir en
compte qualsevol temps de retard o efecte burst inicial (equaci6 2.2). L’alliberament rapid

inicial o fase burst es defineix com la dissolucié rapida del compost que es produeix a la
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superficie entre el solid i el liquid. La seva magnitud dependra de la solubilitat del farmac al
medi de dissoluci6 i de la distribuci6 i proporcié d’aquest a la superficie. A mesura que es
va produint la dissolucid, la proporcié de la superficie ocupada pel farmac disminuira i
aleshores s’assumeix que l'area de superficie del farmac disponible és proporcional a la
quantitat de farmac no dissolt. L.a segona fase de Talliberament és controlada pel

mecanisme de degradaci6 del polimer o matriu polimerica.

M, /M, =k (t-1) (equacio 2.2)

On 1és el temps de retard. D’aquestes dues equacions se’n dedueix que quan 'exponent n
és igual a 1, la velocitat d’alliberament és independent del temps. En aquest cas es tracta
d’una cinetica d’ordre zero, en la qual la velocitat és controlada per les etapes de relaxacio i
erosi6 del polimer [75]. Quan n = 0,5, Petapa de control de velocitat es basa en la difusié
de Fick. Els valors intermedis entre 0,5 1 1 indiquen la contribucié dels dos processos
(difusid 1 relaxaci6 del polimer) en el control de la cinetica d’alliberament (cinetica anomala
o d’ordre 1).

En el cas de formulacions topiques i transdermiques, Higuchi va descriure
Ialliberament del farmac com un procés de difusié basat en la llei de difusié de Fick i1
depenent de larrel quadrada del temps [76]. Aquesta relacié ha servit per descriure la
dissolucié d’un farmac en diferents tipus de formulacions [77]. Segons Higuchi, 1a dissolucio
del principi actiu segueix les equacions 2.3 1 2.4, on Q ¢és la quantitat de farmac alliberat per
unitat d’area d’aplicacio, A és el gruix de la membrana, C, és la concentracié inicial de
farmac en la formulacid, D és el coeficient de difusié del farmac en la formulacio, ¢ és el

temps d’alliberament i R és el percentatge de farmac alliberat [76, 78].

Q=2C,% (Dt / =)' (equacié 2.3)
R =200 x (Dt / n B)"* (equaci6 2.4)

Si la velocitat d’alliberament compleix aquesta llei, la quantitat de farmac alliberat és
funci6 lineal del #/2i D es pot calcular a partir del pendent de la recta. Aquestes afirmacions
son certes quan el farmac és I'nic component que es difon fora de la matriu, les
condicions experimentals es mantenen a la cambra receptora i aleshores D és constant en
funci6 del temps [76, 79]. El perfil d’alliberament caracteristic és curvilini i exhibeix una

velocitat de difusié relativament alta a valors de temps petits que va disminuint amb el
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temps. El cami de difusié esdevé progressivament més tortuos i aleshores es necessita més
temps perque les molecules de farmac es difonguin des de la regié de concentraci6 alta en
la matriu polimerica cap a la interfase de la membrana, on es produeix el procés de particid
de les molecules. En consequiéncia, la velocitat del flux disminueix amb el temps.

Les equacions 2.3 1 2.4 descriuen la difusié d’un farmac a través d’'una membrana
homogenia i s’han fet servir durant aquesta tesi doctoral per tal d’explicar el comportament

de les formulacions transdérmiques i topiques estudiades.

2.6.4. Altres métodes d’analisi

Analisi calorimétrica diferencial

L’analisi calorimetrica diferencial (DSC) és una técnica termoanalitica que mesura la
calor absorbida o generada per una mostra quan se li aplica una rampa de temperatura en
una atmosfera determinada (normalment de nitrogen) [80]. Ens permet caracteritzar 1
analitzar les transicions termiques de productes quimics fins a elevades temperatures. La
DSC s’utilitza també per determinar el percentatge cristalli dels polimers a través de la
mesura de les temperatures de fusi6 (T, i de transicié vitria (T)) i les entalpies associades a
aquests processos. La fusié és un procés termodinamic de primer ordre i, a una pressio
determinada, depén unicament de la temperatura. Per aquest motiu la velocitat
d’escalfament és crucial en aquests estudis. A velocitats d’escalfament lentes (generalment
10 °C per minut), major temps per observar canvis i transformacions. Quan s’estudien les
caracteristiques dels polimers, una de les altres transicions térmiques tipiques és la de
transicio vitria.

En els sistemes estudiats durant la tesi doctoral es va fer servir un dispositiu similar
al que es mostra en la Figura 2.19. Un calorimetre esta format per dues cassoletes d’alumini
separades entre elles, en una de les quals es colloca la mostra 1 'altre és la de referencia. A
continuacié es comencen a esclafar eléctricament a través d’un disc termoelectric i la calor
flueix tant en la mostra com en la referencia. La relacié del flux de calor se segueix
mitjancant termoparells. Aquesta relacié mesura la diferencia de quantitat de calor de la
mostra i de la referéncia quan la temperatura de la mostra augmenta (o disminueix)

linealment.
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Figura 2.19. Esquema de les diferents parts d’un calorimetre.

Les dades obtingudes mitjancant la DSC s’obtenen en forma de corba. L'eix x
correspon a la temperatura aplicada i I’eix y correspon a I'energia d’entrada o flux calorific,
expressat en miliwatts (mW). Un esquema del tipus de corba que s’obté es mostra en la
Figura 2.20. En aquesta s’observa que també es dona un altre procés exotermic, com és la
cristal-litzacié. En el cas de polimers cristal‘lins aquesta es produeix com a conseqiiencia
d’una ordenaci6 del polimer en cristalls una vegada superada la T,. En aquesta memoria la

majoria de polimers estudiats sébn amorfs 1 aleshores aquesta transicié no s’observa.

Cristallitzaci6 (T))

Transici6 vitria (T))

Flux calorific (mW)

Fusi6 (7))

Temperatura (°C)

Figura 2.20. Corba DSC tipica, on es mostren les diferents transicions que es poden observar.

La DSC ens ha servit per poder determinar les temperatures caracteristiques dels
materials elaborats durant aquesta tesi doctoral, com sén la T, ila T,. Aquesta dltima és la
temperatura a la qual un polimer amorf canvia d’estat rigid 1 trencadis a tou 1 mal-leable, ja
que s’inicia el moviment simultani de segments llargs de molecules de polimer. Aquesta
transicié no implica absorcié o generacié de calor 1 és per aixo que la seva entalpia no

canvia (AH = 0). No observem cap pic a la grafica DSC, sin6 un descens de la linea base a
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conseqiiencia de la disminucié de la capacitat calorifica del polimer. Les entalpies de les
altres transicions es calculen mitjanc¢ant la integracié del pic de la grafica DSC.

En canvi, quan es produeix una fusié s’observa un pic minim a la grafica DSC
provocat per 'absorcié de calor per part de la mostra. Es tracta, doncs, d’'un procés

endotérmic.

Microscopia electronica de rastreig

El microscopi electronic de rastreig inicialment pensat per obtenir imatges de gran
resoluci6 dels trets topografics superficials dels objectes es fonamenta en la interaccié d'un
feix primari d'electrons amb l'objecte que es pretén estudiar. Aquest feix d’electrons és la
caracteristica que el diferencia d’'un microscopi optic convencional, en el qual s’empra un
feix de lum. A més a més, esta format per lents magnétiques en comptes d’optiques. Els
electrons es poden considerar ones amb longituds d’ona molt més petites que la llum
visible. Es gracies a aquest fet que es poden obtenir imatges d’objectes molt petits amb una
elevada resoluci6, perque no es produeixen efectes de difraccié. Es mostra en la Figura 2.21
un esquema de les diferents parts d’un microscopi electronic.

Una de les caracteristiques principals de la microscopia electronica de rastreig és la
gran versatilitat en les aplicacions tant en el camp de les ciencies de materials com
biomediques.

Un feix molt fi, intens i estable d’electrons interacciona amb la superficie de la
mostra, 1 origina senyals diversos que, convenientment tractats, permeten obtenir-ne
informacié tant morfologica com estructural i microanalitica. LLes mostres es recobreixen
amb una capa molt prima (~ 10 nm) de metall pesant, com ara or o plati. El recobriment fa
que la mostra sigui conductora i evita que els electrons hi penetrin, amb la qual cosa la
imatge obtinguda és més clara.

Durant 'estudi dels diferents sistemes es van realitzar fotografies amb el microscopi
electronic de rastreig per tal de comprovar I'eficiencia de la impregnaci6 o recobriment i la

diferent morfologia i mida de les mostres.
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Figura 2.21. Diagrama dels diferents components que formen part d’un microscopi electronic de

rastreig.

Microscopia confocal de fluorescéncia

La microscopia confocal, a diferéencia de la microscopia de fluorescencia
convencional, permet eliminar el senyal fluorescent provinent d'una mostra semitranslicida
i que esta fora de focus. Aix{ s'aconsegueixen, de manera no destructiva, seccions optiques
a diferents plans de la mostra. Aquestes seccions poden ser utilitzades per fer-ne una analisi
tridimensional o per a I'observacié d'una part interna de la mostra.

Utilitza métodes de captacié 1 analisi de la imatge que permeten enfocar un unic pla
de la mostra i eliminar les radiacions lluminoses que provenen d’altres zones situades en
plans diferents al pla d’enfocament. D’aquesta manera es poden veure les molécules
fluorescents situades en un tnic pla o focus i s’obté una imatge nitida d’una fina seccié de
I'objecte, anomenada secci6 optica.

La microscopia confocal produeix un augment significatiu de la resolucié optica 1
del contrast de les imatges, avantatges que la converteixen en una eina imprescindible en
I'obtencié d'imatges d'alta resolucié. La microscopia confocal de reflexié segueix els
mateixos principis que I'anterior, perd en aquest cas no és necessati cap tipus de marcatge
fluorescent, sin6 que es recull la llum reflectida per la mostra. Aquesta tecnica és una eina

de gran utilitat en l'analisi de superficies.
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Les seccions optiques obtingudes per microscopia confocal contenen la informacié
per poder-ne fer posteriorment una analisi tridimensional: quantificacié volumeétrica,
distribuci6 de la fluorescéncia, etc.

Aquesta tecnica va ser utilitzada per observar la morfologia del material polimeric
de tipus pegat després d’ésser posat en contacte amb CO,. També va servir per visualitzar
diferents seccions transversals de la mostra i detectar si el procés d’impregnacié s’havia

produit correctament.

2.7. Quimiometria

LLa quimiometria es defineix com la disciplina quimica que utilitza les matematiques,
Pestadistica 1 la logica per tal de (a) dissenyar i seleccionar els procediments experimentals
optims, (b) extreure la maxima informacié quimica rellevant mitjangant I’analisi de dades
quimiques i (c) obtenir coneixement d’un sistema quimic qualsevol [81]. Aquesta s’utilitza
freqiientment en el camp de la quimica analitica, perd també en altres camps com, per
exemple, en sintesi organica [82, 83] o en control estadistic de processos [84].

En aquesta tesi doctoral s’han utilitzat técniques quimiomeétriques per a
Poptimitzacié de procediments i el tractament de dades, utilitzant la resolucié multivariant

de corbes basada en minims quadrats alternats.

2.7.1. Tipus de mesures instrumentals: univariants i multivariants [85]

Mesures univariants. Dades escalars: sensors d’ordre zero

Sén mesures de naturalesa univariant en les quals s’obté només un valor numeric o
escalar. Es dona, per exemple, en mesures potenciomeétriques de pH o d’algun i6
determinat mitjancant electrodes selectius dions o també en les mesures
espectrofotomeétriques realitzades a una sola longitud d’ona o freqiiencia.

Les mesures univariants tenen utilitat en determinacions analitiques que presentin
selectivitat total, és a dir, que la resposta instrumental sigui conseqiiéncia d’un sol
component quimic 1 que, per tant, no hi hagi cap tipus d’interferéncia ni soroll de fons

sobre el senyal instrumental mesurat.
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Mesures multivariants. Dades vectorials: sensors de primer ordre

En aquest cas, la resposta instrumental esta constituida per files de valors o vectors
de dades. Com a exemples trobem les mesures espectrofotomeétriques UV, Vis, IR, NIR,
etc. També ho sén aquells meétodes instrumentals que proporcionen una informacié
numerica vectorial, com és el cas de la successio de respostes univariants o el seguiment de
la resposta en funcié del temps o del pH.

El gran avantatge és que podem determinar un analit en preséncia d’espeécies
interferents utilitzant metodes de calibratge multivariant de primer ordre. D’altra banda, per
dur a terme aquesta etapa de calibratge sera necessari disposar de patrons que continguin

els possibles interferents.

Mesures multivariants. Dades matricials: sensors de segon ordre

Les respostes instrumentals es donen en forma de taules o matrius de dades. En
aquesta taula o matriu hi ha dues direccions, files i columnes, que corresponen a dos tipus
diferents de dominis de mesura. Es donen, per exemple, en la cromatografia acoblada a un
detector de diodes en serie, on cada fila és un espectre a un temps de retencié determinat i
cada columna és un cromatograma a una longitud d’ona determinada.

Aquests tipus de dades son similars a les obtingudes en la present memoria en les
determinacions espectrofotometriques. Aixi doncs, durant el seguiment de processos
cinétics s’enregistra 'espectre complet a intervals de temps regulars i durant les valoracions
espectrofotometriques s’obtenen dades espectrals a diferents valors de pH. Per al
tractament d’aquests tipus de dades s’han desenvolupat diferents metodes matematics, tals
com els derivats de l'analisi de factors [86]. En aquest cas es poden determinar les

concentracions dels analits d’interes, inclis amb patrons sense les possibles interferencies.

Mesures multivariants. Dades tensorials: cubs de dades i sensors d’ordre superior
Per ultim tenim les dades obtingudes a partir de tres (0 més) dominis de mesura que
es poden estructurar en forma de cub (o d’arranjaments d’ordre superior). L’agrupacié de
dades de segon ordre ens porta també a sistemes d’ordre superior. Obtenim dades d’aquest
tipus en el seguiment amb el temps dun procés o reacci6 quimica mitjangant
Penregistrament d’espectres de fluorescencia d’excitacié-emissio, per exemple. Es mostra
en la Figura 2.22 una representacio dels diferents ordres que poden presentar els diferents

tipus de dades.
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Figura 2.22. Tipus de senyals instrumentals o sensors.

2.7.2. Resolucié multivariant de corbes basada en minims quadrats

alternats

El terme resolucié es pot definir com la descomposicié de la matriu de dades
experimentals en les diferents contribucions pures de les especies quimiques, generalment
els espectres purs i els perfils de concentracio.

El metode de resolucié multivariant de corbes assumeix que les dades segueixen un
model de tipus bilineal equivalent a la generalitzacié de la llei de Lambert-Beer per a
Iespectroscopia d’absorcié. Per aquest cas particular, és possible expressar en forma
matricial la matriu de dades experimental (D), que es descompon de la manera

esquematitzada a la Figura 2.23 [85]:

< < <
=i g e ST g

g = |2 i + |

s D i C - s E
) 9 Longitud d’ona 0
3 ) a

< s <

ks g ks

> > >

Longitud d’ona nc Longitud d’ona

Figura 2.23. Descomposici6 de la matriu de dades experimentals mitjancant la resolucid

multivariant de corbes basada en minims quadrats alternats.

D conté els espectres obtinguts al llarg del procés on es modifica una variable
experimental externa (per exemple, la temperatura o el pH), C els perfils de concentracié
de les diferents especies quimiques presents en el sistema, ST els perfils espectrals purs

corresponents a cadascuna d’aquestes especies 1 £ és la matriu dels residuals no explicats en
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multiplicar les matrius Ci S”. El nombre de components o espécies que participen en el
sistema quimic 1 que tenen resposta espectroscopica és 7.

Per tal de realitzar aquest calcul, té lloc un procés iteratiu d’optimitzacié per minims
quadrats alternats (meétode MCR-ALS, de Plangles multivariate curve resolution based on
alternating least squares). El coneixement previ dels sistemes en els metodes iteratius és un
avantatge, pero no és imprescindiblement necessari. A més a més, aquest metode presenta
I'avantatge de segon ordre. Les principals etapes del metode MCR-ALS [87] es presenten

esquematitzades en la Figura 2.24 1 es detallen a continuacio.

Matriu de dades experimental

Estimacions inicials Nombre de components
(SIMPLISMA, EFA) (SVD, PCA) 1]

. o Restriccions:
Models fisicoquimics: Optimitzacié ALS:
_ No negativitat
Cinétiques, IDEERE s 19 Unimodalitat,
ilibri 1)S = ((C CT)'C)D . ¢
Equilibris, Sistema tancat,

2) C = D((STS)'ST)
3) convergéncia?

Perfils de concentracié

Espectres
purs

\

/

Absorbincia (UA)

Conoryraciowbiaria
zggesesesg

temps (min) Longitud dona (om)

Figura 2.24. Esquema d’aplicaci6é del metode MCR-ALS.

Etapa 1. Estimaci6 del nombre de components
El primer pas per tal de poder aplicar el metode MCR-ALS a una matriu de dades
experimentals és la determinacié del nombre d’espécies o components quimics que hi sén

presents. El rang matematic d’una matriu és el nombre més petit entre el nombre de files o

45



Capitol 2

columnes linealment independents d’aquesta. En el cas de matrius de dades d’un sistema
quimic és util definir un rang quimic de la matriu, de la qual es poden extreure el nombre
de components que expliquen la variacié produida per les espécies quimiques en abséncia
de soroll experimental. Amb aquesta finalitat s’utilitza, per exemple, la descomposicié en
valors singulars (SVD, de Pangles singular value decomposition) 1 Panalisi per components
principals (PCA, de Iangles principal component analysis) [85, 86]. Els valors singulars son
'arrel quadrada dels valors propis. En la present memoria s’ha utilitzat 'SVD, ja que una
representacié d’aquests valors dona d’una manera rapida i senzilla una primera estimaciod
del nombre d’espécies quimiques presents. L’analisi d’SVD s’obté resolent una equacio

matematica que descompon la matriu de dades en un producte de tres matrius:

D

(m,

xS

= U, n) X Soe; noy

x VT(HC, ” (equacio 2.5)

La matriu § és una matriu diagonal que conté els valors singulars de la matriu de
dades. Les matrius Ui V'sén matrius ortonormals 1 per tant, es compleix que (on 7 és la

matriu identitat):
UxU=V'xV=1I (equacié 2.6)

Es poden representar graficament aquests valors singulars en funcié del nombre de
components, pero la seva representacié no és concloent per determinar el nombre
d’especies d’un sistema. Els valors singulars associats a aquestes espécies son normalment
més grans que els valors singulars associats a I'error experimental de tipus aleatori. Per
aquest motiu, a vegades l'eleccié del nombre de components pot ser dificil i1 aleshores
s’estudia la resolucié amb diferent nombre de components fins a aconseguir un model que
ajusti millor les dades experimentals. Es a dir, que proporcioni perfils espectrals i de

concentracié acceptables 1 amb significat quimic.

Etapa 2. Obtenci6 de les estimacions inicials

A més a més de concixer el nombre d’especies del sistema, és necessaria la
construccié de la matriu de les estimacions inicials. Aquestes estimacions poden ser tant
espectres com perfils de concentraci6 de cada especie. Existeixen diferents models
matematics per obtenir aquestes estimacions, els quals es basen en la deteccié de variables

pures (SIMPLISMA, de I'angles simple to use interactive self-modeling mixcture analysis) [88] o en
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I'analisi de factors evolutius (EFA, de langlés evolving factor analysis) [89]. De totes maneres,
en aquest treball s’ha preferit utilitzar una metodologia basada en la inspecci6 visual de les

dades i selecci6 dels perfils espectrals més representatius.

Etapa 3. Optimitzacié per minims quadrats alternats

A continuaci6 s’aplica el procés de resoluci6 basat en un algoritme que descompon
de manera iterativa la o les matrius de dades experimentals per minims quadrats. El procés
iteratiu finalitza quan es produeix alguna de les seglients situacions: (a) 1 ’error d’ajust en la
reproducci6 de la matriu de dades és més petit que un cert valor fixat préviament, (b) es
sobrepassa un determinat nombre d’iteracions o (c) les iteracions divergeixen 20 vegades
consecutivament.

Com ja s’ha comentat, les dades experimentals tenen un significat quimic de manera
que podem aplicar certes restriccions al metode que deriven del coneixement previ del
sistema per tal d’optimitzar els perfils espectrals i de concentracié. El tipus de restriccions

aplicables es detallen a continuacié:

Restriccions

Existeixen diversos tipus de restriccions a aplicar 1 és important saber que com més
restriccions poden ser aplicades, millor sera la convergencia i més ben definits estaran els
resultats. En aquesta memoria s’apliquen diverses restriccions utils en 'estudi de les matrius

de dades que condueixen a millorar els resultats:

e No negativitat: ¢s aplicable normalment als perfils de concentracio, ja que una
concentracié és sempre positiva o igual a zero. Aquesta restricci6 s’aplica també
a perfils espectrals d’absorcié molecular UV-vis, on la resposta instrumental és
sempre positiva. La no negativitat es pot aplicar de diferents maneres. Es pot
forcar que els valors negatius siguin iguals a zero o es pot aplicar 'optimitzacié
per a minims quadrats no negatius. En aquesta memoria els valors negatius s’han
forcat a zero.

e Unimodalitat: és una condicié que s’aplica quan els perfils de resposta tenen un
sol maxim o pic. Es una situacié habitual en els perfils de concentracié, perd no
tant per a espectres. En aquesta memoria s’ha aplicat en les concentracions tant

en els estudis cinetics com en les valoracions espectrofotometriques en continu.
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e Sistema tancat: s’aplica quan la concentracié d’una especie o la suma de totes
les detectables és constant durant tot el procés, condicié que es compleix en els

diferents estudis realitzats en aquesta memoria.

e Model quimic: s’utilitza quan es vol imposar determinats models fisicoquimics,
com els de tipus cinétics o termodinamics, durant el procés d’optimitzacié ALS.
Permeten obtenir valors tant de constants cinetiques com d’equilibri juntament

amb els seus errors associats (vegeu apartat 2.7.3).

El metode MCR-ALS presenta basicament dues variants. La primera esta basada
solament en el soft modelling, en el qual no es for¢a a complir cap tipus de model quimic
explicit durant el calcul. En aquest cas, es poden aplicar restriccions en funcié de les
caracteristiques quimiques del sistema o de les contribucions pures (per exemple, les
restriccions de no negativitat, unimodalitat 1 sistema tancat). Interessa que aquestes
restriccions s’apliquin només si es té coneixencga de la seva validesa, ja que si no, poden
conduir a resultats erronis o no desitjats.

La segona, basada en el hard modelling o modelitzacié rigida, on la matriu de dades D
es descompon 1 es for¢a a complir un model quimic definit per una llei fisicoquimica 1 una
estequiometria que relaciona les concentracions de les espécies en el procés. En aquests
casos habitualment també s’apliquen restriccions de soff modelling, aixi aquestes estratégies

son conegudes com hard-soft modelling i conjunten els avantatges de les dues aproximacions.

Limitacions del métode MCR-ALS

a) Ambigiitats d’intensitat i de rotacio

Tal i com és habitual en tots els métodes de resolucié de corbes, també en MCR-
ALS es troben presents les ambigtitats d’intensitat i rotacié. Les ambigtitats d’intensitat es
refereixen al fet que els perfils recuperats poden estar multiplicats o escalats per algun
factor extern desconegut, la qual cosa no és important en ’analisi qualitativa, pero dificulta
I'analisi quantitativa. Si s’analitza una tunica matriu de dades, aquesta ambiguitat
generalment es pot resoldre si es pot aplicar la restriccié de sistema tancat. Cal aclarir que
en aquesta memoria no sembla un problema important, ja que habitualment el sistema és
tancat. D’altra banda, aquest tipus d’ambigiitats també es poden evitar amb D'analisi

simultani de diverses matrius (apartat 2.7.4).
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Les ambigtitats rotacionals es produeixen a causa de la superposicié de dos o més
components linealment independents. Com a consequiéncia, els espectres estimats sén una
combinaci6 lineal dels espectres purs de les espécies implicades [90]. Aquesta ambigtitat es
pot evitar si tenim zones on només hi ha present una de les espécies quimiques o només

una d’elles absorbeix (condicions de selectivitat local).

b) Deficiéncia de rang

La deficiencia de rang és un dels problemes associats a I'analisi de les dades de
mescles de compostos. En I'apartat d’estimacié del nombre d’especies s’ha vist que es
tracta de la tria d'un nombre de components que corresponguin al nombre d’espécies
quimiques presents en el sistema. Aquesta deficiencia es produeix quan el rang total de la
matriu de dades és menor que el nombre d’especies que contribueixen individualment a les
dades.

Aquesta deficiéncia de rang en un sistema es pot resoldre mitjancant 'augment de
la matriu de dades [91], analitzant simultaniament matrius linealment independents (per
exemple en diferents valors de pH). L’augment pot ser tant per a files com per a columnes
de la matriu.

Cal afegir que moltes vegades la disminucié del nombre d’especies que es poden
detectar en el sistema també es produeix si els espectres (o perfils de concentracid) de les

especies presents en la mostra son practicament idéntics i se solapen.

2.7.3. Aplicacio de models fisicoquimics

Models cinétics

L*4s de models cinétics ens serveix per ajustar perfils de concentracié de les
especies d’'un procés quimic en funcié del temps [87]. En aquests models els perfils de
concentracié de cada especie es calculen seqiiencialment, és a dir, per tal de resoldre un
procés es compleix sempre que la concentracié d’una segona especie és completament
dependent de la primera.

Els processos quimics es poden explicar per un gran nombre de mecanismes de
reaccié amb ordres molt diversos. En aquesta memoria ens centrem només en un tipus de

mecanisme d’ordre 1, que es mostra a continuacio:

ki ky
B——C

ky

A

49



Capitol 2

Primerament es comenga amb I’analisi de la matriu de dades experimentals, aplicant
el metode MCR-ALS. Un cop s’han obtingut els perfils de concentracio i els espectres purs
s’aplica el model cinetic, el qual resol el sistema fent una integracié de les equacions
matematiques diferencials que es mostren a continuacio, i ens proporciona aixi, tant els
valors de concentraci6 per a cada especie en funcid del temps com les seves corresponents

constants cinetiques:

d[A] / d¢= k,[B] - k[A] (equacié 2.7)
d[B] / d¢= K[A] - (k, + k)[B] (equacié 2.8)
d[C] / d¢= k[B] (equacié 2.9)

Models acid-base

Els models acid-base sén molt utils per a la resolucié de dades obtingudes en
sistemes on es fa una variacié del pH al llarg del procés. Per poder aplicar el model és
essencial el compliment de la llei d’accié de masses. En alguns casos senzills es poden
calcular els valors de les concentracions de cada especie en cada punt de la valoracié a
partir d’equacions que relacionen la llei d’accié de masses 1 les concentracions totals de cada

especie. St considerem un cas general d’equilibri tal com:

HA + H,0 < A"+ H,0" (equaci6 2.10)
la constant d’equilibri corresponent és:

K = (agsot * ay-) / ags (equacio 2.11)
1 a concentracions diluides:

K =[H,0"'[A] / [HA] (equacié 2.12)

A continuacié es desenvolupen les equacions que hauran de complir les
concentracions en cada punt experimental i s’ajusta el valor optim de les constants
d’equilibri mitjancant un procés iteratiu. Aquesta optimitzacio es duu a terme a través d’un
algoritme i del compliment de la llei d’accié de masses, dels valors inicials de les constants
d’equilibri i de les concentracions analitiques de les espécies presents [87]. Logicament, si es
tenen unes estimacions inicials acurades dels valors de les constants d’equilibri,

Poptimitzaci6 sera més rapida i fiable.
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Limitacions dels métodes de modelitzacié rigida

Els metodes de modelitzacio rigida també presenten certes limitacions. Cal tenir un
coneixement previ del model a optimitzar i s’han de fer estimacions inicials raonables. Tot i
aixo, la majoria de vegades la preséncia d’ambigtitats quan s’estudien mecanismes
complexos és inevitable, aixi com també la distorsié dels models a causa de la preséncia

d’interferents. Aquestes limitacions s’eviten amb el hard-soft nodelling.

2.7.4. Resolucio simultania de diverses matrius de dades

Tal i com s’ha comentat en Papartat 2.7.2, analisi simultani de diverses matrius de
dades ens ajuda a minimitzar Pambigtitat d’intensitat 1 millorar la qualitat dels resultats. Per
tal de poder realitzar aquesta analisi és necessari que les matrius de dades analitzades
tinguin com a minim un ordre de mesura en comud. En aquesta memoria, 'augment es duu
a terme mantenint les columnes en comu, és a dir, I'interval de longituds d’ona.

També és possible realitzar 'augment matricial mantenint les files en comd, pero en
aquest cas caldria que els perfils de concentracié de cada especie fossin exactament els
mateixos en tots els processos. I inclis es poden augmentar matrius mantenint files i
columnes en comu simultaniament, 1 aixi es poden seguir diversos experiments mitjan¢ant
multiples tecniques.

Per tal de comencar a aplicar I’analisi, es necessita una estimacio inicial de la matriu

de dades augmentada, D,, construida a partir de les matrius individuals, tals com es mostra

en la Figura 2.25.
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Figura 2.25. Esquema de les matrius de dades augmentades a partir de tres matrius individuals A,
B i C. 7, és el nombre de mesures espectrals, 4, el nombre de longituds d’ona i #¢ el nombre

d’especies del sistema.
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En aquest cas, a més de les restriccions emprades anteriorment per a l'analisi

individual, també es poden aplicar noves restriccions de manera opcional:

e Es forca que les espécies comunes tinguin el mateix espectre en la matriu 7,
Aquesta restriccié va implicita en 'augment matricial.

e Components amb concentracid zero: si es coneix que una especie no existeix en
un determinat procés, es for¢a la seva concentracié perque sigui igual a zero.

e Correspondéncia entre especies: esta directament relacionada amb I'anterior. Si
se sap que una especie es troba present o no en una matriu, es pot forcar la seva

presencia o abséncia.

2.7.5. Pretractament de dades espectrals amb filtres de Savitzky-Golay

Aquest filtre s’utilitza per tal de minimitzar el soroll en dades experimentals. En tota
mesura experimental trobem cert nivell de soroll, que en certs casos es pot corregir [86]. El
fet d’aplicar aquest filtre no implica necessariament una millora dels resultats experimentals,
encara que si que proporciona una millora grafica.

El filtre substitueix el valor y d’un punt especific de dades experimentals pel valor
d’un polinomi que s’ha ajustat a diversos punts de dades experimentals veines. El calcul es
repeteix per a totes les dades. Hi ha dos parametres que defineixen aquest filtre: el nombre
de punts a dreta i esquerra del valor central 1 el grau del polinomi al qual ajustarem les
dades. Es crucial escollir aquests parametres cuidadosament, ja que han de ser els adequats

per al tipus de corbes a ajustar.

2.7.6. Disseny d’experiments

El disseny d’experiments ¢és una eina util en loptimitzacié de variables
experimentals de processos de sintesi, on s’aplica per tal de determinar eficientment les
condicions necessaries per obtenir els productes d’una determinada manera [81].

Consisteix en Pestudi de I'efecte que produeixen els diferents factors en la resposta
experimental i també lefecte d’interaccié entre factors. D’aquesta manera es poden
determinar els valors optims per als diferents factors estudiats.

A través del disseny experimental s’intenta entendre l'efecte dels factors i modelar la

relacié entre aquests 1 la resposta experimental realitzant un nombre minim d’experiments.
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En la majoria dels dissenys experimentals, el nombre de factors en estudi és més gran que
1. Per poder-los optimitzar tots s’utilitzen aproximacions multivariants que permeten
observar interaccions entre els factors, efecte que no es doéna quan es realitza un disseny
univariant.

En un procés d’optimitzacié s’han d’escollir en primer lloc les respostes a
optimitzar i a continuacié els factors, que poden ser de tipus qualitatiu o quantitatiu. Es
important escollir correctament els dominis experimentals, ja que si aquests s6n molt
amplis es realitzaran experiments innecessaris que poden fer disminuir la precisié dels
resultats. D’altra banda, si els limits son massa estrets es corre el risc que el valor optim del
factor no es trobi comprés dins l'interval estudiat.

La interaccié de les variables experimentals o factors es pot comprovar a través de
la inspecci6 visual dels efectes o mitjancant la determinacié de la desviacié estandard dels

efectes 1 la posterior aplicacié d’un test t o analisi estadistic de la variancia (ANOVA).

Dissenys factorials complets i fraccionats

Un disseny experimental que combina tots els possibles valors de k factors a S
nivells és un disseny factorial complet i suposa la realitzacié d’un total de §* experiments.
Aixi doncs, un disseny factorial de 2 nivells i tres factors déna lloc a la realitzacié de 8
experiments en total (2°). Per aixo el nombre d’experiments per a un nombre determinat de
nivells augmenti exponencialment amb el nombre de factors. Per exemple, per un procés
de 2 nivells i 8 factors seria necessari fer 256 experiments. En aquests casos és millor optar
per un disseny fraccionat, en el qual es realitza només una fraccié del total dels
experiments. La notaci6 per a aquests dissenys seria $7, on p és la mida de la fraccié que
s’emprara (per exemple, en un disseny 2°' es realitzen la meitat dels experiments que
cotrespondrien a un disseny 2°) [92]. En la Figura 2.26 es mostren exemples de dissenys
factorials complets i fraccionats.

(@) (b) 7 8

1 2 1 2

Figura 2.26. Disseny factorial complet: (a) 221 (b) 23 i (c) fraccionat 23-1.
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Part experimental

En aquest capitol es déna detall dels reactius, la instrumentacio 1 els procediments

utilitzats en els estudis que es desenvolupen en els segiients capitols.

3.1. Productes quimics

Reactius generals i solvents

Acetat d’amoni, Panreac, reactiu analitic.

Acetat de sodi, Merck, reactiu analitic.

Acid aceétic del 96 % w/w, Panteac, reactiu analitic.
Acid boric, ].T. Baker, reactiu analitic.

Acid clorhidric del 37 % w/w, Merck, reactiu analitic.
Acid formic, Merck, reactiu analitic.

Amoniac del 25 % w/w, Panreac, reactiu analitic.
Dihidrogenfosfat de potassi, Panreac, reactiu analitic.
Dihidrogenfosfat de sodi, Panreac, reactiu analitic.
Formiat d’amoni, Panreac, reactiu analitic.
Hidrogencarbonat de sodi, Merck, reactiu analitic.
Hidrogenfosfat de potassi, Panreac, reactiu analitic.
Hidrogenfosfat de sodi, Panreac, reactiu analitic.
Hidroxid de sodi, Merck, reactiu analitic.
Tris(hidroximetil)aminometa (TRIS), Merck, reactiu analitic.
Acetona, Fluka, reactiu de qualitat HPLC.
Acetonitril, Merck, reactiu de qualitat HPLC.

Clorur de metile, Merck, reactiu de qualitat HPLC.
Dimetilsulfoxid, Merck, reactiu de qualitat HPLC.
Etanol, Merck, reactiu de qualitat HPLC.

Metanol, Merck, reactiu de qualitat HPLC.

Farmacs
Els seglients farmacs van ser amablement proporcionats per Palau Pharma

(Barcelona, Espanya):

Acid 2-acetoxi-4-trifluorometilbenzoic o triflusal (TRF).

Acid 2-hidroxi-4-trifluorometilbenzoic (HTB).
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La resta de farmacs van ser adquirits comercialment:

5-azacitidina (5-AZA), Sigma, reactiu analitic.
5-fluorouracil (5-FU), Aldrich, reactiu analitic.
0-tioguanina, Sigma Aldrich, reactiu analitic.
Cafeina (CAF), Sigma Aldrich, reactiu analitic.
Didanosina, Fluka, reactiu analitic.

Dopamina, Sigma Aldrich, reactiu analitic.
Glutati6 (GSH), Sigma Aldrich, reactiu analitic.
Ketoprofen (KET), Sigma Aldrich, reactiu analitic.
Naftoquinona-4-sulfonat de sodi, Carlo Ebra, reactiu analitic.
Naproxen (NAP), Sigma Aldrich, reactiu analitic.
Pirocatecol, Sigma Aldrich, reactiu analitic.
Tiramina, Fluka, reactiu analitic.

Tirosina, Sigma Aldrich, reactiu analitic.

Polimers

Acid poli(I-lactic) en boles, massa molar ~ 100 kDa, Biovalley.

Acid poli(lactic-co-glicolic) en proporcié 50:50, massa molar ~ 60 kDa, Biovalley.

Etile vinil acetat amb un 70 % w/w d’acetat, Sigma.

Eudragit® E100 en boles, massa molar ~ 150 kDa, Degussa R6hm.

Poli(metacrilat de metil) (PMMA;;) en barra, massa molar ~ 300 kDa, Goodfellow.
Poli(metacrilat de metil) (PMMAy;) en boles, massa molar ~ 300 kDa, Bonar Polymers.
Polivinilpirrolidona-co-vinilacetat 64, massa molar ~ 45 — 70kDa, Basf.

Etilcel'lulosa amb un grau de viscositat de 20 cP, Keyser & Mackay.

Altres productes quimics

Monoestearat de glicerol o Lumulse®, proporcionat per Lambert Technologies.

Oli de rici hidrogenat o Cutina® HR, proporcionat per José M. Vaz Pereira S.A.

Oxid de titani (TiO,), Degussa.

Particules de TiO, modificades amb octilsila de Degussa (T10O,-cm).

Particules de TiO, superficialment tractades amb octiltrietilsiloxa (Me(Me,),Si(OEt),, Fluka,
preparades al ICMAB-CSIC pel C. Garcifa-Gonzalez.

Rodamina, Sigma Aldrich, reactiu analitic.
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Figura 3.1. Estructura dels farmacs model estudiats i els productes de degradacié.

3.2. Métodes d’analisi de les mostres

3.2.1. Analisi calorimétrica diferencial

Es va usar un calotimetre diferencial d’escombrat (DSC-822¢/400 Mettler Toledo)
per tal de mesurar les temperatures caracteristiques dels sistemes d’alliberament estudiats.
Aquestes temperatures son la temperatura de fusié (T,) i la de transicié vitria (T,). Els
termogrames es van obtenir escalfant les mostres en un gresol estandard a una velocitat de
10 'C x min~" entre un interval de 30 a 250 'C. El cabal de N, es va fixar a 50 ml X min™".
Normalment la quantitat de mostra que es pesa per a lanalisi és de 2 a 3 mg

aproximadament.
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3.2.2. Microscopia electronica de rastreig

Per tal d’estudiar a fons la morfologia de les mostres i comprovar Ieficiencia dels
recobriments es van realitzar fotografies amb un microscopi electronic de rastreig Hitachi
H-4100FE. Abans de I’analisi, les mostres es van sotmetre a un tractament de recobriment

amb or amb un aparell Jeol JFC 1100 per tal de fer-les electricament conductores.

3.2.3. Microscopia confocal de fluorescéncia

La microscopia confocal de fluorescéncia és una tecnica molt util que en la nostra
recerca ens va servir per avaluar la morfologia del material polimeric després d’estar en
contacte amb el CO,. Mitjancant I'ds d’aquesta tecnica s’obtenen imatges en 2 dimensions a
diverses profunditats de la mostra. Aixi doncs, ens va permetre visualitzar diferents
seccions transversals de la mostra i detectar si el farmac havia penetrat en la matriu durant
el procés d’'impregnacio. L’anica condicié necessaria per dur a terme aquests estudis és que
les mostres presentin un cert gruix i que siguin fluorescents. Es va utilitzar un microscopi
confocal amb deteccié espectral Leica SPII, amb el qual es pot treballar alhora en mode de
reflectancia i fluoresceéncia. I’objectiu utilitzat va ser un 10X/ 0.3 N.A. HCPL FLUOTAR
lens (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). I.’analit va ser excitat amb un laser a 351 1
364 nm i les intensitats de reflectancia i fluorescencia es van enregistrar entre 400 1 800 nm.
Les seccions transversals es van agafar cada 2,4 um. Les imatges es van processar amb el
programa Image] (NIH Image; www.rsb.info.nih.gov/ij) i el software de Photoshop 7.0
(Adobe Corp.).

3.2.4. Espectrofotometria ultraviolada visible

Instrumentacio i accessotis

Depenent dels estudis realitzats s’han utilitzat 2 espectrofotometres UV-vis:
e Espectrofotometre Perkin-Elmer A-19.

e Detector de diodes en serie Hewlett Packard HP8452.
A continuacio es detalla un llistat de materials 1 accessoris utilitzats en aquests estudis:
e Sistema termostat Agilent 89090A.
e (Cubeta Hellma QS de quars adaptada per a flux continu: volum intern = 60 ul,
cami optic = 10 mm.
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e pH-metre Eutech Instruments model CyberScan 2500, equipat amb un electrode de

vidre combinat ORION 9103SC amb un de referencia de Ag/AgCl.
e Agitador magnetic SBS A-163 i nucli magneétic.
e Bombes peristaltiques multicanal Watson-Marlow 505 DU.

e Tubs estandards de bombeig Tygon.

Procediments
3.2.4.1. Sistema amb parada de flux per al seguiment de processos cinétics

Per a la realitzacié dels estudis cinetics d’estabilitat de farmacs es va utilitzar el
sistema en flux continu que es mostra en la Figura 3.2. El sistema esta format per dos
canals per tal de bombejar I'analit i la solucié tampo6 mitjangant una bomba peristaltica. El
procediment experimental consisteix en dues etapes consecutives. En primer lloc, es fan
circular les solucions de P'analit i el tampé a través del sistema a un cabal de 0,5 ml X min™.
Aquestes dues solucions convergeixen i s’homogeneitzen en un petit reactor de mescla
(57 cm X 0,07 cm d.i.) connectat amb la cel'la de flux continu termostatitzada a la
temperatura desitjada. En segon lloc, es para la bomba peristaltica un cop s’ha arribat a
Pestat estacionari a la cel'la de detecci6. Fs aleshores quan se segueix
espectrofotomeétricament el procés cinctic, enregistrant els espectres (de 200 a 300 nm)
durant intervals de temps variable segons la velocitat de descomposicié de I'analit. Les
solucions amortidores utilitzades van ser: HCl 0,01 M; CH,COOH/CH,COO" 0,01 M;
H,PO, /HPO,”? 0,01 M; H,BO,/BO, 0,01 M i NaOH 0,1 M.

Reactor Detector
de mescla

Mostra

Residus

Soluci6 tampd

Bomba
peristaltica

Sistema Cella

Peltier

Figura 3.2. Esquema del sistema en flux continu amb parada de flux.

Cal remarcar que en fer els experiments a pH basics s’observava una descomposicié
de la mostra molt rapida. Per tal de minimitzar la degradacié de lanalit durant

I’homogeneitzacié de les solucions es va treure el reactor de mescla i es va augmentar el
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cabal fins 2 2 ml X min’. En els estudis a pH basics els espectres es van enregistrar a

intervals de temps menors.

3.2.4.2. Sistema en flux continu per a estudis acid-base

Per a Pestudi d’equilibris acid-base es va emprar el sistema que es mostra en la
Figura 3.3. El sistema en flux continu esta format per tres canals mitjan¢ant els quals es
bombeja I'analit, la solucié acida i la basica, i les dues bombes peristaltiques. La solucid
valorant es forma en linia en un reactor de mescla a partir de la variacié de la proporcié de
les solucions acida i basica (vegeu la composicié a la Figura 3.3). A continuacio, I'analit es
mescla amb la solucié valorant en un reactor de reaccid, de manera que el temps de
contacte entre I’analit 1 la solucié valorant és de només 9 s. Després de cada modificacié del
cabal de la bomba 2, s’enregistra el corresponent espectre 1 al mateix temps es recull un

petit volum de la soluci6 resultant a la sortida del detector per tal de mesurar-ne el pH.

Bomba 1:
Velocitat
constant Detector
Mostra w_._> Mesura
del pH
Reactor
Reactor de reaccio

Solucié basica de mescla

Solucid acida

Solucié tampo

Bomba 2: (pH variable)

Velocitat
variable

Figura 3.3. Esquema del sistema en flux continu per a la caracteritzacié de compostos inestables.

Solucié acida: H3PO4 0,05 M, CH;COOH 0,05 M, H3BO3 0,05 M.
Solucié basica: PO4* 0,05 M, CH;COO- 0,05 M, BO2 0,05 M.
Cabal de 'analit: 1,15 ml X min-1.

Cabal del valorant: 1,15 ml X min-1.

Cabal de la solucié d’acids: de 1,9 a 0,0 ml X min-!.

Cabal de la soluci6 de bases: de 0,4 a 2,3 ml X min-L.

Reactor de mescla: 200 cm X 0,07 cm d.i.

Reactor de reaccié: 35 cm X 0,11 cm d.i.
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El cabal de la bomba 1, on es transporten I’analit i les solucions valorants, es va
mantenir constant a 2,3 ml X min". En canvi, el cabal de les solucions amortidores es
modifica sucessivament durant la valoracié des de 1,9 a2 0,0 ml X min” i des de 0,4 a 2,3 ml
X min" pel canal de la solucié d’acids i el de bases, respectivament.

Tots els espectres enregistrats en els diferents estudis s’analitzen amb fulls de calcul

o amb programes de tractament numeric en entorn MATLAB.

3.2.4.3. Sistema en flux continu per al seguiment de processos d’alliberament de farmacs

Per tal de realitzar les mesures espectrofotometriques de processos d’alliberament
es va utilitzar un sistema en flux continu 'esquema del qual es mostra en la Figura 3.4. La
soluci6 d’analit es bombeja continuament a través d’'una bomba peristaltica a un cabal de
3 ml X min"'. D’aquesta manera es pot seguir espectrofotométricament ’evolucié de la
concentracié del farmac en funcié del temps. El canal de sortida del recipient on té lloc
I'alliberament esta dotat d’un filtre de llana de vidre per tal de retenir les particules no
dissoltes. A més a més, es pot agafar una aliquota de la solucié de la mostra i injectar-la a
un sistema cromatografic (apartat 3.2.5, a) que també permet fer el seguiment de

I'alliberament i detectar la formaci6 de productes de degradacio.

PC

Detector

Camisa d’aigua
circulant
termostatitzada

Bombeig continu de solvent

3 ml min?!

Bomba peristaltica

Figura 3.4. Esquema del sistema en flux continu per a la caracteritzacié de processos

d’alliberament de farmacs.

3.2.4.4. Sistema en flux continu per al seguiment de processos d’alliberament de
farmacs inestables

Per tal de fer el seguiment de processos d’alliberament de farmacs inestables en
condicions dinamiques es va dissenyar un sistema en flux continu que permet evitar

processos de degradacié (Figura 3.5). En aquests sistemes s’intenta simular les condicions
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fisiologiques del cos huma mitjangant la renovacié constant de les solucions en contacte
amb el producte. Aixi doncs, les solucions d’alliberament a pH 2,0 o 7,4 corresponents als
medis gastric o plasmatic, respectivament, es bombegen continuament a través del recipient
d’alliberament a un cabal d’1 ml X min™. El volum del liquid del vas es fixa a 4 ml i a una
temperatura de 37 °C. En aquestes circumstancies, el temps de residéncia dins del vas és
suficientment curt per minimitzar els processos de descomposicié que tenien lloc en el
medi d’alliberament. El canal de sortida del vas de flux continu esta proveit d’un suport que
conté llana de vidre per tal d’evitar el pas de particules solides que no s’hagin dissolt. La
soluci6é emergent del sistema s’analitza per cromatografia de liquids amb el métode descrit

en el segiient apartat 3.2.5, c.

Bomba Bomba
peristaltica peristaltica

Solucié
emergent

Solucié d’alliberament

1 ml min?

........... ‘_ Nivell del liqllid

Mostra

Figura 3.5. Esquema del sistema en flux continu per al seguiment de processos d’alliberament en

condicions dinamiques.

3.2.5. Cromatografia de liquids d’alta resolucié (HPLC) amb deteccio

UV i fluorescéncia

Instrumentacio

e Cromatograf de liquids Agilent 1100 Series equipat amb una bomba quaternaria
G1311A, desgasificador en linia G1397A, detector de diodes en serie G1315B amb
una cubeta de flux de 13 pl i detector de fluorescencia G1321A. Valvula d’injeccié
Rheodyne 7725(1) de sis ports amb un helicoide de 20 pl de volum.

e Columna cromatografica Phenomenex Synergi Hydro-RP C; (150 mm X 4,6 mm
d.i., 4 um de diametre de particula, 80 A) amb una precolumna C; (4 mm X 3 mm
d.i.) de la mateixa casa comercial.

e Columna cromatografica Phenomenex Gemini Cg (150 mm X 4,6 mm d.i., 5 pm de
diametre de particula, 110 A) amb una precolumna C,; (4 mm X 3 mm d.i.) de la

mateixa casa comercial.
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e pH-metre Eutech Instruments model Cyberscan 2500, equipat amb un electrode de
vidre combinat amb un de referéncia de Ag/AgCl, per a I'ajust del pH de les fases

mobils i les solucions.

Condicions experimentals

Es van desenvolupat diferents metodes experimentals per a I'analisi dels diferents
sistemes d’alliberament controlat. Tots ells es van dur a terme amb elucié isocratica a un
cabal de 1 ml X min™ i amb un volum d’injeccié de 20 pl. A continuaci6 es mostra un llistat

amb els métodes seleccionats per a cada mostra.

(a) Analisi del triflusal i el seu principal metabolit (HTB).

Fase mobil: 25 mM CH;COOH/CH;COO" (pH = 5,00) + MecOH (40/60, V/V)
Columna: Synergi Hydro-RP C ¢ (150 mm X 4,6 mm d.i.)

Longituds d’ona de deteccié: 225, 234 1 280 nm.

(b) Analisi de la 5-azacitidina i els seus productes de degradaci6é (metode 1).
Fase mobil: 100 mM CH,COOH/CH,COO" (pH = 5,25)

Columna: Synergi Hydro-RP C;g (150 mm X 4,6 mm d.i.)

Longituds d’ona de deteccio: 215, 2251 250 nm.

(c) Analisi de la 5-azacitidina i els seus productes de degradacié (métode 2).
Fase mobil: 20 mM TRIS (pH = 9,00) + MeOH (98/2, V/V)
Columna: Gemini C;4 (150 mm X 4,6 mm d.i.)

Longituds d’ona de deteccié: 215, 225 1 250 nm.

(d) Analisi del naproxen.

Fase mobil: 10 mM HCOOH/HCOO' (pH = 3,20) + MeOH (20/80, V/V)
Columna: Synergi Hydro-RP C5 (150 mm X 4,6 mm d.i.)

Longituds d’ona de deteccié UV: 220, 270 1 330 nm.

Longituds d’ona de deteccio per fluorescencia: 270 nm (exc.) 1 357 nm (em.)

(e) Analisi del ketoprofen.
Fase mobil: 10 mM HCOOH/HCOO' (pH = 3,20) + MeOH (30/70, V/V)
Columna: Synergi Hydro-RP C,4 (150 mm X 4,6 mm d.i.)

Longitud d’ona de deteccié: 266 nm.
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(f) Analisi de la cafeina.
Fase mobil: H,O + MeOH (30/70, V/V)
Columna: Synergi Hydro-RP C,4 (150 mm X 4,6 mm d.i.)

Longitud d’ona de deteccié: 272 nm.

() Analisi del glutatio.
Fase mobil: 10 mM NaH,PO,/Na,HPO, (pH = 3,20) + ACN (97/3,V/V)
Columna: Synergi Hydro-RP C,4 (150 mm X 4,6 mm d.i.)

Longitud d’ona de deteccié: 210 nm.

3.3. Elaboracio6 dels sistemes d’alliberament controlat

3.3.1. Equip d’impregnacio en mode discontinu

L’equip d’alta pressio utilitzat en aquesta tesi per als experiments realitzats en mode
batch es mostra en la Figura 3.6. Aquest esta format basicament per tres parts: refrigeracio,

compressio i reaccio.

Figura 3.6. Fotografia de 'equip experimental per a la impregnacié de compostos.

Inicialment el CO, entra a dins 'equip (Figura 3.7) a la temperatura del laboratori i a
continuaci6 es liqua en un bany de polietilenglicol i aigua (Polyscience 9102). I.a bomba de
xeringa usada té una capacitat de 240 ml (Thar Designs SP240) i s’utilitza per augmentar la
pressié del CO, fins al valor experimental desitjat. Aleshores el reactor d’acer inoxidable
(70 ml, Thar Design), que ha estat préviament carregat amb els reactius, s’omple amb el
CO, provinent de la bomba fins a arribar a la pressié desitjada. Durant aquest procés, la

temperatura 1 D'agitacié del reactor es mantenen fixes mitjancant unes resistencies
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electriques amb termostat i un dispositiu que controla I’agitaci, respectivament. A més a
més, Pequip disposa de dues finestres de vidre de safir que permeten seguir el procés que té
lloc dins del reactor. Al final de cada experiment, el sistema es descomprimeix lentament 1

es deixa refredar a l'aire fins a assolir la temperatura del laboratori.

="

Criostat @

Evacuaci6

—-Nl-—b Evacuacio

G ©

@

Figura 3.7. Esquema del sistema experimental d’impregnacié de farmacs en mode discontinu.

(1) Reactor d’alta pressié d’acer inoxidable, (2) agitador magnetic, (3) termoparell i resisténcies,

(4) bomba de xeringa, (5) transductor de pressio i (6) valvula d’agulla.

Aquest equip es va utilitzar per preparar el sistema format pel triflusal impregnat en
una matriu polimerica de PMMA. Aquesta impregnacié es va dur a terme a I'Institut de
Ciencia de Materials de Barcelona (ICMAB-CSIC). Normalment s’utilitza una técnica o una
altra depenent del farmac que es fa servir. Aix{ doncs, aquest métode és adient per a
compostos de baixa polaritat solubles en CO, en estat supercritic. El triflusal té una
estructura quimica semblant a lacid acetilsalicilic. L’Gnica diferéncia estructural que
presenta és el grup trifluorometil que afavoreix la interaccié del triflusal amb el solvent. A
consequencia d’aquest grup es va observar que en les condicions de temperatura i pressio
de treball el triflusal presentava una solubilitat en CO, 100 vegades més gran que la del

propi acid acetilsalicilic.

3.3.2. Equip de formacio de particules basat en la técnica antisolvent

Els experiments en els quals es va utilitzar CO, supercritic com a antisolvent es van
dur a terme en I'equip que es mostra en la Figura 3.8. El sistema experimental esta format
per una linia de subministrament de CO,, una linia per on s’allibera la solucid, un reactor
col'lector d’alta pressi6é d’acer inoxidable i una linia d’evacuacio.

Inicialment el CO, es refreda utilitzant un criostat (Haake) 1 després es pressuritza
mitjangant tres bombes volumetriques hidrauliques en paral-lel (Lewa EK3). A continuaci6

el fluid es comprimeix, s’escalfa i s’introdueix dins el reactor col'lector (Autoclave
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Engineers), que té una capacitat de 500 ml. El reactor disposa de finestres de vidre de safir
a tres nivells diferents per poder visualitzar el procés de precipitacié. Aquest reactor
s’escalfa mitjangant camises calefactores (Watlow) 1 la temperatura es controla utilitzant un
termoparell. Un cop la temperatura i la pressié sén estables, el liquid s’injecta a dins del
reactor a través d’'una bomba de doble pist6 1 un injector coaxial de polvoritzacié (Lechler,
500 pm d.i.). Quan I'experiment ha finalitzat es recull el precipitat format al fons del reactor
sobre un filtre de membrana, que es troba a la vegada sobre una frita d’acer inoxidable
(ColoChrom, 2 pm de porositat). Abans de col'lectar el solid, es pot fer un procediment
d’assecat fent passar un flux continu de CO, per tal d’eliminar el solvent organic. Al final
de Pexperiment el reactor d’alta pressio es descomprimeix lentament i es recull el material

processat.

Valvula de
descarrega

Solucié

co,

Evacuacié

Q) C)

Figura 3.8. Esquema del sistema SAS. (1) Reactor d’alta pressié d’acer inoxidable, (2) camises

calefactores (resistencies), (3) criostat, (4) bomba de pistons, (5) transductor de pressio, (6) valvula,

(7) valvula dosificadora, (8) bomba de doble pist6, (9) valvula i (10) ciclo.

Aquest equip es va fer servir per dur a terme el recobriment de la 5-azacitidina amb
L-PLA. Els experiments es van realitzar en el Laboratori d’Enginyeria de Materials 1 d’Altes
Pressions de Paris (LIMHP-CNRS). La tecnica es pot emprar quan el farmac és poc soluble
en el CO,, que actua com a antisolvent. La 5-azacitidina és un farmac molt polar amb poca
afinitat quimica pel CO,. Per tant, es va escollir aquesta tecnica com a alternativa a la

impregnacio.
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3.3.3. Equip de generacio de particules a partir de solucions de gas saturades

Els experiments realitzats utilitzant el scCO, com a solut per a la generacié de
particules solides es van realitzar en equip que es mostra a continuacié (Figura 3.9). La
unitat esta formada basicament per una linia de subministrament de CO,, un reactor d’alta
pressio, un reactor col'lector 1 una linia d’evacuacié.

Primerament s’introdueix el CO, al reactor d’alta pressi6 (Parr Instrument)
mitjangant una bomba de pisté (Haskel) fins a arribar a la pressi6 de treball. Aquest reactor
té una capacitat de 500 ml i s’agita constantment. Préviament s’han d’haver introduit els
compostos que es volen processar. En segon lloc es comenca a escalfar mitjancant una
camisa termica (Watlow), 1 es produeix la fusié de la mescla de solids i la solubilitzaci6
parcial del scCO, amb la mescla fosa. Després d’una hora d’homogeneitzacié necessaria per
assolir I'equilibri de la mescla, el sistema es descomprimeix amb una valvula (Parker) i
s’atomitza a través d’un injector conic (Spraying Systems Co, 600 pm d.i.) cap al reactor
col'lector de 10 1 (Pirex). El canvi brusc de pressioé supercritica a atmosferica produeix la
sobresaturacié del CO, a la mescla i una expansié rapida del volum de CO, comprimit
causa la solidificacié de la mescla, que normalment precipita en forma de particules amb

mides micrometriques.

G

CO, ~4®—>Q-NI- = M
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Figura 3.9. Esquema del sistema PGSS®. (1) Criostat, (2) bomba de pistons, (3) transductor de
pressio, (4) camises termiques, (5) reactor d’alta pressié d’acer inoxidable, (6) termoparell,

(7) reactor col-lector i (8) injector.
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Aquest equip es va utilitzar per preparar el sistema format per les particules de
ketoprofen en matriu lipidica. Aquest procediment de formacié de particules es va dur a
terme a Dlnstitut de Biologia Experimental i Tecnologica i a I'lnstitut de Tecnologia
Quimica i Biologica, ambdés a Portugal IBET-ITQB). Aquest métode permet la formacié
de particules a partir d’una gran varietat de substancies, amb I'avantatge que no és necessari
que siguin solubles en el scCO,. Es va escollir aquest métode a causa de la complexitat de la
matriu de base lipid (GMS 1 HCO) formada de particules de TiO, i ketoprofén. A més a
més, el procés PGSS® és un métode amb el qual es formen particules en un sol pas i a

temperatures de treball baixes.

3.3.4. Equip d’impregnacio per a Ia preparacio de pegats transdérmics

Per tal de dur a terme el procés d’impregnacié del principi actiu per a la preparacio
de pegats transdérmics, es va utilitzar 'equip que es mostra en la Figura 3.10. El sistema
esta format per un reactor d’alta pressié6 d’acer inoxidable (Pressure Products Industries,
Inc., Warminster, PA) i per una bomba de xeringa, (ISCO Syringe pump 500D, Lincoln, NE,
US). Un cop la mostra (pegat polimeric més solucié del farmac) s’ha introduit dins del
reactor, es tanca hermeticament i s’escalfa amb un sistema Peltier fins a la temperatura
experimental desitjada. Es necessiten un minim d’uns 15 min per arribar a 'equilibri térmic.
Quan s’assoleix 'equilibri termic, s'omple la bomba amb CO, i aleshores es fa baixar el
pisté per pressuritzar el sistema fins a arribar a la pressié6 de treball. La pressié i la
temperatura es mantenen constants durant tot el procés experimental. En finalitzar el
procés d’impregnacio, el sistema es descomprimeix en uns 30 min obrint la clau de purga
lentament.

En dur a terme aquest procés d’impregnacié és molt important organitzacié de la
mostra dins el reactor. La matriu polimerica es col-loca a sobre d’un film de tefl6 per tal
d’evitar que es quedi enganxada al reactor. A continuacié es diposita una aliquota de 1000 ul
de la solucié amb el principi actiu. Una vegada finalitzat el procés, el pegat s’asseca a
temperatura ambient i es guarda en una bossa de plastic segellada fins a futures

caracteritzacions.
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Figura 3.10. Esquema del sistema d’impregnacié per a Ielaboracié de pegats transdermics.
(1) Reactor d’alta pressié d’acer inoxidable, (2) bomba de xeringa, (3) termoparell i resisténcies,

(4) valvula de tres posicions, (5) transductor de pressio.

Aquest equip es va fer servir per dur a terme la impregnacié de naproxen en una
matriu de EVA i Budragit® E100. Els experiments es van realitzar al Grup de Fluids
Supercritics (The Ohio State University) als Estats Units d’Ameérica (USA). Es molt
semblant al primer equip, pero en aquest cas el farmac es troba dissolt en un medi adient.

Tot i trobar-se en forma liquida és soluble en CO,, ja que és un compost de baixa polaritat.
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Caracteritzacio d’un sistema d’alliberament controlat del farmac triflusal

4.1. Introduccio

Els sistemes d’alliberament controlat formats per un farmac dispers en una matriu
polimerica poden alliberar el principi actiu d’'una manera predeterminada o bé en un lloc
especific del cos [1]. En la majoria d’aplicacions, i per tal d’aconseguir que el preparat sigui
efectiu terapeuticament, el farmac s’ha de trobar dispers en el polimer a nivell molecular. Si
aixo no es compleix, el farmac es troba cristal-litzat en el polimer i podria comportar un
alliberament descontrolat que influenciaria en la velocitat de dissolucié d’aquest. En el cas
de principis actius amb baixa solubilitat en aigua, un dels objectius del disseny de sistemes
d’alliberament controlat és el de millorar les velocitats de dissoluci6 a través de la dispersid
del farmac en matrius polimeriques solubles en aigua. D’altra banda, els compostos solubles
en aigua que presenten temps de semivida curts shaurien d’impregnar en polimers
hidrofobics (per exemple, acrilics, quitina o etilcel-lulosa) per intentar alentir Ialliberament.
Tanmateix, el recobriment dels principis actius pot minimitzar processos de degradacié en
el medi [2-4].

El triflusal és un farmac analeg de I'acid acetilsalicilic amb un grup CF; addicional,
que es comercialitza amb el nom de Disgren® des de ’any 1981 [5, 6]. Ha estat classificat
pel BCS com un farmac de classe 2, és a dir, com un acid feble molt permeable pero amb
una solubilitat baixa en aigua. Alguns estudis ja han demostrat que quan el triflusal i el seu
principal metabolit s’alliberen mitjancant una matriu polimeérica, tant la incidencia GI com
altres efectes secundaris es redueixen notablement [7-10]. En aquests estudis el triflusal es
troba conjugat a polimers ionics 1 hidrofils.

Aquests tipus de sistemes s’utilitzen especialment en cirurgia vascular (via
d’administracié cardiovascular). Quan es realitzen operacions per evitar la formaci6é de
coaguls, s’introdueixen xarxes de titani a linterior de les arteries que s’expandeixen i fan
que les arteries tornin al seu diametre inicial. Els malalts cardiovasculars cronics es tracten
amb triflusal, entre d’altres farmacs, per evitar noves agregacions plaquetaries. Aixi doncs,
la finalitat d’aquests sistemes és aconseguir retenir els farmacs en les xarxes polimeriques
per tal que es produeixi el seu alliberament prolongat amb el temps. D’aquesta manera el
malalt no s’ha d’estar medicant continuament. La situacié ideal seria, doncs, que
Ialliberament es produis de manera constant i progressiva.

Un dels principals objectius d’aquest estudi va ser Pexploracié de les possibilitats de
I'ds del scCO, per processar farmacs amb polimers amorfs com el PMMA, que es va

escollir com a polimer model i matriu per a dur a terme el procés d’impregnacié. E1 PMMA
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és un polimer acrilic hidrofobic bioestable molt usat en el camp de la biomedicina com a
implant transportador per a lalliberament local sostingut d’antiinflamatoris [11, 12] o
antibiotics [13]. L’as del scCO, representa una bona alternativa als problemes associats amb
I'ds dels tradicionals solvents organics per a la preparacié de compostos farmaccutics i
biomaterials [14, 15].

Aixi doncs, el disseny d’aquests sistemes s’aconsegueix utilitzant un solvent per
dissoldre i arrossegar el principi actiu a I'interior de la matriu polimerica. Al mateix temps,
aquest solvent infla el polimer facilitant la difusié del farmac 1 incrementant la quantitat de
farmac impregnat. Sha demostrat que els processos d’impregnacié que utilitzen scCO, com
a solvent sén viables quan el compost és soluble en scCO, i el polimer té una baixa
solubilitat, encara que pot ser inflat mitjangant scCO, [16].

La composicié, microestructura i estat molecular d’aquest sistema s’estudia molt
sovint mitjancant la utilitzacié de tecniques com 'espectroscopia de ressonancia magnetica
nuclear (RMN) i la DSC, mentre que les interaccions entre el polimer i el farmac s’estudien
amb lespectroscopia confocal Raman 1 PATR-FTIR (de Iangles, attenuated total reflection -
Fourier transform infrared) [17-19].

En aquest capitol es va col'laborar amb I'Institut de Ci¢ncia de Materials de
Barcelona (ICMAB-CSIC) per a elaboracié dels sistemes model. Aqui es descriuran a
continuacié les caracteritzacions dutes a terme pel farmac triflusal impregnat o dispers

molecularment en una matriu polimerica de PMMA.
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4.2. Spectroscopic and chromatographic characterization of triflusal
delivery systems prepared by using supercritical impregnation

technologies
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4.3. Altres estudis i discussio de resultats

Es va caracteritzar el TRF com a principi actiu pur i també impregnat en PMMA.
Aixi doncs, es va estudiar I'alliberament controlat que es produeix en aquesta nova
formulacié en aigua i en condicions fisiologiques, és a dir, a pH 2, que correspondria a
I'alliberament a 'estomac, i a pH 7,4 corresponent a les condicions del torrent sanguini.

Per tal d’avaluar Dalliberament dels sistemes preparats es va utilitzar el sistema en
flux continu amb deteccié espectrofotometrica descrit en la part experimental (apartat
3.2.4.3) 1 addicionalment la cromatografia de liquids d’alta resoluci6 (apartat 3.2.5). La SEM
ens va servir per estudiar la morfologia dels sistemes preparats. Amb aquesta técnica
podem observar els canvis associats al procés d’inflament del polimer i la seva posterior

impregnacio.

4.3.1. Establiment dels métodes analitics (espectroscopic i cromatografic)

En primer lloc es va utilitzar un metode en flux continu amb deteccid
espectrofotomeétrica UV per tal de seguir els processos d’alliberament de les mostres
polimeriques. Es va realitzar un calibratge de 'equip en els diferents medis d’alliberament i
també en aigua (Taula 4.1). La detecci6 de TRF en medi acid presentava una major
sensibilitat a 225 nm. En aquestes condicions el TRF es troba en forma neutre 1 presenta
una absorbancia més gran que en forma ionica a la longitud d’ona estudiada. Tot i1 que el
metode desenvolupat és simple i reproduible, no permet la discriminacié entre el TRF i el
seu principal metabolit, THTB. Aixi doncs, va servir per a 'obtencié dels perfils cinétics de
les mostres en estudis preliminars. A més a més, en larticle 4.2 ja s’ha posat de manifest
que les mesures en continu no serien les més adients per estudiar aquests tipus de sistemes

que presenten un alliberament tan prolongat (de mesos).

Taula 4.1. Parametres del calibratge del metode espectrofotometric.

Recta de calibratge Interval de linealitat 12
TRF en H,O A =06037,5 [TRF] + 0,07  2,0x10°-24%x10+M 0,9988
TRF en HC110 mM A = 8451 [TRI] 2,0x105-1,9%10+M 0,9975
TRF en Na;CO3; 10 mM | A = 53433 [TRF] + 0,1  2,0x10>—-2,9x104M 0,9999
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Aixi doncs es va realitzar un estudi més acurat en el qual es va desenvolupar un
metode cromatografic per determinar i quantificar el TRF i PHTB independentment i en
les diferents mostres preparades. Primerament, en la optimitzacié de la fase mobil
cromatografica es va tenir en compte el pH de la fase aquosa (comprés entre valors de 2,0 i
5,0) 1 el percentatge de solvent organic (entre 60 i 80 % de metanol). Com a solucié
amortidora es va fer servir acid formic/formiat 25 mM a pH 2,0 i 4,0 i acid acetic/acetat a
pH 5,0. En la Figura 4.1 es mostren els cromatogrames obtinguts en 'optimitzacié. El pH
influeix de manera important en els t; ja que tan el TRF com 'HTB tenen valors de pK,
propers a 3,0. Es van observar I’aparicié de pics cromatografics dobles, situacié que pot
succeir quan els analits es troben a un pH proper al seu valor de pK,. A més a més, hi havia
una co-elucié dels dos analits a pH 2 i 4. També podem observar la tendencia habitual dels
pics a fer-se més amples i baixos a temps de retencié més llargs amb la disminuci6 del
percentatge de metanol, a causa del procés de particié que té lloc a I'interior de la columna
cromatografica. Finalment es va aconseguir una bona resolucié dels pics a pH 5,0 1 amb un

percentatge del 60 % de metanol.

% Metanol
60 70 80

2,0

pH 4,0

5,0

Figura 4.1. Cromatogrames corresponents a la optimitzacié de la composicié de la fase mobil a

diferents pH i percentatges de metanol. Relaci6 de concentracié TRE/HTB de 4/1.
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El tractament de la mostra per tal d’inflar i dissoldre el suport polimeric i aix{
alliberar el TRF es va fer amb un solvent aprotic, acetona. Alguns estudis han demostrat
que I’as de solvents protics com ’aigua i el metanol afavoreixen la hidrolisi del TRF a HTB
[20]. Tant P'acetona com el clorur de metile sén bons dissolvents del PMMA [21], pero es
va seleccionar I'acetona envers el clorur de metile, ja que aquest ultim és cancerigen.

D’altra banda, també es van realitzar estudis d’estabilitat del TRF en el medi de
redissolucid, que és la mateixa fase mobil del metode cromatografic. Aixi doncs, 5 mg de
TRF es van dissoldre en 20 ml de solucié amortidora acétic/acetat 25 mM (pH 5), metanol
i fase mobil MeOH:CH,;COOH/CH,;COQO, 60:40) i es va seguir cromatograficament el
procés de descomposicié del TREF amb el temps. La Figura 4.2 mostra el comportament en
els diferents medis de dissolucié. Les solucions acides de TRF eren les més estables, mentre
que la descomposicié més rapida es produia en la fase mobil. Tot i aixo, aquesta no
afectava I'analisi de les mostres que es realitza en 4 min. En aquest interval de temps la
descomposicié del TRF és practicament negligible (~ 1 %).

HTB presenta una activitat farmacologica semblant al seu precursor. Aixi doncs, el

producte mantindria les seves propietats com a inhibidor d’agregacions plaquetaries.

100 -
90 -
80 -
70 - -

60 -
é 50 4 B d°25mM HAc/ Ac-

MeOH

o 40
30 B Fase mobil

20
10

0 10 30 60 120 150
Temps (min)

Figura 4.2. Estudis d’estabilitat del TRF en diferents medis de dissolucié. Els resultats es mostren

en % de TRF pur o no degradat.

En la Taula 4.2 es mostren els parametres de qualitat per al métode cromatografic
desenvolupat. Les rectes de calibratge del TRF es van fer en medi lleugerament acid (HCl
10 mM, pH 2), ja que en aquest medi és més estable i evitem aixi la seva possible
degradaci6 en solucié. L’estabilitat del TRF en els diferents medis d’alliberament 1 en aigua

també va ser estudiada i els resultats es troben descrits en I’article.
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Taula 4.2. Parametres de qualitat del métode cromatografic desenvolupat.

Triflusal

HTB

Columna

Synergi Hydro-RP 4y Cis, 80 A (150 mm X 4.6 mm d.i.)

Fase mobil

MeOH:25 mM CH;COOH/CH3;COO, pH 5,0 (60:40)

Longitud d’ona de deteccio 280 nm
Temps de tetencid (zg) 2,5 3,4
Repetibilitat en el zz
(% RSD, n = 8) 04 0.6
T >
Repetibilitat en area 14 23

de pic (% RSD, n = 8)

>

>

Interval de linealitat

1,1 X 105-2,5 x 104 M

5,3 X 106 - 2,5 X 10+ M

Coeficient de correlacio (12)

0,9997

0,9999

Limit de deteccié (LOD)

2,0x10°M

2.4 X 106 M

4.3.2. Caracteritzacio de les mostres preparades

Es van realitzar seguiments a llarg termini de les cinétiques d’alliberament en medi
acid 1 basic (a pH 2 1 7,4 respectivament) dels sistemes descrits en Darticle 4.2. Els
alliberaments a pH acid també van ser estudiats en profunditat, tot i que els resultats
obtinguts no van ser inclosos a larticle. En la Figura 4.3 es mostren aquests exemples
d’alliberament per a les dues mostres de PMMA (boles i barra, PMMA, i PMMA,,
respectivament) impregnades amb TRF. Per tal de poder comparar perfils cinetics, es
mostra també la dissolucié del TRF pur. Com es pot observar, es dissol completament amb
un temps de 15 min en aquest mateix medi acid. L’alliberament es produeix més
rapidament en medi basic, encara que els perfils cinétics en els dos medis sé6n semblants.
Tal com ja es comentava en larticle, I'alliberament sostingut del TRF en la mostra
PMMAy, (mostra anomenada E43B en D'article) segueix una cinetica d’ordre zero de la qual
es van determinar les constants cinetiques en ambdods medis (Taula 4.3). D’altra banda,
lalliberament del TRF en la mostra PMMA;: (mostra anomenada E43GF5 en Tarticle)
presenta un comportament bifasic. Després de dos dies T'alliberament es produeix de
manera quasi lineal 1 més lentament. Aquest comportament és similar a un pseudoordre
zero 1, aleshores, hem pogut determinar també les constants cinetiques del procés en

aquesta part de la corba.

96



Caracteritzacio d’un sistema d’alliberament controlat del farmac triflusal

07 @ %1 ®

80 35 A PMMAgp

60

% Triflusal dissolt
% Triflusal alliberat

0 5 10 15 20 0 3 6 9 12 15 18 21 24 27
Temps (min) Temps (dies)

Figura 4.3. Perfils cinétics de dissolucié 1 d’alliberament del TRE en medi acid: (a) dissoluci6 del

farmac pur i (b) alliberament del farmac en mostres de PMMA impregnades.

Taula 4.3. Constants cinetiques calculades per a I'alliberament del TRF de linterior del PMMA en

els medis fisiologics estudiats.

Mostra k (b), pH 2 k (h), pH 7,4
PMMAgp | 00474 (r = 0,995  0,0601 (r = 0,996)
PMMAgr | 00162 (r=0,992)  0,0171 (r = 0,958)

Una cinetica d’ordre zero indica que la velocitat del procés d’alliberament del
farmac esta controlada per una relaxaci6 inicial del polimer i una posterior erosié. Les boles
de PMMA presenten molta més superficie que la barra de PMMA 1 el polimer s’infla
facilment quan entra en contacte amb el medi d’alliberament. Per aquest motiu es pot
afirmar que la cinetica de Palliberament és d’ordre zero des del comengament. Aquest tipus
d’alliberament s’ajusta molt bé als models cinétics descrits en la introduccié d’aquesta tesi
doctoral (apartat 2.6.3, equaci6 2.1 1 2.2). En canvi, en l'alliberament del TRF de les barres
de PMMA s’observa un temps de retard en un periode de temps d’un a dos dies. En aquest
temps, s’allibera tot el TRF dipositat o proper a la superficie del PMMA 1 a partir
d’aleshores es comenca a alliberar el TRF dispers en la matriu de PMMA. Es per aixd que
I'alliberament es descriu com a una cinctica de pseudoordre zero.

Els valors de les desviacions estandard relatives dels diferents alliberaments varien
de 5 a 15 %, depenent de les condicions experimentals. El principal problema que
contribueix a la dispersi6 dels resultats és la petita quantitat de mostra utilitzada, de Pordre
de 5 a 10 mg. De totes maneres, la robustesa i reproductibilitat d’aquests alliberaments es
podria millorar si es treballés amb quantitats de mostra més grans, de I'ordre de 50 mg o

superiors. Aixi doncs, els resultats d’aquests alliberaments suggereixen que el farmac
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impregnat amb el scCO, va quedar atrapat al centre o nucli de la matriu i, per aquest motiu,
la difusié d’aquest a través del polimer 1 fins al medi de dissoluci6 és molt més lenta.

A part dels alliberaments que es mostren en Iarticle, se’n van dur a terme d’altres de
mostres que presentaven una degradacié inicial del TRF elevada (E18B). Tot 1 aixo, dels
resultat obtinguts es va concloure que les cinetiques d’alliberament presentaven
comportaments semblants (50 % d’alliberament en 20 dies) en els estudis realitzats en medi
acid [19].

En larticle, es posava de manifest que en les mostres processades amb scCO,
trobavem una quantitat considerable d’HTB, de 20 a 25 % en pes en relacié amb la
quantitat total de farmac impregnat (vegeu els cromatogrames en la Figura 4.4, TRF
impregnat en PMMAy, i en PMMA;). Es creia que aquesta degradacié era produida a
causa de petites quantitats d’aigua que quedaven a linterior del polimer. Aquesta hipotesi
va ser finalment confirmada mitjancant técniques espectroscopiques adients [17]. No
obstant aixo, es van realitzar una serie de proves per descartar que el metabolit es formava
in situ durant el procés d’impregnacié. En primer lloc es va analitzar el TRF residual (no
impregnat, Figura 4.4 b2), que es trobava recristal-litzat en el reactor a conseqiiencia de la
descompressié del sistema al final del procés d’impregnacié. En aquest cas, el percentatge
d’HTB determinat va ser inferior al 2 % en pes. A més a més, es va realitzar un experiment
de control del procés. Una quantitat de TRF es va processar en scCO, a 200 bar i 35 °C en
absencia de PMMA (Figura 4.4 bl). L’observacié visual del solid recuperat va revelar un
canvi en la seva aparenga comparat amb el producte original, cosa que indica aixi que el
TRF pur es va dissoldre i recristal-litzar en el scCO,. Tot i aixo, la formacié6 I’HTB va ser
altre cop negligible. Es va poder afirmar que 'aigua necessaria per a la hidrolisi del TRF a
HTB no es trobava ni a I'interior del reactor ni era transportada pel CO,. Aixi doncs, la
formacié d’HTB es va associar a la preséncia d’aigua en el polimer PMMA. A més a més,
s’ha comprovat que molts polimers poden absorbir quantitats significatives d’aigua, sent el

PMMA un dels exemples més estudiats [22, 23].
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T799% TRF
21% HTB
bd. PMMA 2/ Trf }f\_
T77% TRF
23 % HTB
b3. PMMAgy/Trf N
98% TRF
b2. residual Trf e HTB
]
| 98% TRF
I
bl. Trf control . f‘ IL ;’5 % HTB
0 1 r 4 3 4

nin

Figura 4.4. Cromatogrames obtinguts per a les mostres analitzades de triflusal: b1. control, b2.

residual, b3. PMMAgp (E43B) i b4. PMMAcr (E43GF5).

Lanalisi DSC de les mostres impregnades va ser realitzat a PFICMAB-CSIC per tal
d’investigar P'estat fisic del farmac a I'interior del polimer, ja que aquest és un dels factors
que podria influenciar en lalliberament del farmac de I'interior del sistema. Es van estudiar
les diferents transicions obtingudes mitjangant la DSC del PMMA pur, el TRF pur i el
PMMA impregnat amb TRF. ILa T, del PMMA pur mesurada al comengament de la
transicié era de 124 °C. El TRF presentava el pic de fusié (1,) a 117 °C. En les mostres
preparades mitjancant la impregnacié supercritica no es va trobar cap pic de fusid
corresponent al TRF, cosa que indica que aquest va ser probablement dispers a nivell
molecular amb absencia de TRF cristal-litzat. També es va observar una reduccié notable
de la T, del PMMA fins a un valor de 42 °C després del processament i atribuida a un efecte
de plastificacié provocat per les molecules de TRF segregades en una dispersié molecular
[19]. Aixi doncs, aquesta és una caracteritzacié més que recolza els resultats experimentals

obtinguts durant 'estudi dels sistemes de PMMA impregnats amb el farmac model TRF.
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Preparacié i caractetitzacié de farmacs inestables mitjancant sistemes en flux continu i cromatografia de liquids

En aquest capitol de la tesi es troben descrites les metodologies desenvolupades per
a Pestudi en profunditat de la 5-azacitidina com a model de farmac inestable per a la
preparacié de sistemes d’alliberament controlat.

En primer lloc es va fer la caracteritzacié del farmac i, per aixo, es van establir
metodes analitics per coneixer-ne el comportament. Es van realitzar estudis d’estabilitat i
d’estimacié de constants d’acidesa de la 5-azacitidina utilitzant sistemes en flux continu i la
cromatografia de liquids amb deteccié UV. Aquests estudis ens serveixen, per exemple, per
observar com afecten canvis de temperatura o de pH a I’estabilitat del farmac. Seguidament
es va preparar un sistema d’alliberament controlat basat en el recobriment de la 5-
azacitidina amb una matriu polimeérica d’L-PLA mitjancant la utilitzacié del scCO,.
Finalment es va caracteritzar aquest sistema amb noves metodologies desenvolupades i
adients per a aquest tipus de mostres, com el sistema en flux continu descrit en la part
experimental (apartat 3.2.4.4). Aquest farmac experimenta un clar procés de degradacid
amb el temps i, per tant, ha causat certs problemes a ’hora de realitzar els experiments i/o

d’interpretar els resultats.

5.1. Introduccio

La quimioterapia esta enfocada al tractament del cancer localitzat o la metastasi. Els
farmacs anticancerosos no soéon especifics a les cel-lules canceroses i és per aixo que la
millora en lalliberament de compostos anticancerosos en teixits tumorals d’humans sembla
un repte raonable i assequible. En estudis recents s’esta treballant per millorar la
biocompatibilitat del farmac des del punt de vista de la resposta tumoral: (a) retardant
I'alliberament dels preparats a periodes d’accié llargs, (b) utilitzant farmacs recoberts de
liposomes per aconseguir prolongar els efectes o reduir-ne la toxicitat, (c) administrant
farmacs precursors inerts o no toxics per a lactivacié especifica al lloc del tumor, (d)
alliberant compostos mediadors d’anticossos i (e) conjugant transportadors especifics del
farmac directament a la diana tumoral. Tot i aix0, cal conéixer la farmacocinética previa per
dur a terme qualsevol investigacié en aquest camp. Els ultims avencos s’han aconseguit
millorant Ieficacia i reduint la toxicitat dels compostos anticancerosos.

La 5-azacitidina és un nucleosid analeg a la citidina (present en Tacid
desoxiribonucleic o ADN 1 en l'acid ribonucleic o ARN) en el qual s’ha incorporat un
nitrogen en la posicié 5 de Panell heterociclic. Fis un farmac antineoplastic que s’utilitza per

al tractament de la sindrome mielodisplastica o leucemia mieloide que afecta la formaci6 de
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cél'lules sanguinies de la medul-la. Es comercialitza amb el nom de Vidaza® des de ’any
2004, en que va ser aprovat el seu us per la FDA [1]. Esta classificat pel BCS com a farmac
de classe 1, és a dir, molt soluble en aigua i amb una permeabilitat elevada. Aquest farmac
presenta una elevada inestabilitat en solucions aquoses. L’anell heterociclic és quimicament
inestable 1 es trenca quasi espontaniament per formar la N-formilamidino-N’-8-D-
ribofuranosilurea (RGU-CHO), obtinguda com a consequéncia dun atac nucleofil de
I'aigua en el C-6 de la 5-azacitidina i una posterior obertura de lanell. El seglient
subproducte, la 1-3-ribofuranosil-3-guanilurea (RGU), es forma més lentament per una
perdua irreversible del grup N-formil de 'TRGU-CHO [2].

El seu mecanisme d’accié en l'organisme es basa en una activacié intracel-lular,
seguida d’una trifosforilacié per I'accié de les corresponents quinases de manera que
competeix amb la citosina trifosfat (CTP) per incorporar-se a PARN i en menor grau a
PADN (Figura 5.1). La presencia del N a la posicié 5 de I'anell piridinic evita la metilacié
enzimatica de la base modificada 5-metilcitosina. La preséncia de la ribosa predisposa la

seva incorporaci6é en PARN [3].

IS S e e
A & ™ &
OH \Q’ Py POy-PC, POy~PO;~FC;
dCKase NMPKase NDPKase
OHOH : -
b OHOH ———) OHOH ——» OHOH
J-Azacytidine 5-AzaCMP 5-AzaCDP 5-AzaCTP

Figura 5.1. Estructura i activacié metabolica de la 5-azacitidina.

En general, des del descobriment d’aquest farmac I'any 1964 [4] no es troben en la
bibliografia un gran nombre de treballs per a la determinacié de la 5-azacitidina. Tot 1 aixo,
la majoria de metodes analitics utilitzen la cromatografia de liquids en fase invertida (RP-
HPLC) amb deteccié UV [2, 5-§].

S’han realitzat estudis d’estabilitat d’aquest farmac o d’analegs, com la decitabina
(5-aza-2'-desoxicitidina), en els quals es presenten hipotesis diverses sobre els possibles
compostos de degradacié que es formen. En aquests estudis han utilitzat tecniques com
I'RMN, Pespectrometria de masses i THPLC amb deteccié UV [9-12]. Els mecanismes que
produeixen aquesta descomposicié no es troben ben explicats en cap d’aquests estudis. Se

sap que els compostos analegs a la citidina sén quimicament inestables en solucid, pero
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actualment no hi ha un consens entre els temps de semivida 1 els corresponents productes
de degradaci6 en condicions fisiologiques d’aquests farmacs.

Com ja s’ha comentat previament, la complexitat dels estudis radica en el fet que la
degradacié del farmac és fortament dependent del pH (a més de la temperatura). Aixo
comporta que quan s’estudia el caracter acid-base del farmac es pugui produir un procés
paral-lel de degradacio, especialment quan el medi és basic. Per aquest motiu, es van
desenvolupar sistemes en flux continu per tal de minimitzar la descomposicié, ja que les
especies basiques es generen 7z situ 1 el temps transcorregut entre la seva formacio i la
mesura és molt petit.

Per a la realitzacié dels estudis cinétics es va fer servir Pespectrofotometria UV-vis a
diferents temperatures 1 valors de pH 1 també la cromatografia. Per als estudis
termodinamics es van desenvolupar sistemes en flux continu amb deteccid
espectrofotomeétrica. I’extraccié de la informacié analitica d’aquests sistemes ens va portar
a la utilitzacié de meétodes quimiometrics, concretament el metode MCR-ALS.

El farmac es va atrapar amb un recobriment polimeric en el ILaboratori
d’Enginyeria de Materials 1 Altes Pressions de Paris (LIMPH-CNRS) fruit d’una
col'laboracié conjunta dins el projecte europeu. Els subsegtients estudis es van enfocar
especialment a la millora en la seva estabilitat. Com a polimer adient per al recobriment
d’aquest farmac es va escollir 'L-PLA, que és un polimer biodegradable constituit per
molécules d’acid lactic. Es degrada facilment en aigua i CO. A part d’aquestes
caracteristiques, és un polimer de tipus polielectrolit i d’elevat pes molecular. Aquest tipus
de polimers aconsegueixen reduir suficientment la velocitat de dissolucié per permetre un
alliberament prolongat dels farmacs.

Els estudis realitzats per a ’avaluacié del sistema d’alliberament controlat es van fer
utilitzant el sistema en flux continu descrit en la part experimental (apartat 3.2.4.4), THPLC,
la SEM 1 la DSC. A excepcié d’algunes patents existents no s’han trobat en la bibliografia
estudis que impliquin el processament de la 5-azacitidna amb FSC i tampoc recoberta amb

L-PLA.
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5.5. Altres estudis i discussio de resultats

5.5.1. Estudis d’estabilitat

Influéncia de la temperatura

En primer lloc es va fer un seguiment de U'estabilitat de la 5-AZA al llarg del temps
en diferents condicions de temperatura. Es va utilitzar un sistema en flux continu i es van
realitzar mesures espectrals al llarg del temps. Les dades obtingudes es van organitzar en
una matriu on cada columna corresponia a una longitud d’ona i cada fila a un valor de
temps. Les dimensions del domini espectral eren de 101 longituds d’ona (200 a 300 nm)
mentre que les dimensions del domini temporal eren diferents depenent de la temperatura
que s’estudiava (vegeu els detalls en la taula 1 de l'article 5.2). La matriu de dades va ser
sotmesa a un pretractament que consistia en suavitzar els espectres obtinguts amb un filtre
de Savitsky-Golay utilitzant el programa MATLAB. Aquest filtre s’utilitza per eliminar el
soroll de fons present en les mesures espectrofotomeétriques. A continuacid es va ajustar la
linia base a zero, ja que pot derivar lleugerament en un mateix experiment.

Seguidament es va realitzar la resolucié matematica de les dades per tal de dur a
terme la recuperaci6 dels perfils cinetics de les especies presents mitjangant optimitzacid
per minims quadrats alternats. En 'avaluacié preliminar del nombre d’espécies presents
mitjangant SVD es van trobar tres valors significatius. Les restriccions que es van aplicar

son les segiients:

e No negativitat, tant per a concentracions com per a espectres.

e Unimodalitat, aplicada als perfils de concentracio.

e Sistema tancat, ja que la suma de les concentracions de les espécies és constant
durant tot 'experiment.

e Model fisicoquimic. El procés segueix un model cinetic. S’aplica el mecanisme
descrit en Dapartat 2.7.3 (A«>B—C), en el qual és necessari introduir les

estimacions inicials de les concentracions i de les constants £,, £, 1 &,.
De forma preliminar, es va realitzar una analisi individual de cada matriu de dades

experimental. Els resultats obtinguts van mostrar que existia una certa discrepancia entre

algunes constants cinetiques, ja que la £, a 70 °C és superior a la £, a 80 °C (Taula 5.1). En
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aquest cas el métode no s’ajusta prou bé a la realitat. Fis per aquest motiu que es va decidir
fer Panalisi simultania de tots els experiments, per tal d’intentar millorar els resultats.

En la resolucié simultania de matrius es mantenen les columnes en comu, és a dir,
Iinterval de longituds d’ona, ja que és el mateix per a tots els experiments. En aquesta
analisi, les restriccions aplicades son les mateixes que en I'analisi individual 1 2 més a més,
implicitament es forga les espécies comunes a tenir el mateix espectre en la matriu 5. Es va
observar una millora en els valors de les constants cinétiques obtingudes per a cada
experiment, les quals anaven augmentant amb la temperatura, i per tant, s’obtenien uns
resultats més raonables.

En aquests estudis a diferents temperatures es deixava un temps per tal que la
solucié de 5-AZA arribés a la temperatura experimental. Degut a la rapida descomposicié
que aquesta presenta en solucions aquoses es va pensar en considerar que el procés de
degradacié de la 5-AZA ja podia haver comencat quan s’enregistrava el primer espectre,
especialment a temperatures elevades. Per tant, 'estimacié de les concentracions inicials en

el model fisicoquimic podia ser erronia.

Taula 5.1. Constants cinetiques calculades mitjancant la resolucié individual i simultania de matrius

mitjangcant MCR-ALS.

| T=25°C | T=50°C | T=70°C | T=80°C
Resolucio matricial individual

ki (min) 0,0168 0,0495 0,2062 0,0638
k4 (min?) 0,0001 1,7 X 106 0,0013 0,0133
k> (min-1) 0,0001 0,0008 0,0049 0,0151
Resolucié matricial simultania
ki (min-') 0,0119 0,0446 0,2417 0,8379
k41 (minT) 0,0006 0,0015 0,0016 0,0019
k» (min) 0,0001 0,0018 0,0089 0,0115
Resolucioé matricial simultania amb concentracions inicials estimades
ki (min) 0,0122 0,0393 0,0704 0,0894
k4 (minT) 0,0001 0,0013 0,0014 0,0017
k> (minT) 0,0002 0,0017 0,0089 0,0114

Per tal d’aproximar els valors de les concentracions inicials als seus valors reals es
va realitzar la mateixa analisi simultania de les quatre matrius experimentals, perd sense
aplicar el model cinétic. D’aquesta manera es van obtenir uns perfils de concentraci6
diferents a partir dels quals es van aproximar els valors inicials. Com es pot observar en la
Taula 5.1, els valors de les constants a 25 °C i a 50 °C sén semblants als valors de la
resolucié matricial simultania anterior (sense estimacions de concentracions inicials), ja que

en ambdés estudis la degradaci6 inicial del farmac seria practicament negligible.
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En canvi, els valors de la £, a 70 1 80 °C s6n sensiblement diferents a consequencia
de la ja esmentada descomposicié inicial de la 5-AZA a aquestes temperatures. D’altra
banda, els valors de 4, son més insensibles a aquesta rapida degradacié inicial. Les
constants cinétiques de tancament de P'anell (£,) sén més petites que aquelles de formacio
de PRGU (&,). Aquest resultat ens indica que I'equilibri esta desplagat cap a la dreta i en la
majoria de casos la formacié de 'RGU pot ser considerable. Aixi doncs, aquesta resolucio
matricial va ser considerada com I’0ptima i és, per aixo, la descrita en l'article 5.2.

En la Figura 5.2 es mostren els diferents perfils de concentracié 1 espectres

optimitzats per a les diferents proves realitzades 1 explicades en aquest apartat.

al a2
1 14
2 3 3
0.9 )\ | 12
< 2 | -
< 0.8 /¢
= ] ~ 1 1
Té 0.7 <
_ 2
gos 508 1
=l
5 0.5 1 £
g ! £ 2
£ 0.6
g 04 1 3
k]
2 <
£ <
303 0.4
0.2 1 1
0.2
0.1 2 3 3
2 3 3
0 = . .
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 %00 220 240 260 280 300
b Temps (min) b2 Longitud d'ona (nm)
1 3
0.9
S 08 bl i
<
S -~
= 0.7 4
E S 08 E
£ g
s 0.6 o
5 3
=l
505 £ 06 1
<
§ 0.4 2
03 <04 i
30
0.2
0.2f 1
0.1
. 3 T~ . .
00 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 g()() 220 240 260 280 300
Temps (min) Longitud d'ona (nm)
cl c.2
1 . T - . . . - - 1.4
1
0.9 2
. 3 12 1
< 0.8[\1 2 E
5 2 -~ |
=g 07 R <
E o ’ 1 e
g ..L‘!; 0.8 1
o -1
g 05 ) 3
I £ 06 i
g 04 1 2
g 2 <
¢ 03 3 4 0.4F q
S .
0.2 i
0.2r 1
0.1 f —
3
—— e L L
00 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 t%00 220 240 260 280 300
Temps (min) Longitud d'ona (nm)

Figura 5.2. Perfils de concentracié (1) i espectres optimitzats (2) resolts mitjangant I'analisi
simultani de les matrius de dades amb MCR-ALS en I’estudi cinétic d’una solucié 5 X 10> M de
5-AZA: (a) model cinétic forcant les concentracions inicials a 1 o 0, (b) sense model cinetic i (c)
model cinetic amb les concentracions inicials estimades. T = 25 °C (blau), T = 50 °C (vermell), T =

70 °C (verd), T = 80 °C (rosa). Assignacié d’especies: 1 = 5-AZA; 2 = RGU-CHO; 3 = RGU.
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Influencia del pH

En segon lloc, es va realitzar un seguiment de I'estabilitat de la 5-AZA en funcié del
pH utilitzant el sistema en flux continu descrit en Papartat 3.2.4.1. Un cop parat el flux,
s’enregistraven els espectres durant certs periodes de temps. Les dades obtingudes es van
organitzar en forma matricial, on les columnes corresponien a longituds d’ona i les files a
valors de temps. L’interval de pH estudiat estava compres entre 2 1 11, aproximadament.
Els diferents dominis espectral i temporal es troben també detallats en la taula 1 de I'article
5.2. De manera analoga als estudis precedents, les dades es van transformar per tal de
poder tractar-les numeéricament. A continuacié es determinava el nombre de components
mitjangant la representacié dels SVD 1 es triaven les estimacions inicials de les diferents
especies.

Aleshores es va dur a terme la resolucié matematica de les dades i es van aplicar les
mateixes restriccions que en els estudis anteriors, ja que es tracta del mateix sistema.

Aixi doncs, es van obtenir per a cada experiment realitzat les constants cinétiques
que es mostren en la Taula 5.2. Els ajustos del model als valors experimentals van ser molt
bons en tots els casos, presentant valors inferiors a I'l % en la reproduccié de les dades. En
la Figura 5.3 es mostren els perfils de concentracié a pH 101 11, que no consten en Iarticle

5.2.

Taula 5.2. Constants cinetiques obtingudes mitjancant MCR-ALS en els experiments a diferents

valors de pH.

PHexp 1,89 4,53 7,19 9,21 10,11 11,28
ki (min) | 0,0204 0,0148 0,0130 0,2372 0,2410 2,0321
ki(mint) | 5x105 0,000 0,0001 <5x105 <5x105 <5x105
ke (mint) | 0,0028 0,0013 0,0007 0,0145 0,0586 0,1449

Tal com es mostra en la Taula 5.2, les constants cinctiques corresponents a la
hidrolisi de la 5-AZA varien amb el pH. Si es representen els logk, en funcié del pH,
s’observa una corba amb un minim al voltant de pH 7,2. Els pendents d’aquesta corba
presenten valors de -0,0237 1 de 0,5583 en la zona acida i basica, respectivament. Es a dir,
que la hidrolisi es produeix molt més rapidament a pH basics. Una tendéncia similar també
s’observa si es representen els logk, amb el pH. Aixi doncs, els valors d’estabilitat optima i

per tant, de menor hidrolisi es trobarien a pH proxims a 7,0.
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Figura 5.3. Estudi de la influéncia del pH en la degradacié de la 5-AZA. Perfils de concentracid
optimitzats per MCR-ALS en I'analisi individual dels estudis cinetics duts a terme: pH 10 (lila), pH
11 (granat). Assignacié d’especies: 1 = 5-AZA; 2 = RGU-CHO; 3 = RGU.

La hidrolisi sembla seguir una cinética de primer ordre, ja que les constants
cinc¢tiques de tancament de l'anell (&£,) sén molt petites, tant que Pequilibri sembla ser

només dependent de la temperatura.

5.5.2. Determinacio dels valors de pK, de I’azacitidina

Es va adaptar el métode previament desenvolupat al nostre grup de recerca per a la
caracteritzacié espectrofotometrica de reaccions acid-base [13]. Aixi doncs, el sistema en
flux continu genera la solucié valorant en linia a partir de la mescla de dues solucions que
contenen les espécies dels sistemes reguladors del pH. El sistema H,PO,/PO,” permet
regular el pH al voltant de 2,2; 7,2 i 12,2. El sistema CH;COOH/CH,COO ho faa 4,7 i el
sistema H;BO,/BO,, 2 9,2. Aixi, el pH queda regulat en un ampli interval de treball.

Per tal d’aconseguir optimitzar els parametres del sistema en flux continu es va dur
a terme I’analisi de valors singulars, que en un primer moment ens va indicar la presencia de
més de tres especies quimiques que presentaven absorbancia. Aquests resultats ens
indicaven que s’estava produint un procés de degradacié en paral-lel amb la valoracio,
sobretot en medi basic. Per tal d’eliminar aquest procés d’hidrolisi, es van optimitzar en
primer lloc les dimensions del reactor de mescla de la 5-AZA 1 la solucié valorant. Es va
utilitzar un reactor de mescla de 550 cm X 0.7 mm d.i., un de 95 cm X 0.8 mm d.i. i un de
35 cm X 1.1 mm d.i. Amb aquest ultim reactor el procés de degradacié practicament no es

produia. En segon lloc es va optimitzar el cabal de treball a pH 12 utilitzant aquest reactor 1
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controlant sobretot el temps de contacte entre les dues solucions enregistrant els
corresponents espectres en cada cas. L’objectiu era intentar que les dues solucions
estiguessin en contacte el temps minim perque es produis una bona homogeneitzacio
evitant la descomposicié de la 5-AZA. Els resultats obtinguts es mostren resumits en la
taula 1 de larticle 5.3. Finalment s’observaven només 3 valors significatius associats a les 3

especies de Pequilibri acid-base, tal com es mostra en la Figura 5.4.

Optimitzada

Sense
3t optimitzar

Valors singulars
w

0 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Nombre d'espécies

Figura 5.4. Representacié dels valors singulars en la valoracié de la 5-azacitidina.

Les dades espectroscopiques generades en cada valoracié es van organitzar en
forma matricial, on cada fila corresponia a un valor de pH i cada columna a una longitud
d’ona. Aixi doncs, el domini de pH conté els valors d’absorbancia en funci6é del pH 1 el
domini espectral en funcié de les longituds d’ona. Una vegada es van obtenir les dades
espectrofotomeétriques, es van transformar adequadament per poder realitzar el tractament
numeric. En les valoracions, es va enregistrar un espectre del blanc en tot I'interval de pH
estudiat. Aixo es fa per poder obtenir una millor resolucié dels resultats, ja que a valors de
pH basics el blanc presenta valors d’absorbancia bastant elevats, sobretot a longituds baixes
de I'UV. Aquests canvis espectrals ens podrien portar a una resolucio erronia del sistema en
estudi, ja que en I'analisi de les dades mitjangant SVD aquests valors d’absorbancia podrien
presentar una contribuci6 significativa i ser considerats com a una especie més. A més a
més, els diferents valors de pH del blanc i els de les valoracions no sén exactament els
mateixos. Per aquest motiu, es va utilitzar la funcié d’interpolacié de dos dimensions
“interp2” del programa MATLAB per tal d’obtenir una estimacié d’aquests valors i crear
aixi una nova matriu de dades del blanc que es pot restar a la matriu de la valoracié de
Panalit.

Les dades experimentals obtingudes es representen en dues dimensions, el pH en

funcié de I'absorbancia, per poder observar de manera més clara els canvis espectrals
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(Figura 5.5, a). En el cas de la 5-AZA se’n van observar dos de ben diferenciats, la qual
cosa ens va indicar que el compost tenia dos valors de pK, en l'interval de pH estudiat. Els
valors de pK, van ser calculats mitjancant la resolucié individual i simultania de matrius. A
partir del grau d’ajust de les dades, la precisi6 dels resultats i ’avaluacié d’ambigtitats es va
concloure que, en aquest cas, I’analisi individual proporcionava els millors resultats ajustant
el model acid-base als valors experimentals satisfactoriament. Es mostren en la Taula 5.3 els

valors de pK, calculats per als tres replicats, aixi com també el seu valor promig.
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Figura 5.5. Resultats de les valoracions en continu de la 5-AZA. (a) Representacié de la variacié de

I'absorbancia amb el pH. (b) Representaci6 de la variacié de Pabsorbancia amb la longitud d’ona.

Taula 5.3. Valors de pK, obtinguts mitjancant MCR-ALS individual i simultani i valor promig per a

tots els replicats.

Resolucié matricial individual

Experiment 1 Experiment 2 Experiment 3
pKai 2,66 2,70 2,64 2,67 £0,03
pKaz 12,25 12,25 12,29 12,26 £ 0,02
Resolucié matricial simultania
Experiment 1 Experiment 2 Experiment 3
pKa; 2,85 2,83 2,72 2,80 = 0,07
pKa; 12,33 12,37 12,14 12,28 £ 0,08

Addicionalment es va determinar el valor de pK, de TRGU, que és el subproducte
de descomposicié de la 5-AZA. Aquest producte s’obté facilment mitjangant una hidrolisi
basica en calent de la 5-AZA. El producte intermedi del procés de descomposicié no s’ha

aconseguit aillar a dia d’avui, ja que es troba sempre en equilibri amb la 5-AZA.
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Un cop duta a terme la hidrolisi es va acidificar la solucié resultant per tal de
realitzar-ne la valoraci6 comencant des de pH acid, seguint la metodologia establerta.
S’esperava trobar dos valors de pK, de manera analoga a la 5-AZA, pero contrariament al
que es pensava no va ser aixi. Es va trobar un sol valor de pK, per a PRGU, d’altra banda
semblant al valor estimat (pK, 7,35) amb els programes de calcul esmentats en P'article 5.3.

Addicionalment, per tal d’avaluar I'aplicabilitat del metode es van escollir una serie
d’analits amb inestabilitats de diferents fonts com a prova del bon funcionament del

metode (veure taula 3 de larticle).

5.5.3. Optimitzacio del métode cromatografic per a Ia caracteritzacio

dels processos d’alliberament de P’azacitidina

Tal com s’explicava en Darticle 5.3, la cromatografia es va fer servir en els estudis
preliminars com a técnica complementaria per tal de confirmar la formacié de les diferents
especies 1 validar els resultats obtinguts amb el sistema amb parada de flux. Aixi doncs, es
va dur a terme una optimitzaci6 inicial de les condicions cromatografiques.

La influencia del pH de la fase mobil sobre la retencié dels analits es va estudiar en
I'interval de pH comprés entre 2,75 1 5,75. Tant la 5-AZA com els seus compostos de
degradacié sén molt polars i és per aquest motiu que es va decidir treballar amb una fase
mobil al 100 % de fase aquosa i amb una columna estable en aquestes condicions, com és
la Synergi Hydro-RP. La fase mobil seleccionada esta formada per CH;COOH/CH,COO
100 mM. Es va observar, doncs, que en augmentar el pH de la fase aquosa augmentava el
temps de retencié (Figura 5.6, a). Aquest comportament ens suggereix que hi ha un menor
grau d’ionitzaci6 dels analits a pH més alts, fet que podem confirmar gracies al
coneixement previ dels corresponents valors de pK, dels analits. Aixi per exemple, a pH
2,75 el pic corresponent a la 5-AZA és molt ample (Figura 5.6, b), possiblement a causa de
la proximitat amb el seu valor de pK,.

Es va seleccionar com a optim el valor de pH 5,25, ja que els tres compostos (analit
més els dos compostos de degradacio) s’elueixen sense interferencies del senyal del volum
mort (7, = 1,6 min). Tot i que a pH més baixos (a partir de 3,75) els #, sén menors i les
amplades de pic sén acceptables, TRGU (que és I'espécie més polar dels 3 compostos)
s’elufa amb el volum mort en aquests valors de pH. L'RGU es troba ionitzada a aquests

valors de pH i en consequiencia no es reté en la columna cromatografica de fase invertida.
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Figura 5.6. Variacié del temps de retencié amb el pH de la fase aquosa (a) 1 de 'amplada de base
del pic cromatografic amb el pH (b) per a les dues espécies majoritaries en solucio, la 5-AZA

(quadrats) i PRGU-CHO (rombes).

Quan es va aplicar el metode anterior a la caracteritzacié dels alliberaments ens vam
trobar amb un problema de sensibilitat associat al segon compost de degradacié (RGU), ja
que no es detectava a concentracions baixes. Aquest presenta una absortivitat molar molt
baixa quan es troba ionitzat, és a dir a pH acids. L’absorbancia augmenta drasticament a
mesura que augmenta el seu pH, al mateix temps que es forma Iespecie neutra. Aquest
comportament es pot observar en la Figura 5.7 i és per aquest motiu que vam decidir
canviar el metode. Per tal de poder treballar a pH basics vam utilitzar una columna
cromatografica especifica, com ¢és la Gemini. Aquesta columna és molt més estable que
d’altres a pH basics. El nou meétode presenta certs avantatges respecte a lanterior:
eficiéncia és augmentada, es detecten tots els compostos 1 amb limits de deteccié (LOD,
de langles /Jimit of detection) més baixos 1 7 més curts, per tant, es disminueix el temps
d’analisi.

0,6 -

0,4 -

0,3

0,1 -

Absorbancia (U.A.), 225 nm

pH

Figura 5.7. Absorbancia a 225 nm en funci6 del pH per a una mostra ’'RGU 1 X 10+ M.

Es van estudiar les condicions cromatografiques de la fase mobil, variant el
percentatge de solvent organic (MeOH) 1 el pH, considerats els principals factors que

influeixen en la separacié cromatografica. El pH de la fase aquosa es va variar de 8,52 9,5
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utilitzant una solucié amortidora de TRIS 20 mM. A aquests valors de pH 'RGU presenta
una absorbancia 5 vegades més gran que a pH acids. No es van provar valors de pH més
alts, ja que aleshores es produiria la degradacié de la 5-AZA a Tinterior de la columna

cromatografica. Com a resultat, es va escollir el TRIS 20 mM a un pH de 9,0. En aquestes

circumstancies s’obtenen pics cromatografics estrets i amb una bona resolucié.

També es va variar la proporcié de la fase organica, de 0 a 10 % de metanol.

Finalment es va decidir afegir una petita proporcié de metanol del 2 %, per tal de reduir els

ty dels analits 1 afavorir el bon funcionament de la columna.

D’ambdés meétodes es van establir els parametres de qualitat per a la 5-AZA,

RGU-CHO i 'RGU. Els resultats es mostren en la Taula 5.4. Aquests parametres es van

calcular amb les respectives solucions patro.

Taula 5.4. Parametres de qualitat establerts per als dos métodes cromatografics.

5-Azacitidina |

RGU-CHO

RGU

Columna

Synergi Hydro-RP 4y Cis, 80 A (150 mm X 4.6 mm d.i.)

Fase mobil

100 mM CH;COOH/CH;COO-, pH = 5.25

Longitud d’ona de

., 215 nm 215 nm 225 nm
deteccio
Temps de 6,3 43 24
retencio, g (min)
Repetibilitat en el
tr (Yo RSD, n = 8) 0.1 0.1 0.2
Repetibilitat en
Parea de pic 33 23 1,9

(%o RSD, n = 8)

>

>

>

Interval de
linealitat (M)

6,3 X 106—1,6 X 104

5,5 X 106— 1,1 X 104

Coeficient de

. 0,9998 — 0,9999
correlacio (12)
LOD (M) 4,3 X 106 — 1,3 X 10¢
Columna Gemini 5p Cis, 110 A (150 mm X 4.6 mm d.i.)
Fase mobil MeOH : 20 mM TRIS, pH = 9.00 (2: 98)
Longitud d’ona de 215 nm 215 nm 225 nm
deteccio
Temps de 3,9 3,0 1,9
retencio, tz (min)
Repetibilitat en el
tz (%o RSD, n = 8) 1.3 1,2 0.9
Repetibilitat en
Parea de pic 2.1 3,0 1,8

(% RSD, n = 8)

Interval de
linealitat (M)

8,3 X 100—-3,9 X 104

5,0 X 100—-3,3 X 104

Coeficient de
correlacio (12)

0,9985

0,9998

LOD (M)

2,3 X 10

5,7 X 107
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5.5.4. Caracteritzacio dels sistemes d’alliberament controlat de 5-AZA/L-PLA

El principal problema que vam trobar era que paral-lelament a I'alliberament de la
5-AZA de la mostra, s’anava degradant en el si de la solucié. Per tal de minimitzar aquest
problema 1 poder seguir el procés d’alliberament en condicions dinamiques de la 5-AZA
recoberta amb PLA, es va desenvolupar un metode en flux continu amb analisi
cromatografic (apartat 3.2.4.4). L’avantatge que presenta un sistema en continu ¢és la
renovacié constant de la solucié d’alliberament. D’aquesta manera el temps de residéncia al
vas d’alliberament és suficientment curt per evitar qualsevol procés de descomposicié. A
partir d’aquest sistema es va poder demostrar que la 5-AZA recoberta amb L-PLLA presenta
una estabilitat clarament superior al farmac pur. El recobriment protegeix raonablement el
principi actiu d’una hidrolisi rapida.

Quan el polimer que s’utilitza és hidrofil o soluble en aigua (com ho és 'L-PLA),
Ietapa limitant de la velocitat d’alliberament del farmac ve governada per un procés de
dissolucié. A diferencia dels sistemes d’alliberament controlats per difusio, aquests no
segueixen cinetiques d’ordre zero, siné que entren dins la classificacié de sistemes
d’alliberament pulsatius o sostinguts. Aixi doncs, la primera etapa consisteix en una
hidrataci6 del polimer 1 una posterior dissolucié en el medi. A continuacié les molécules del
polimer es despleguen i és aleshores quan el farmac a linterior de la matriu esta
immediatament disponible per a la dissolucio i absorcié. El temps d’hidratacié d’un polimer
¢és el temps que necessita per arribar a assolir la maxima viscositat en el solvent.

Els polimers solubles en aigua acostumen a ser acids febles que contenen grups
carboxilics en les seves unitats monomeriques. La dissolucié d’aquests polimers s’afavoreix,
doncs, quan el pH del medi de dissolucié és superior al seu valor de pK,. No obstant aixo,
quan un polimer s’hidrata esdevé permeable al farmac encara que el pH de la solucié sigui
inferior al seu valor de pK, i, per tant, inclis en medi acid es pot obtenir un alliberament
progressiu del farmac atrapat.

A part d’aquestes caracteristiques propies del polimer usat, la velocitat de dissolucid
es pot modificar significativament amb la mida de particula obtinguda de la precipitacié del
polimer amb la 5-AZA. Per aixo és va utilitzar la SEM, que ens va permetre observar la
morfologia que presentaven les mostres després del tractament amb FSC. S’observa una
reducci6 drastica de les particules de 5-AZA en comparacié amb la mida de particula del
farmac pur. A través d’aquestes fotografies es va comprovar que el procés havia funcionat

satisfactoriament 1 havia donat lloc a un recobriment de la 5-AZA amb I'L-PLA. A més a
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més, el producte presentava grans aglomeracions de particules. També es poden observar
'aspecte 1 les caracteristiques morfologiques a nivell macroscopic dels diferents compostos
abans i després d’ésser precipitats amb el scCO,, mitjangant la realitzacié de fotografies

digitals (Figura 5.8).

Figura 5.8. Fotografies realitzades amb una camera digital dels diferents compostos: 1) 5-AZA
pura en estat solid, 2) Granuls d’L-PLA, 3) Sistema 5-AZA/L-PLA precipitat amb el scCOs.

Comparant els diferents comportaments del compost en els diferents medis de
I'alliberament no s’observen canvis importants. El PLA és un polimer que el cos huma
degrada amb facilitat sobretot en condicions fisiologiques, en ambddés pH estudiats.
Aquests sistemes estan pensats per ser usats com a sistemes d’alliberament controlat per via
oral en terapies antitumorals. Proporcionen uns perfils d’alliberament sostingut, a diferencia
de les terapies habituals per via oral en les quals el farmac pur assoliria un pic de
concentracié maxima en uns 30 min [10, 14] i a partir de llavors comencaria a degradar-se
irreversiblement. Amb el nostre sistema s’ha demostrat que inclas al cap de 7 h encara
s’allibera una petita part de la 5-AZA (Figura 5.9, b).

Per mostrar de manera més clara el comportament de la 5-AZA en els processos
estudiats en la Figura 5.9 es representen els perfils de concentracié per a la 5-AZA. A tall
d’exemple es mostren aquests perfils a pH 2. En primer lloc (Figura 5.9, a), la 5-AZA que
és un compost molt polar (logP = -2,17) es dissol quasi instantaniament en solucié aquosa.
A partir de llavors, comenga a degradar-se de manera exponencial (pH 2: y = 84,09exp ™,
> = 0,9991; pH 7,4: y = 86,9exp ™™, 1" = 0,9925) amb el temps tan bon punt entra en
contacte amb la solucié. En segon lloc la 5-AZA es comenga a alliberar de la mostra i
assoleix un maxim entre la 1a i 2a hora d’estudi (el perfil de concentracié no es mostra per
no complicar la visualitzacié dels resultats, veure figura 6b de Tarticle 5.4). A partir
d’aleshores la 5-AZA alliberada a la solucié comenga a degradar-se i impedeix l'estudi

acurat d’aquest procés. Es per aquest motiu, que en tercer lloc es va decidir realitzar 'estudi
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en condicions dinamiques (Figura 5.9, b) i d’altra banda de manera similar a les condicions
que trobarfem al cos huma. Aix{ doncs, s’observa com realment la 5-AZA s’allibera entre
aquestes dues primeres hores, pero que aquest alliberament es manté de manera sostinguda

finsales 7 h.

(o2}
o

N
o

% Azacitidina dissolta

N
o

Temps (h)

Figura 5.9. Perfils de concentracié de la 5-AZA a pH 2. (a) Procés de dissolucié/degradacié de la
5-AZA; (b) Alliberament de la 5-AZA de 'L-PLA utilitzant el sistema en flux continu descrit en

Particle 5.4.

5.5.5. Caracteritzacio del sistema d’alliberament 5-AZA, 5-FU/PLA, PLGA

A part del sistema d’alliberament estudiat en Iapartat anterior, es va preparar i
caracteritzar un altre sistema que contenia 5-AZA 1 que també es va precipitar mitjancant la
tecnologia SAS. Aquest nou sistema mixt esta integrat per dos farmacs amb activitat
antineoplastica. La combinacié de dos elements pretenia ser un sistema model destinat a
potenciar I'accié terapeutica [15]. El 5-fluorouracil (5-FU) és un analeg a la pirimidina que
pertany a la familia de farmacs anomenats antimetabolits. Trobem en la bibliografia
diversos procediments descrits per a atrapament del 5-FU en diferents sistemes polimerics
[16-18].

Els experiments es van dur a terme en el mateix aparell SAS en mode semicontinu
descrit en 'article 5.4. El scCO, s’introduia per la part de dalt de l'interior del reactor d’alta
pressi6 a un cabal de 30 ml X min"'. El flux de CO, sortia per la part de baix del reactor, on
el producte precipitat es recol-lectava en un filtre de membrana col-locat a sobre d’un filtre
d’acer inoxidable. I.a pressi6 a linterior del reactor es controlava amb una valvula
micromeétrica 1 era de 127 bar. La temperatura es controlava amb camises calefactores

electriques i era de 40 °C. La soluci6 liquida es va polvoritzar a través d’un capil-lar de
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0,5 mm de d.i mitjancant una bomba de pistons i a un cabal de 1,2 ml X min". Es va
emprar una mescla de dos polimers, 'L-PLA 1 el PLGA, i una solucié liquida de
CH,CL/DMSO on es van dissoldre tots els soluts. Tots ells presentaven una bona
solubilitat en la mescla de solvents organics en proporcié 1:1 1 es per aixd que aquesta es va
seleccionar com a medi de solucié per a la precipitaci6 amb SAS. La proporcié dels
diferents soluts va ser de: 18,5 % de 5-FU, 11,5 % de 5-AZA, 49 % d’L-PLA i 21 % de
PLGA. El material obtingut de la precipitacié es va recuperar en un 77,6 % i era un polsim
de mida de gra gros. Les quantitats d’azacitidina i fluorouracil presents en el producte eren
de 13,21 16,0 %, respectivament.

La caracteritzacié que es va dur a terme és similar a la descrita anteriorment pel cas
del sistema de 5-AZA/L-PLA. Es va emprar la cromatografia de liquids, la microscopia
electronica de rastreig i analisi calorimetrica diferencial.

Les diferents morfologies obtingudes es poden observar mitjangant les fotografies
realitzades amb SEM. Es mostren les formes morfologiques abans i després de la
precipitacié amb SAS i també el producte final amb la mescla de tots els components
(Figura 5.10). El 5-FU presenta forma de barra; I'L-PLA i el PLGA, forma esférica i la
5-AZA, de particules similars a flors. En aquest cas, semblava que s’havia obtingut més
aviat una coprecipitacié dels diferents components que no pas un encapsulament. No
obstant, no es pot descartar un recobriment amb el PLGA. El 5-FU semblava estar

majoritariament lliure de polimer.

Figura 5.10. Fotografies SEM de: (a) 5-FU put, (b) 5-FU en DMSO/CH>ClL, precipitat mitjancant
scCOy, (c) 5-AZA pura, (d) 5-AZA en DMSO/CHCl, obtinguda amb scCO- i (¢) PLA, PLGA/
5-FU, 5-AZA precipitats amb SAS (21 mg/ml PLA i 9 mg/ml PLGA, 2.3 relacié polimer/farmac).
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Aquestes suposicions es van confirmar mitjangant ’analisi cromatografica. Aixi, tal
com es mostra en I'estudi d’alliberament realitzat a pH 7,4 (Figura 5.11), un 60 % del 5-FU
es dissolia rapidament com a efecte burst (fraccié equivalent al farmac lliure o no recobert),
mentre que només un petit percentatge de compost (~ 40 %) es va alliberar en la primera
hora d’alliberament. Tot i aix0, els estudis semblaven indicar que la 5-AZA s’alliberava

progressivament, ja que s’havia recobert amb els polimers de manera bastant efectiva.
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Figura 5.11. Perfil d’alliberament dels farmacs d’una mescla de 5-AZA + 5-FU/PLA + PLGA a
pH 7.4.

Aquests resultats es van considerar insatisfactoris a causa de la ineficiéncia en el
recobriment del 5-FU, que es trobava majoritariament lliure de polimer i, en consequéncia,

la dissoluci6 en el medi era molt rapida.
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Preparacié i caracteritzacié de farmacs amb aplicacions topiques 1 transdérmiques

6.1. Introduccio

En aquest capitol s’han desenvolupat dos sistemes pensats per a aplicacions
topiques i transdermiques. Aquestes vies d’administracié es confonen molt sovint i per aixo
¢és important definir-les. La via topica busca fonamentalment 'efecte a nivell local, sense
interessar 'absorcié dels principis actius. En canvi, la via transdérmica o percutania busca
I'absorcié del farmac, mitjangant I'aplicacié de pegats, a través de la pell fins a arribar als
capillars dérmics on passara a la circulacié sistémica. Aixi, s'empra en aquells medicaments
en que es vol aconseguir un efecte mantingut en el temps amb un alliberament del principi
actiu de manera regular i constant.

La pell humana té una funci6 de barrera protectora i, a conseqiiencia d’aixo,
presenta certes limitacions fisicoquimiques en referencia al tipus de substancies que la
poden travessar. Si es vol alliberar un farmac a través de la pell, shan de complir
basicament dues condicions: que sigui lipofil (logP = 1-3) 1 que el seu pes molecular sigui
baix (<500 Da). El nombre de productes disponibles comercialment basats en
alliberaments dérmics o transdermics esta limitat, doncs, per aquests requisits. Durant els
ultims anys han aparegut diverses estratégies passives i actives per tal de millorar i/o
modular aquests alliberaments. Les noves estratégies passives consisteixen en optimitzacid
de les formulacions o del tipus de transportador del farmac per tal d’incrementar la seva
permeabilitat a la pell. No obstant aixo, els metodes passius no milloren la permeabilitat en
el cas de farmacs amb pesos moleculars >500 Da. Es per aquest motiu que avui en dia
estan sorgint un gran nombre de métodes actius per a la millora de Ialliberament, com per
exemple la ionoforesi, ’electroporacio i els ultrasons [1].

Es poden trobar diversos tipus de formulacions transdeérmiques, entre les més
comunes destaquem: gels, potenciadors de la penetracié, liposomes, nanoparticules, pegats
1 electrotransportadors.

Actualment la industria farmaccéutica 1 la cosmeética estan treballant en el
desenvolupament de noves estratégies per a la formulacié i el processament de nous
productes amb aplicacions topiques de principis actius [2]. Per al tractament de malalties de
la pell, 1 sempre que sigui possible, és preferible la via topica a la oral o la parenteral, ja que
es poden obtenir nivells alts de concentracié al lloc d’aplicacié minimitzant els efectes
secundaris sistemics [3]. Entre els diferents estudis realitzats, els sistemes d’alliberament de
farmacs amb matrius polimeriques 1 de base lipidica han esdevingut de gran intercs per a la

formulaci6 de medicaments i cosmetics. Els lipids, tipicament acids grassos saturats 1
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insaturats o derivats, son en general ben tolerats pel cos huma gracies a una rapida
metabolitzacié a compostos sense toxicitat [4, 5].

Els farmacs escollits per a la preparaci6 dels sistemes model d’aquest capitol sén el
naproxen (NAP) i el ketoprofen (KET), de la familia dels antiinflamatoris no esteroidals
(AINE), i presenten les caracteristiques fisicoquimiques adequades per poder travessar la
pell. Aquests dos farmacs han estat classificats com a classe 2 en el BCS, és a dir, de
permeabilitat elevada perd poc solubles en aigua. Els AINE tenen propietats
antiinflamatories, analgesiques 1 antipirctiques. La terapia amb AINE és molt efectiva, pero
el seu us és sovint limitat ja que produeixen efectes adversos com la irritacié i la ulceracié
de la mucosa gastrointestinal. I’administracié d’aquests farmacs per via dérmica pot ajudar
a evitar els desavantatges de la via oral i mantenir amb una sola dosi els nivells de MEC
relativament alts en terapies de llarga durada [6].

El primer tipus de sistema que es va desenvolupar va ser un pegat transdermic,
pensat com a prototip de sistema d’alliberament controlat de NAP. Un pegat és una matriu
formada normalment per quatre capes. (a) Un diposit amb el principi actiu i els excipients
per modular I'absorcié. (b) Una capa adhesiva o superficie per a la fixaci6 del dispositiu a la
pell. (c) Un sistema controlador de Palliberacié que a vegades és una membrana o barrera
de difusid, i en altres casos, una matriu. En qualsevol cas, esta formada per material
polimeric 1 actua d’acord a un programa terapcutic predeterminat. (d) Una coberta o
pel-licula protectora del sistema, normalment impermeable.

Es van elaborar diversos pegats prims i flexibles formats per una mescla dels
polimers EVA 1 Eudragit E100. El naproxén va ser immobilitzat mitjangant CO,
pressuritzat. Aix{ doncs, I’Eudragit tenia la funcié d’agent retardant de I'alliberament del
naproxen 1 PEVA feia la doble funcié de diposit del principi actiu i capa adhesiva.

El segon tipus de sistema que es va elaborar i caracteritzar consisteix en un conjunt
de mostres de particules amb KET com a principi actiu generades amb un equip especific
que utilitza CO, supercritic. El KET és un farmac hidrofob que es troba normalment en
forma de comprimit per a 'administracié oral i de gel per a aplicacions topiques. En aquest
cas es va escollir una matriu lipidica formada per una mescla de dos triglicerids de 18
carbonis, el monoestearat de glicerol i I'oli de rici hidrogenat. Ambdés s’utilitzen sovint en
la industria farmaceutica i la cosmetica. La mescla dels dos lipids és preferible a una matriu
individual d’un sol component, ja que aixi es poden formar cristalls amb imperfeccions que
generen espais per tal d’acomodar farmac i additius. Es a dir, la matriu actua com a agent

d’atrapament i transportadora del farmac. Es van incorporar additius antiaglutinants de
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nanoparticules silanitzades supercriticament de dioxid de titani (TiO,) [7] a la matriu
lipidica. Aquest material és també efectiu com a filtre UV i pot augmentar estabilitat
quimica de certs compostos sensibles a la llum, I'oxidacié o la hidrolisi. En la Figura 6.1 es

pot observar un esquema dels diferents components de les particules de lipid solides.

Matriu lipidica

HCO + GMS

Principiactiu

Ketoprofén
Filtre UV

TiO,
Agent antiaglutinant

Trialcoxisilans

Figura 6.1. Esquema de les particules lipidiques que contenen atrapats I'agent antiaglutinant i el

compost actiu.

Les tecniques utilitzades per dur a terme la caracteritzacié d’aquests sistemes van
ser la DSC, la microscopia confocal de fluorescencia i la cromatografia de liquids (HPLC)
amb deteccio6 ultraviolada i fluoresceéncia. A més a més, en la biografia també es fan servir
altres tecniques com la termogravimetria, la microscopia electronica de transmissio, la
microscopia electronica de rastreig amb espectrometria d’energia dispersiva, la difraccié de
raigs X 1 Pespectroscopia UV-vis.

Una part de la feina experimental d’aquest capitol es va realitzar durant I'estada de
doctorat als Estats Units al laboratori de fluids supercritics a The Ohio State University
(Columbus, OH). Les mostres de particules solides de base lipidica caracteritzades en el
segon article d’aquest capitol van ser preparades a I'Institut de Biologia Experimental i
Tecnologica i a I'Institut de Tecnologia Quimica i Biologica, ambdoés a Portugal (IBET-

ITQB).
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6.2. Development of a polymeric patch impregnated with naproxen as a

model of transdermal sustained release system

Anna Argemli, Jeffrey L. Ellis, Javier Saurina, David L. Tomasko
Journal of Pharmaceutical Sciences, DOI 10.1002/jps22346
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6.3. Evaluation of release profiles of ketoprofen entrapped in solid lipid

particles as a model of topical formulation using a Franz diffusion cell
Anna Argemi, Concepcion Domingo, Javier Saurina, Ana Raquel Sampaio de Sousa,

Catarina M. M. Duarte, Carlos A. Garcia-Gonzilez

Enviat
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6.4. Altres estudis i discussio de resultats

6.4.1. Desenvolupament de métodes cromatogrifics per a lIa

determinacio de ketoprofén 1 naproxén

Sempre que s’estudia qualsevol compost és essencial tenir un bon coneixement de
la susceptibilitat d’aquest de degradar-se. Diversos estudis han demostrat que el KET en
soluci6 és fotodegradable quan s’exposa a la llum (veure Figura 6.2). Experimentalment
hem observat que en dos dies d’exposici6 a la llum a 25 °C presenta una degradacié de més
del 80 %. Cal tenir en compte en el desenvolupament del metode analitic que es poden
generar uns productes de degradacié que s’han de controlar adequadament. Aix{ doncs, un
cop localitzats 1 identificats aquests subproductes, es va optimitzar la separacid
cromatografica per a I'analisi del KET en solucié. El metode establert separa els potencials

pics de degradaci6 del pic de KET i és suficientment acurat, especific i precis.

Ketoprofen 3-acetilbenzofenona Acid 2-(3-carboxifenil) propionic

Figura 6.2. Productes de degradaci6 en soluci6 aquosa del KET després de I'exposicié a la llum [8, 9].

El KET té un valor de pK, de 4,2 1 és un compost bastant apolar (logP = 2,8). En
conseqiiencia, la fase mobil havia d’estar formada per un percentatge alt de fase organica i
baix de fase aquosa. Com a part aquosa de la fase mobil es va preparar una solucié amb un
valor de pH inferior al valor de pK, del KET. D’aquesta manera el KET es troba en forma
neutra 1 interacciona amb la fase invertida de la columna cromatografica. Es va utilitzar,
doncs, una solucié amortidora 'HCOOH/HCOO™ 10 mM a pH 3,2 i seguidament es va
estudiar com afectava la proporcié de metanol en la separacié dels diferents analits. El
percentatge de solvent organic es va variar de 60 a 80 % i es va observar una millor
resoluci6 en els pics cromatografics quan utilitzavem un 70 % de metanol. En variar la
proporcié de metanol canvia l'ordre d’elucié dels compostos (Figura 6.3, observeu
diferéncies de 60 a 65 % de metanol), possiblement a causa de la variacié del pH de la fase

mobil i de la diferent mobilitat en funcid de si es troben en forma ionitzada o neutra.
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El NAP ¢és un farmac de la mateixa familia que el KET i presenta unes
caracteristiques molt semblants. El NAP (logP = 3) és una mica més apolar que el KET.
Per aquest motiu es va decidir utilitzar el mateix métode cromatografic amb un 10 % més
de metanol a la fase mobil. Aixi doncs, la fase mobil final estava composta d’una mescla de

80 % MeOH : 20 % HCOOH/HCOO 10 mM a pH 3,2.
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Figura 6.3. Cromatogrames on es mostra com afecta la variaci6 del percentatge de fase organica en

els temps de retenci6 i la separacié del KET i els possibles compostos de degradacié (A = 266 nm).

En el cas del detector de fluorescencia es van buscar les longituds d’ona d’excitacio
1 emissi6 optimes del NAP i es va utilitzar un temps de resposta adequat. Com que el segon
maxim d’absorbancia del naproxen es troba a 270 nm, es va fixar aquesta longitud d’ona
d’excitacié i es van recollir els espectres d’emissi6 en mode de multiemissio. Els

cromatogrames obtinguts a les diferents longituds d’ones d’emissi6 es mostren a la Figura 6.4.
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LU FLD1 A, Ex=270, Em=320

FLD1 B, Ex=270, Em=330
| FLD1 C, Ex=270, Em=340
1407 FLD1 D, Ex=270, Em=350

1201

100 1

80 1

60 1

40 1

20 1

0 05 1 15 2 25 3 35 min

Figura 6.4. Cromatogrames del pic de naproxén obtinguts a diferents longituds d’ona d’emissio.

La longitud d’ona d’emissié maxima determinada a través de I'espectre d’emissio és
357 nm. A continuacié es va procedir a seleccionar el millor temps de resposta. Els
detectors de fluorescencia d’'un HPLC acostumen a funcionar normalment amb temps de
resposta de 2 a 4 segons. A menors temps de tesposta, major és la relacié senyal/soroll.
Encara que els temps de resposta curts només es fan servir per a analisis d’alta velocitat.
Cal tenir en compte també que, inclus si el temps de resposta és massa elevat, els pics seran
més petits 1 més amples. Aixi doncs, després d’estudiar possibles temps de resposta, ens
vam quedar amb un valor de 4 s, que d’altra banda és el valor que s’utilitza habitualment
per a condicions cromatografiques estandards.

Una vegada optimitzades les condicions cromatografiques dels metodes per al NAP
1 el KET, es van establir els diferents parametres de qualitat i es van realitzar les respectives
validacions. Aquests resultats es mostren en la Taula 6.1.

El tractament de les mostres de KET es basava en la separacié del farmac atrapat
per la matriu lipidica. Per poder separar I'analit dels lipids, el ketoprofen es va extreure amb
una mescla de MeOH:H,O (1:1) que dissolia la matriu lipidica. L’ds del vortex facilita
aquesta dissolucié. A continuacié la mescla es va centrifugar per tal de precipitar els lipids
al fons dels tubs de centrifuga i poder separar fisicament la mescla. D’aquesta manera el
KET queda dissolt en la soluci6 resultant. Aquest tractament de mostra es troba detallat en
Particle 6.3.

Per tal de determinar la quantitat de NAP atrapat en la matriu polimerica es van

emprar uns 30-40 mg de mostra que es van dissoldre en 10 ml de CH,Cl, en un bany
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d’ultrasons durant 1 hora. A continuacid, el solvent es va evaporar amb nitrogen fins a
sequedat i el residu sec es va redissoldre amb 25 ml de metanol. Aquest tractament de

mostra es troba descrit en ’article 6.2.

Taula 6.1. Parametres de qualitat establerts per als métodes cromatografics desenvolupats. DAD:

deteccié per UV. FLD: detecci6 per fluorescencia.

Naproxén Ketoprofén
Columna Synergi Hydro-RP 4y Cis, 80 A (150 mm X 4,6 mm d.i.)
MeOH:10 mM
Fase mobil MeOH:10 mM HCOOH/HCOO a | 1y 61 /11000 2 pH 3,20
pH 3,20 (80:20) (70:30)
Longitud d’ona de DAD: 270 nm 266 nm
deteccio FLD: Exc. 2 270 nm 1 Em. a 357 nm
Temps de retencio DAD: 2,5 43
(tr) FLD: 2,6 ’
Repetibilitat en el tz DAD: 0,4 0.9
(% RSD, n = 8) FLD: 0,5 ’
Repetibilitat en Parea DAD: 2,1 14
de pic (% RSD, n = 8) FLD: 1,5 ’

DAD: 52 X 107 -39 X 105M

-7 _ 5
FLD: 1,3 X106 1,2 X 105 M 34x107-68%x10°M

Interval de linealitat

Coeficient de DAD: 0,9989 0.9996
correlacio (12) FLD: 0,9988 ’
Limit de deteccid DAD: 1,8 X 107 M 23 % 107 M

(LOD) FLD: 1,1 X 107 M

6.4.2. Estudis d’impregnacio del pegat de naproxén

Les condicions experimentals per a la impregnacié del pegat transdeérmic es van
estudiar previament amb un compost model, la rodamina, que ens permetia observar
visualment les caracteristiques de les mostres resultants. Una vegada es va obtenir una
distribucié prou satisfactoria de la rodamina a la superficie de la matriu, es va passar a
realitzar el disseny experimental per a I'elaboracié dels pegats de NAP. Aquests estudis
previs, tot i que van ser de tipus qualitatiu, ens van permetre escollir algunes condicions

experimentals (veure Figura 6.5).
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Figura 6.5. Fotografies dels pegats impregnats amb rodamina. Les diferents mostres es van pre-

tractar a 1000 psi durant 2 h i es van impregnar amb rodamina a 450 psi, 22 °C i durant 2 h.

Els pegats es van preparar en dues etapes: la primera enfocada a la preactivacié de
la superficie 1 la segona a la impregnacié del farmac. Les condicions experimentals de la
segona etapa es van estudiar mitjancant un disseny factorial de dos nivells 1 tres variables
(2°) per optimitzar les condicions de pressi6, temperatura i temps. El nivell alt (+) i baix ()
de cada variable es van escollir com es mostra a continuacié: P(+) = 1000 psi i P(-) = 450 psi;
T(+) =37 °CiT() =22 °C; {+) = 6 hi#-) = 2.5 h. Per a cada experiment es van
determinar el percentatge total d’impregnacié (w/w, g NAP/g mostra) i el rendiment
d’impregnacié (%o NAP impregnat/NAP afegit) amb la metodologia descrita en 'article 6.2.
Les dades obtingudes com a rendiment d’impregnaci6é es van utilitzar per a una primera
avaluacié de les condicions de processament optim i aquests resultats es mostren en la

Taula 6.2.

Taula 6.2. Taula resum de les diferents mostres dels pegats de NAP estudiades.

Mostra Pressio Temperatura Temps (h) Rendiment Rendiment
(psi) O per UV (%)  per FLD (%)
Exp1 450 22 2.5 259108 28.7+0.9
Exp 2 450 37 2.5 60.6 £ 0.5 63.51 0.5
Exp 3 1000 22 2.5 574 % 0.1 60.2 £ 0.1
Exp 4 1000 37 2.5 243102 27.1£0.2
Exp 5 450 22 6 457+ 0.1 49.6 £ 0.2
Exp 6 450 37 6 61.1£0.3 63.410.3
Exp 7 1000 22 6 274104 274+ 05
Exp 8 1000 37 6 36.0 £ 0.3 36.7 £ 0.3

I’avaluacio estadistica dels resultats experimentals ens va portar a la conclusié que
els efectes més importants es produeixen amb la temperatura i la interaccié pressio—
temperatura. Si ens fixem en la temperatura, en general observem que els rendiments
d’impregnacié augmenten amb la temperatura. El temps d’impregnacié no va resultar un

parametre important en linterval estudiat. Aquesta conclusié es va atribuir al fet que
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I'equilibri s’assolia en menys de 2.5 h i, en conseqiiéncia, temps de processament majors no
milloraven la impregnacié. L’efecte de la pressié tampoc va ser rellevant, tot i que a 37 °C i
pressié baixa es van obtenir les impregnacions més altes. Malgrat que els resultats podrien
admetre diferents interpretacions, els rendiments d’impregnacié millors corresponien als
experiments 2 1 6, que es van realitzar a pressio baixa i temperatura alta. Aixi, si haguéssim
d’escollir entre els dos experiments, aquell més recomanable seria el que presentés un
temps experimental més curt, Obviament pels menors costos economics.

Els pegats presentaven impregnacions al voltant de I'l % de naproxén. Aquest era
un valor esperat, ja que el % teoric de naproxen utilitzat va ser de 1.4 %, aproximadament.
Les dimensions del pegat (4 X 4 cm®) no permetien treballar amb quantitats de naproxén
més elevades. De totes maneres, aquest és un valor completament adequat, ja que les
formulacions topiques comercials contenen quantitats entre un 1 i un 10 %. Quantitats
superiors de naproxen podrien provocar irritacions a la pell.

Les membranes utilitzades en els estudis de difusié zz witro haurien de ser
disponibles comercialment, presentar poca afinitat pel farmac, tenir poca tendéncia per a
interaccionar amb el medi d’alliberament i no mostrar resistencia difusional. Les
membranes sintetiques disponibles comercialment presenten I'avantatge de ser homogenies
1 uniformes, propietats que no compleixen les membranes biologiques. Per realitzar aquests
estudis de difusi6 es va seleccionar una membrana sintética 1 inert de nilé amb una mida de
porus de 0.45 pm i un gruix de 150 pm. La membrana es va tallar per tal d’ajustar-se a
lobertura a través de la qual té lloc la difusi6 en la cel'la de Franz. Es va provar també una
membrana de cel-lulosa regenerada, pero els farmacs en estudi es difonien millor en la de
nil6.

A continuacié es mostren les imatges fetes amb una camera digital dels diferents
pegats impregnats amb naproxen (Figura 6.6). En aquestes imatges s’observa la morfologia
de les mostres a nivell macroscopic 1 permeten al lector fer-se una idea dels diferents
processos que succeeixen durant elaboraci6 del pegat. L’experiment 7 és un clar exemple
de la generacié de porositats (en anglés el terme cientific que s’utilitza és foaming) en la
superficie de la matriu polimeérica. Aquests porus es generen com a conseqiencia d’una
alliberaci6 molt rapida (4 s) del CO, de l'interior del reactor, que s’hauria solubilitzat
previament en la mescla polimeérica. Les porositats generades contribueixen a millorar el
procés d'impregnacio, ja que permeten el pas de la solucié de naproxen a través dels porus

de la matriu polimerica.
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Draltra banda, els experiments 1 1 3 s6n un bon exemple de com es va produir la
impregnacié en la majoria de les mostres. Aixi doncs, el centre del pegat es correspon amb
la part de major impregnaci6, mentre que a les puntes es produeix una menor impregnacio.
Les parts al voltant del centre del pegat contenien valors intermedis de NAP. Aquest
comportament és absolutament coherent, ja que la solucié de NAP va ser abocada al centre

del pegat, amb la qual cosa aquesta area és la que contenia una major quantitat de NAP.

Figura 6.6. Fotografies dels pegats impregnats amb NAP. Els ndmeros corresponen als diferents

experiments del disseny factorial.

6.4.3. Estudi d’altres sistemes preparats amb PGSS®

A part de les dues mostres estudiades anteriorment, es van caracteritzar altres
sistemes precipitats mitjancant la tecnologia PGSS®. Aquestes noves formulacions hibrides
de particules lipidiques solides (SLP) estan formades pels mateixos components mostrats
en la Figura 6.1, canviant simplement el principi actiu. Enlloc del KET es van provar la
cafeina (CAF) i el glutati6 (GSH) com a substancies hidrofiles actives amb propietats
contra I'envelliment de la pell a conseqiiencia d’una exposici6 solar prolongada [10, 11]. Es
va fer un estudi comparatiu amb algunes de les mostres de KET caracteritzades en I'article
0.3. Es van escollir aquests tres agents actius com a compostos model per a
I'encapsulament en matrius lipidiques amb motiu de les seves diferents propietats lipofiles.

El coeficient logaritmic de particié en octanol aigua o logP és de 2,8, 0,9 1-0,5 per al KET [12],
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el GSH [13] 1 la CAF [14], respectivament. Els tests de dissolucié es van estudiar en aigua
per analitzar P'eficiencia en Pencapsulament de la mescla lipidica seleccionada.

La determinacié del percentatge de farmac atrapat és analoga a la descrita pel KET
amb petites variacions en les quantitats pesades 1 els solvents utilitzats. Es van pesar de 50 a
100 mg de mostres que contenien CAF 1 es van tractar amb 20 ml d’una mescla d’etanol 1
aigua (1:1 v/v) a 40 °C, seguint un metode descrit en la literatura [15]. De la mateixa
manera, uns 10-20 mg de mostra de GSH es va tractar amb 10 ml d’aigua doblement
desionitzada. Les mostres es van agitar en un vortex, es van centrifugar 5 min a 3500 rpm 1
es van filtrar a través d’un filtre de nilé 0,45 pm. Un volum de 20 pl de cada mostra es va
injectar en el sistema HPLC per a la seva quantificacié. Les solucions patré de CAF es van
preparar en MeOH i les de GSH en aigua. Els LOD es van estimar a partir d’una relacié
senyal/soroll de 3. La repetitivitat en els temps de retencié i arees de pic es va calcular per a
8 replicats.

L’alliberament es va estudiar de manera preliminar mitjangant test de dissolucié en
aigua. El GSH (20 mg), el KET i la CAF (~ 10 mg) es van abocar en 200 ml d’aigua
doblement desionitzada. La velocitat d’agitaci6 es va fixar a 70 rpm. Els diferents processos
es van seguir per tal d’obtenir els corresponents perfils de dissolucié. Amb aquest proposit,
s’extreien 500 ul de la solucié a diferents periodes de temps, es filtraven i s’analitzaven amb
HPLC. Immediatament es reomplien amb el mateix volum extret d’aigua els vasos
d’alliberament per tal de mantenir el mateix nivell del liquid.

La formulaci6 quimica de les mescles abans i després de la precipitacié de les SLP
hibrides es mostra en la Taula 6.3. Els experiments amb la mescla formada per
GMS:HCO:TiO,:xCAF es van provar amb continguts de x de 9 o 17 % en pes. Per la
mostra processada amb un 9 % en pes de CAF, I'analisi amb HPLC va indicar que el
contingut de farmac era de 4,2 % en pes, valor que correspon a un 50 % de la quantitat
introduida inicialment. La perdua de CAF esta associada a lalta solubilitat d’aquesta en
scCO, en les condicions experimentals [16] i la posterior precipitacié a I'interior del reactor
de mescla durant la descompressié [17, 18]. Per tal d’augmentar aquest percentatge es va
incrementar la quantitat de CAF inicial 1 es va afegir també certa quantitat d’aigua (mostra
GMS:HCO:TiO,:10CAF /w) per aconseguir una emulsié amb els lipids previa a 'expansio.
D’aquesta manera es va aconseguir que quasi tota la quantitat de CAF afegida inicialment
es trobés en la mostra precipitada final, ja que la solubilitat en scCO, de la CAF hidratada

s’havia reduit amb respecte a la CAF anhidre.
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Taula 6.3. Quantitats dels additius afegits a la mescla lipidica per al procés PGSS® i resultats

obtinguts per a les diferents mostres preparades.

% SLP 50 % farmac

Mostres 7o Mescla processada precipitades dissolt

TiOZ Farmac Hzo TiOZ Farmac t2 (h)
GMS:HCO:TiO:9CAF 5 9 - 5,7 4,2 0,89
GMS:HCO:TiO2:17CAF 5 17 - 5,7 3,6 -
GMS:HCO:TiO,:10CAF /w 3 10 40 6,8 12,5 0,15
GMS:HCO:TiO2:9GSH 5 9 - 7.9 5,6 0,12
GMS:HCO:TiO2:9KET 5 9 - 5,1 8,6 -
GMS:HCO:TiO»:16KET 5 16 - 5,3 16,1 > 24

1) Cafeina hidratada (C8H1()N402'0,8H20).

Es van dur a terme experiments similars amb la mescla de compostos
GMS:HCO:TiO,:9GSH (9 % en pes de GSH). La mostra resultant contenia un 5,6 % en
pes de farmac. Aqui no es va poder afegir aigua als lipids per incrementar la quantitat de
farmac atrapat, ja que el GSH experimenta una rapida oxidacié en solucions aquoses [19].
Es més, les mostres de GSH per a s farmacéutic s’haurien de protegir de la llum i
mantenir en fresc fins a la seva administraci6. Per aquest motiu es va dur a terme un test
preliminar d’estabilitat amb les particules de GSH coprecipitades amb PGSS®. La mostra es
va mantenir a temperatura ambient en un recipient tancat durant 2 mesos. Després d’aquest
temps, 'analisi HPLC només va mostrar un 1 % de GSH oxidat comparat amb el GSH pur
sotmes a les mateixes condicions.

Finalment, el KET es va processar en una mescla de GMS:HCO:TiO,:xKET (x =9
o 16 % en pes). L’analisi HPLC va indicar que el contingut de KET en les mostres
precipitades era de 8,6 1 16,1 % en pes, respectivament.

Es va realitzar un test de dissolucié 7 vitro per tal d’investigar leficiéncia de
Iencapsulament dels tres farmacs estudiats. S’esperava que els sistemes obtinguts es
dissoldrien en el medi de manera prolongada mentre que els principis actius amb una baixa
quantitat d’encapsulament s’haurien d’haver dissolt rapidament tal com els farmacs purs ho
fan. Aquest procés de difusié va ser estudiat en el temps mitjangant HPLC. El temps de
semivida (7 ,, 50 % de farmac dissolt) es va emprar com a mesura practica per comparar els
diferents sistemes estudiats (Taula 6.3). Es van obtenir #, petits per als farmacs purs
estudiats en condicions experimentals similars.

La mostra que contenia CAF hidratada es va dissoldre rapidament i sobtada (7,,, =
9 min), el que indica que aquesta es trobava tota precipitada a la superficie lipidica (Figura

6.7). En canvi, un alliberament més sostingut (7, = 53 min) es va observar per la mostra de
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CAF anhidre, que presentava un efecte burst inicial d'un 40 a 50 %. Aixi, una part de la
CAF es trobava precipitada a la superficie de les particules, mentre que una altra era al
centre dels lipids. La figura també mostra el perfil de dissolucié de la mostra amb GSH, el
qual es va dissoldre molt rapidament (%, = 7 min) com a clar exemple d’efecte burst.
Lalliberament del KET diferia considerablement de tots aquests comportaments previs. La
mostra GMS:HCO:TiO,:16KET mostrava un burst inicial del 15 %, pero la resta del farmac
es va dissoldre de manera prolongada (#,, > 24 h). Aquest comportament s’ajusta
perfectament al model solid/dissolucié [20], que suggereix que el farmac s’ha dispersat
molecularment en la matriu lipidica. Aix{ doncs, el sistema amb KET va ser el que va
mostrar un comportament més satisfactori per a ser usat en aplicacions topiques per a
alliberaments sostinguts de farmacs. Es precisament aquest el principal motiu pel qual es va

escollir aquest sistema per als anteriors estudis en profunditat mitjancant la cel-la de Franz.

100 GMS:HCO:TiO,:10CAF/w
GMS:HCO:TiO:9GSH
80 A GMS:HCO:TiOz:CAj

=
= .
2 60 1
2
8 GMS:HCO:TiOxKET
g 40 -
3=
<
~
20 1
0
0 5 10 15 20 25
Temps (h)

Figura 6.7. Perfils de dissolucié dels farmacs en aigua a una velocitat d’agitacié de 70 tpm,
obtinguts per a particules atrapades de CAF anhidre (GMS:HCO:TiO29CAF), CAF hidratada
(GMS:HCO:TiO2:10CAF/w), GSH (GMS:HCO:TiO»:9GSH), i KET (GMS:HCO:TiO216KET).
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Conclusions

Les conclusions obtingudes en els estudis realitzats en aquesta tesi doctoral s6n les

seguents:

A.

D

2)

3)

Elaboracié de sistemes d’alliberament de farmacs mitjangant tecnologies

basades en scCO,

S’han preparat diverses mostres de TRF impregnat en PMMA en diferents
condicions experimentals de pressid, temperatura i temps. S’ha utilitzat com a
solvent el scCO, amb un equip d’impregnaci6 en mode discontinu. Aquestes
impregnacions s’han realitzat a pressions de 150 a 200 bar, a les temperatures de 35
140 °C 1 durant intervals de temps de 48 a 96 h. En les diferents mostres preparades

s’han obtingut impregnacions del 5 al 22 %.

S’han preparat sistemes model de 5-AZA recoberta amb el polimer biodegradable
L-PLA mitjancant un sistema que empra el scCO, com a antisolvent. La 5-AZA
s’ha dissolt en DMSO i I'L-PLA en clorur de metile. El recobriment de la 5-AZA
amb I'L-PLA s’ha realitzat a una pressié de 110 bar, una temperatura de 40 °C i un

cabal de CO, de 30 ml X min™.

S’han atrapat o impregnat farmacs de la familia dels AINE en matrius de tipus

polimeric mitjangant dues tecnologies que impliquen I'as de scCO,:

i. S’ha preparat un sistema d’alliberament prolongat de KET en una matriu
formada per GMS, HCO i TiO, silanitzat. Aquest sistema correspon a un model
de gel d’aplicaci6 topica i s’ha preparat mitjangant la técnica PGSS® a una pressio
de 130 bar 1 72 °C. S’han obtingut mostres amb diferents quantitats tant de
farmacs com de polimers.

ii. S’ha elaborat un sistema d’alliberament controlat de tipus pegat transdermic.
Aquest prototip esta format per NAP i una matriu flexible d’EVA i Eudragit®
E100. En aquest cas les mostres s’han preparat mitjancant un equip
d’impregnacié amb CO, pressuritzat. Les condicions experimentals del procés
s’han estudiat mitjangant el disseny experimental. La impregnacié més alta s’ha
obtingut per a les mostres preparades a una pressié de 31 bar (o 450 psi), una

temperatura de 37 °C 1 un temps de procés de 2,5 h.
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B.

9

5)

Caracteritzacio dels sistemes d’alliberament de farmacs

S’han caracteritzat els productes preparats en 'apartat A.1. Per a la caracteritzaci6 i
seguiment del procés d’alliberament del TRF dispers en els sistemes polimeérics s’ha
desenvolupat i avaluat un métode espectroscopic i un altre de cromatografia de
liquids d’alta resoluci6 (HPLC). Sha determinat el percentatge de TRF 1 els seus
productes de degradacié impregnats emprant el métode cromatografic. Els perfils
preliminars d’alliberament del TRE en condicions fisiologiques han estat seguits
espectrofotométricament utilitzant un sistema en flux continu. En aquest cas, no
s’ha trobat ninguna longitud d’ona selectiva per tal de diferenciar entre el TRF 1 el
metabolit, aixi que les mesures s’han realitzat a 225 nm i han proporcionat els
perfils globals corresponents als dos compostos. S’ha realitzat un estudi més acurat
mitjancant el metode cromatografic que permet seguir 'evolucié de la concentracid
dels dos compostos amb el temps. S’han obtingut uns perfils amb un alliberament
del farmac constant durant diverses setmanes per a les mostres preparades amb
PMMA en boles en les condicions experimentals de 40 °C 1 190 bar durant 48 hores.

La SEM ha permeés observar els canvis morfologics de les diferents mostres de TRF
en PMMA. La DSC ha confirmat la dispersié del farmac a linterior de la matriu

polimerica de PMMA.

S’ha desenvolupat un sistema amb parada de flux per a 'estudi d’estabilitat de la 5-
AZA en solucions aquoses 1 s’han determinat les constants cinctiques del procés de
degradacié, que augmenten amb la temperatura. Sha observat que la 5-AZA es
degrada progressivament des del moment en que es dissol i que manté un equilibri
amb 'RGU-CHO, que finalment es transforma en RGU de manera irreversible. A
50 °C, la concentracié de farmac ha disminuit un 92 % en 1 hora. Per altra banda,
amb el mateix temps s’observa ja la formacié d’un 6 % de RGU.

S’ha seguit el procés de degradacié de la 5-AZA en funcié del pH. A valors de pH
de 2 a 6 la velocitat de degradacié augmenta moderadament amb la disminucié del
pH. Tanmateix, s’ha observat que la 5-AZA es descompon molt més rapidament a
valors de pH basics. Aquest metode amb parada de flux es pot emprar per a Pestudi
de processos de degradacié d’un gran nombre de farmacs amb caracteristiques ben
diverses. La resolucié multivariant de corbes ha permes obtenir els perfils de

concentraci6 dels analits, a més de les constants cinetiques de descomposicio.



Conclusions

6)

7)

S’ha estudiat el procés de degradacié que experimenta la 5-AZA en dissolucié
aquosa a temperatura ambient mitjancant la cromatografia de liquids amb deteccio
espectrofotomeétrica. S’ha optimitzat la separacié dels tres compostos (5-AZA,
RGU-CHO i RGU) emprant una columna de fase invertida C,; amb elucié
isocratica. Els resultats obtinguts soén concordants amb els dels estudis

espectrofotomeétrics.

S’han determinat els valors de pK, de la 5-AZA mitjangant un sistema en flux
continu amb deteccié espectrofotometrica. Les condicions del sistema son les
segiients. Mescla d’acids: H;PO, 0,05 M, CH,COOH 0,05 M, H;BO, 0,05 M.
Mescla de bases: PO, 0,05 M, CH,COO" 0,05 M, BO, 0,05 M. Cabal de I’analit:
1,15 ml X min". Cabal del valorant: 1,15 ml X min". Reactor de mescla: 200 cm X
0,07 cm d.i. Reactor de reaccié: 35 cm X 0,11 cm d.i. Aquest sistema s’ha optimitzat
per a I'analisi de farmacs inestables, els quals no es poden analitzar mitjangant
valoracions convencionals. Els valors de pK, han estat calculats mitjancant la
resoluci6 multivariant de corbes, que ha permes determinar el nombre d’especies
que absorbeixen i obtenir els espectres i els perfils de concentraci6. La viabilitat,
robustesa 1 exactitud dels valors de pK, que han estat calculats en valoracions
espectrofotomeétriques en flux continu és superior a altres metodes classics quan es
tenen problemes associats a la descomposicié dels analits. A més a més, la

utilitzacié d’un sistema en flux continu redueix el temps i els costos d’analisi.

S’ha caracteritzat el sistema 5-AZA/L-PLA preparat en el punt A.2. Shan realitzat
fotografies amb el microscopi electronic de rastreig per tal d’avaluar Peficiencia de
Patrapament del farmac 1 la morfologia de les mostres. La microscopia indica que
s’ha aconseguit recobrir una part important del farmac amb el material polimeric.
La 5-AZA pura presenta una aparenca cristal-lina, mentre que aquesta canvia
substancialment quan es recobreix amb una pel-licula externa de I'L-PLA, que
provoca l'aspecte arrodonit del material resultant. També s’han determinat les
temperatures de fusio i de transicio cristal-lina de les mostres mitjancant la DSC.

A més a més, s’Tha determinat el percentatge de principi actiu en cada mostra 1 s’han
realitzat tests d’alliberament mitjancant un metode en flux continu amb analisi
cromatografic. El sistema en flux continu ha permés una renovacié constant de la

solucié d’alliberament. El farmac ha mostrat un alliberament continu tant a pH 7,4

213



Capitol 7

214

com a pH 2,0 i ha assolit el 100 % de lalliberament en unes 7 hores. Aquests
resultats suggereixen que el producte preparat permet una millora en lactivitat
terapcutica en comparacié amb un medicament tradicional en el qual tot el principi
actiu s’allibera quasi instantaniament. A més a més, els resultants han demostrat que
ha millorat Iestabilitat del farmac en la mostra 5-AZA/L-PLA respecte a la soluci6
pura de 5-AZA, de manera que el recobriment polimeéric protegeix raonablement la

5-AZA d’una hidrolisi rapida.

8) S’han caracteritzat les diferents mostres del punt A.3:

i. Per a la determinacié de la quantitat de KET en la matriu lipidica s’ha
desenvolupat un metode HPLC-UV. S’han realitzat estudis de difusioé iz vitro per
estimar el nivell de penetracié del farmac a través de la pell i la velocitat del
procés. Aquests estudis s’han dut a terme mitjan¢ant cel-les de difusié de Franz i
Iesmentat metode HPLC-UV. Els resultats han demostrat que quan s’empra
TiO, silanitzat es pot atrapar més quantitat de KET.

ii. Per a la caracteritzacié de les mostres de NAP s’han realitzat fotografies amb el
microscopi de fluorescéncia confocal per a una comprovacié preliminar de
eficiencia de la impregnacié. S’han determinat les temperatures de fusié i de
transicié cristal-lina de les mostres mitjangant la DSC. També s’ha determinat la
quantitat de farmac en cada mostra amb un metode cromatografic amb deteccié
UV i de fluorescencia, que és el mateix que s’empra per al seguiment de les
cin¢tiques d’alliberament. Shan obtingut les corbes cinetiques mitjangant 1’ds
d’una cel'la de difusié de Franz especifica per a 'estudi d’alliberaments topics i

transdérmics.

En ambdés casos els farmacs s’han alliberat de forma sostinguda en dues etapes.
Inicialment el procés d’alliberament és rapid, pero després s’obté un alliberament
més lent 1 gradual. Les corbes de difusié corresponents als alliberaments dels dos
analits en les diferents mostres s’ajusten al model de difusié de Higuchi. Aquest
tipus de comportament ¢és adequat per tal d’evitar possibles irritacions de la pell

observades quan s’apliquen concentracions massa elevades de farmac a la pell.





