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5. Efecte de la Nebulitzacio
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Efecte de la Nebulitzacio

La nebulitzacié és la teécnica més emprada en [’administraciéo dels tensioactius
pulmonars per via respiratoria. Es per aquest motiu que s’ha considerat important
determinar les dimensions de les particules dels preparats sintétics de tensioactius
pulmonars, abans i després de nebulitzar, aixi com el del romanent al diposit del
nebulitzador meédic emprat, mitjancant la dispersio de llum dinamica [Esposito F i
col., 2004]. Com a preparats sintétics de tensioactius pulmonars s’han considerat els
sistemes binaris formats per un tensioactiu derivat de diacilglicerols d’arginina
(1414RAc i 1212RAc) i un fosfolipid amfoter (DPPC i DMPC). El fosfolipid DPPC
s’ha emprat com a component majoritari dels tensioactius pulmonars i el fosfolipid

DMPC com un homoleg estructural de cadena més curta.

Preparacio de les vesicules cationiques XXRAc/DPPC i XXRAc/DMPC

Les vesicules mixtes formades per un tensioactiu cationic derivat de diacilglicerols
d’arginina XXRAc i per un fosfolipid amfoter s’han preparat a una concentracid total
de I’1% en pes, en una soluci6 salina de 0.1 M de clorur sodic per tal de simular les
condicions fisiologiques. S’han dissolt els dos components de la mescla en etanol i
posteriorment s’ha evaporat el solvent fins a sequedat obtenint-se aixi un film lipidic
homogeni. A continuacid, s’ha hidratat el film i s’ha sonicat durant 15 min, a una
temperatura superior a la temperatura de transicio dels components purs, afavorint la
formaci6 de vesicules mixtes. Ha estat necessari extrudir les mostres degut a la gran
polidispersitat de les vesicules mixtes formades. S’ha realitzat 1’extrusié un total de
5X0.4 um (filtres hidrofils Millipore) i 10X0.22 um-Nylon (filtres Cameo). Les
extrusions s’han realitzat a 40 °C per totes les mescles on hi intervé tant el 1414RAc

com el fosfolipid DPPC, i a temperatura ambient per la mescla 1212RAc/DMPC.

Nebulitzacio

Per portar a terme la nebulitzacié s’ha utilitzat el nebulitzador meédic convencional
comercial OMRON CX3 (NE-CI16) que es mostra a la Figura 39. Les seves
especificacions técniques sén: velocitat de nebulitzacié de 0.25 ml/min, diametre de
particula mig de 3.8 um (MMAD, Mass Median Aerodynamic Diameter), flux maxim
d’aire de 10 I/min i pressié maxima d’aire de 250 kPa. Aquest nebulitzador és utilitzat

per la inhalacié d’aerosols en tractaments de malalties respiratories. Produeix una
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Efecte de la Nebulitzacio

distribucié de mida de particula molt petita, permetent que 1’aerosol de medicacio
arribi de forma efectiva i fiable als conductes respiratoris. El nebulitzador consta d’un
compressor que projecta aire a través d’un petit orifici 1 que, a través d’un tub o
diposit concentric, es fa passar la solucio a nebulitzar, provocant una fragmentacio de
les particules i donant lloc a la formacié de 1’aerosol. Per recollir la fraccié nebulitzada
s’ha dissenyat un dispositiu capa¢ de condensar 1’aerosol, en el qual es fa impactar

’aerosol contra un vidre que es troba a temperatura ambient.

Compressor
Diposit del nebulitzador

Connexio per la sortida d’aire
Tub d’aire

Filtre d’entrada d’aire

Figura 39. Imatge del nebulitzador medic convencional OMRON CX3.
Imatge extreta de © 2009 OMRON HEALTHCARE EUROPE B.V.

Efecte de la nebulitzacio sobre les vesicules XXRAc/DPPC i XXRAc/DMPC
S’ha estudiat I’efecte de la nebulitzacié en les dimensions de les particules, mitjancant
la técnica de dispersié de llum dinamica (Malvern Autosizer 4700c PS/MV), abans i
després de nebulitzar, aixi com el del romanent al diposit del nebulitzador. Els
resultats obtinguts per les mescles XXRAc/fosfolipid es mostren a la Taula 6, indicant
la desviacid estandard corresponent a dos replicats. A la Figura 40 s’ha representat el
diametre de particula dels preparats sintétics en funcio de 1a Yensioactiv, ON S’ Observa, a
Una  Yensionciv donada, que la nebulitzacidé de les mescles XXRAc/DPPC i
XXRAc/DMPC no afecta de forma significativa les dimensions de les particules.

Les diferéncies observades sén degudes exclusivament a I’addicié de tensioactiu
sintétic a les vesicules dels fosfolipids. La mescla 1414RAc/DPPC presenta un
diametre de particula lleugerament més petit que els corresponents a cadascun dels

components purs, per les tres fraccions analitzades. La mescla 1414RAc/DMPC no
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presenta canvis significatius respecte a les dimensions de particula del 1414RAc i
provoca una disminucid en les dimensions de particula respecte al fosfolipid DMPC.
En les mescles on hi intervé el 1212RAc, tant amb el fosfolipid DPPC com amb
DMPC, presenten unes dimensions de particula corresponents al promig dels
diametres dels components purs. Per tant, 1’addicid del tensioactiu 1212RAc provoca
un petit augment de la mida de particula respecte al fosfolipid DPPC i I’addicio del
1414RAc provoca una lleugera disminuci6 respecte a la del fosfolipid DMPC.

Taula 6. Diametre de particula en funcié de la fraccié molar de tensioactiu (Yensioactiv), @bans i després de

nebulitzar, aixi com del romanent al diposit del nebulitzador.

Diametre de particula, nm

X i Abanf de Desprei's de Rom‘atfet‘tt al

nebulitzar nebulitzar diposit

0 130+2 128 +2 137+3

1414RAc/DPPC 0.5 91+1 97+1 103+1
1 112+1 112+ 1 118+2

0 1302 128 £2 137+3

1212RAc¢/DPPC 0.5 165+4 180£5 152+3
1 183+5 176 + 4 172 £5

0 261+ 12 253+ 11 271+ 12

1414RAc/DMPC 0.5 116 +4 113+1 113+1
1 112+1 112+ 1 118+2

0 261 +12 253 +11 271+ 12

1212RAc¢/DMPC 0.5 222+7 207 +4 192+4
1 183£5 176 £ 4 172+£5

El fosfolipid pur DMPC presenta un diametre de particula de 261+12 nm,
lleugerament superior al porus emprat en 1’extrusié (220 nm). Aquest fet posa de
manifest la baixa elasticitat (gran flexibilitat) del fosfolipid. , propietat que ja es va

observar amb 1’estudi de monocapes de DMPC.
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Figura 40. Diametre de particula abans (blanc) i després (gris) de nebulitzar, aixi com del romanent al
diposit del nebulitzador (ratllat) de les mescles (a) 1414RAc/DPPC, (b) 1414RAc/DMPC, (c)
1212RAc¢/DPPC i (d) 1212RAc/DMPC, en funcid de la fraccié molar de tensioactiu (Yensioactiu)-

Comparant el diametre de les particules del fosfolipid DPPC (130 + 2 nm) amb el
del fosfolipid DMPC (261 £+ 12 nm) s’observa que, en reduir el nombre d’atoms de
carboni de la cadena hidrocarbonada, la rigidesa de les vesicules disminueix. Aquesta
tendéncia també s’observa pels tensioactius sintétics 1414RAc i 1212RAc, amb un

diametre de 112 £1 nm i 183 £ 5 nm, respectivament.
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Discussio dels resultats

Les diferencies poc significatives observades en la determinacié del diametre de les
particules al realitzar la nebulitzacid es discuteixen a continuacio, en base a I’energia
implicada en el procés de nebulitzacid i a 1’energia necessaria en el trencament d’una

vesicula.

Energia implicada en el procés de nebulitzacio. Una gota gran d’aigua (G) de radi

Rg, que en nebulitzar es fragmenta en dues gotes idéntiques (g/ = g2 = g) de radi R,

el volum de la gota G (V) sera igual a la suma dels volums de les gotes g,
=2V, (22)
El diametre de la gota g €s un parametre conegut, proporcionat pel nebulitzador

medic utilitzat, MMAD de 3.8 pum. Per tant el Rg s’ha calculat a partir de la segilient

relacid,

4 4

obtenint un resultat de Rg de 2.52 X10° m.
L’energia implicada en el procés de nebulitzaciéo vindra donada per 1’equacio:
AE =y, MM (24)

on y, ¢€s la tensio superficial de I’aigua (72.3X 10~ N/m), obtenint un valor d’energia

de 1.49%x10™7.
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Energia necessaria pel trencament d’una vesicula. Una vesicula de
tensioactiu/fosfolipid de radi Ry formada per M molécules, que en nebulitzar es
fragmenta en dues vesicules identiques de radi Ry, cadascuna formada per N

molécules,

I’area de la vesicula M vindra donada per la suma de les arees de les vesicules N,

2 2
-2y, ST :2.(87&] 5)
AO 0

on A, és I’area per molécula del tensioactiu/fosfolipid, obtenint la seglient relacio

entre els radis de les vesicules,

R, ="2R, (26)

La diferéncia de potencial quimic estandard per molécula, en funcié de Ia
dimensi6 de la vesicula en qué es troba [Jung HT i col., 2001], ve donada per

I’expressio,

8””[2%]2 -

A vin =1 — 1’y = I =

2 2
8K 1—& 8rk-| 1— Ry
RM ﬁ'Rw
N

La diferéncia de potencial quimic estandard per vesicula, suposant una formacio

espontania de les vesicules (10 ky <x <40kp T), on x ~ 25k T,

1 2
87[’{1 —j 2
My =2 oy 8”"@‘1) 2 (28)

N

on kp ¢és la constant de Boltzmann i T la temperatura de treball en Kelvin. La

diferéncia de potencial quimic estandard calculat és de 4.43x 107" J/vesicula.
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Per tant, 1’energia implicada en el procés de nebulitzacio, 1.49%x107% J, és molt
més gran que I’energia requerida per trencar una vesicula, 4.43x10™" J. A partir
d’aquests resultats teorics, caldria esperar diferéncies significatives en les dimensions
de les vesicules en generar 1’aerosol, pero els resultats obtinguts no ho corroboren.

Tres possibilitats que justificarien aquest comportament son les segtients:

a) La baixa concentracio de vesicules per gota. Si imaginem que en el procés de
nebulitzacié es formen dues gotes a partir de migpartir una, es trencarien només les
vesicules que es trobessin a la part central, essent el nombre total de vesicules en una
gota de nebulitzat un nombre gran, i per tant ’efecte relatiu sera petit. A continuacio
es mostren els calculs realitzats per estimar la fraccié de vesicules unilamelars
presents en una gota d’aigua i el nombre de vesicules per gota.

Considerant I’exemple de vesicules de DPPC (dispersié de 1’1% en pes) de radi
Ry, 1 suposant un gruix de la bicapa (dg) de 4.5 nm [Balgavy P i col., 2001], el volum
de la bicapa (V) d’una vesicula unilaminar vindra donat per la segiient relacio,

V,=V

ext int

4 4

-V :gzz'Ri,—gﬂ'(RN—dB)S (29)
on V., ¢és el volum extern de la bicapa i V;, el seu volum intern. El V3 calculat
correspon a 5.4 10 m*/vesicula.

El volum calculat d’una gota d’aigua un cop nebulitzada, _4 ZR? correspon a
4 3 4

3.35% 10" m’/gota. La fracci6 de vesicules presents en una gota d’aigua, € ;100>
V ext

B

ha donat un valor del 8%, i per tant, el numero calculat de vesicules de DPPC en una

gota de I’aerosol, Vi,c, correspon a 620 vesicules/gota, demostrant aixi la baixa

B

concentracié de vesicules en una gota d’aerosol.
b) Poca viscositat del medi. La poca viscositat del medi aquos podria ser la

responsable de la poca efectivitat per transmetre a la vesicula I’energia generada en el

procés de nebulitzacio.
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¢) Impediment de la transmissio efectiva de cisalla a la gota per Defecte de la
tensio superficial de ’aigua. En impactar una gota d’aigua amb la superficie solida en
el procés de nebulitzacio, la tensio superficial de 1’aigua actuara com una “pell”
protectora de la solucid, impedint que la cisalla efectiva a I’interior de la gota sigui

important.
En tot cas, si el nombre de vesicules fos petit pero el seu radi fos molt gran,

I’efecte del nebulitzat s’esperaria que fos superior a I’obtingut experimentalment en

aquesta tesi.

84





