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STRESZCZENIE

Celem pracy byto opracowanie metody sporzadzania mikrosfer lipidowych jako
nowej postaci leku pozajelitowego oraz proba inkorporacji substancji leczniczych w
tych czastkach, tak by mozliwe byto uzyskanie przedtuzonego uwalniania i dziatania
leku. Mikrosfery lipidowe sg zaliczane do liposfer - biodegradowalnych i biozgodnych
nosnikow leku, ktérych matryce stanowig lipidy state w temperaturze ciata ludzkiego.
Liposfery wystepujg w postaci zawiesin w fazie wodnej, stabilizowanych przez dodatek
emulgatorow. Liczne publikowane w ciggu ostatnich 10 lat prace dotycza gtéwnie
nanosfer lipidowych, ktére mogtyby byé podawane dozylnie, lecz nie zapewniatyby
dostatecznie przedtuzonego dziatania leku.

Pierwszy etap pracy polegat na ustaleniu skfadu i sposobu sporzadzania
zawiesin liposfer charakteryzujacych sie odpowiednig wielko$cig czgstek i stabilnoscig
fizyczna. Jako gtowny lipid wytypowano Precirol - palmitostearynian glicerolu -
natomiast jako emulgatory uzyto, pojedynczo lub w mieszaninach, lecytyne jajowa,
polisorbat 80, poloksamer, Span. Ustalono, ze emulgowanie faz w czasie 5 min w
temperaturze 80°C za pomocg mieszadta szybkoobrotowego i nastepnie chtodzenie w
temperaturze 4°C pozwalato na otrzymanie zawiesiny liposfer (10% lipidu) o wielkosci
czgstek w zakresie 1-20 ym. Uktady zawierajace Precirol okazaty sie jednak nietrwate i
zelowaly w krotkim czasie, w zaleznosci od uzytego emulgatora. Zawiesiny liposfer
ptynne podczas dtugotrwatego przechowywania (co najmniej 2 lata) otrzymano
stosujac Precirol z Miglyolem w stosunku 4:1 jako sktadnik matrycy liposfer, a
polisorbat 80 (2%) jako emulgator.

Najistotniejszym etapem badanh byta ocena inkorporacji substancji leczniczych
w mikrosferach lipidowych. Jako modelowe substancje lecznicze, o zréznicowane;j
lipofilnosci wytypowano bupiwakaine, stearynian bupiwakainy oraz indometacyne. Nie
uzyskano zamykania tych substancji w matrycach liposfer zbudowanych z Precirolu,
jego mieszaniny z Miglyolem, ani w liposferach ztozonych z innych lipidéw. Niezaleznie
od oznaczonej rozpuszczalnosci substancji w uzytych lipidach, nastepowata szybka
krystalizacja substancji w fazie wodnej zawiesin liposfer i w tej fazie, uzyskanej metoda
ultrafiltracji, oznaczano catg dawke substancji lecznicze;j.

Poprzez wprowadzenie do ukfadu polimerow hydrofilowych
(hydroksyetyloceluloza, karmeloza sodowa, poloksamer) nie zwiekszono istotnie
stabilnosci fizycznej ani stopnia inkorporacji substancji leczniczej w zawiesinach
liposfer.

Ze wzgledu na niepowodzenie tego etapu badan podjeto probe tworzenia

koncentratow liposfer (50% fazy lipidowej) charakteryzujgcych sie poétstatg



konsystencja, przeznaczonych do podania po rozcienczeniu. Oceniano te uktady pod
wzgledem wielkosci czgstek lipidowych oraz badano ich wtasciwosci strukturalne za
pomocg reometru. Wykazano, ze uktady te charakteryzujg sie tiksotropig i podlegajg
zmianom strukturalnym podczas przechowywania lub na skutek wprowadzenia
substanciji leczniczych.

Z koncentratow otrzymywano przez rozcienczenie (1:5) zawiesiny liposfer o
wielkosci czastek zblizonej do oznaczanej w zawiesinach liposfer sporzadzanych de
novo. Uktady te wyjatawiano termicznie. W czasie tego procesu dochodzito do
aglomeracji czagstek lipidowych. Aglomeraty wykrywano takze w rozcienczanych
koncentratach. Jednak po ekstruzji przez igte strzykawki uzyskiwano odpowiednig
wielkos¢ czastek lipidowych w rozcienczonych koncentratach, co umozliwiatoby ich
podanie pozajelitowe.

Po 3-krotnym podaniu domiesniowym szczurom zawiesiny mikrosfer lipidowych
w badaniach histologicznych nie wykrywano po 3 dniach pozostatosci liposfer w
miejscu wstrzykniecia, podobnie jak po podaniu nanosfer lipidowych, co dowodzi
szybkiej biodegradaciji tej postaci leku, jak rowniez wskazuje na jej biozgodnos¢.

W koncentratach liposfer uzyskano pozornie wiekszg inkorporacje badanych
substancji leczniczych. Jednak dalsze badania wykazaty, ze po rozcienczeniu
nastepowata szybka krystalizacja substancji leczniczej w fazie wodnej i w zaleznosci
od intensywnosci wytrzgsania liposfer podczas rozcienczania wykrywano w fazie
wodnej nawet catg dawke substancji leczniczej. W badaniu uwalniania wykonanym z
uzyciem btony dializacyjnej wykryto szybkie uwalnianie indometacyny (w czasie 4-8
godzin) z koncentratu rozciehczonego, natomiast koncentrat nierozcienczony
zapewniat przedtuzone uwalnianie w czasie 48 h. Badania dowiodty, Ze substancje
lecznicze byty wykluczane z matrycy lipidowej podczas jej zestalania i ostatecznie
ulegaty jedynie powierzchniowej adsorpcji na czastkach utworzonych liposfer.

W toku pracy wskazano na podstawowe wady zawiesin mikrosfer lipidowych,
rébwniez przypisywane nanosferom: zelowanie, nieprzewidywalng i bardzo matg
inkorporacje substancji leczniczej lub jej brak, trudng do kontroli powtarzalnosé
adsorpcji substancji leczniczej na powierzchni liposfer. Stabilniejszg i bardziej

obiecujgca formag liposfer wydajg sie by¢ koncentraty liposfer.



SUMMARY

The aim of the study was to develop method of preparation of lipid
microspheres which could be a new drug delivery formulation and to examine whether
it is possible to incorporate active substances in these lipid particles so the prolonged
drug release can be achieved. Lipid microspheres are particular type of lipospheres —
biodegradable and biocompatible drug carriers, whose matrices are composed of lipids
which are solid at body temperature. Lipospheres are presented as suspensions in
aqueous phase, stabilized with appropriate emulsifying agents. Many papers were
published within last 10 years on lipid nanospheres, which can be given intravenously,
but are not suitable for prolonged drug release.

At the first stage of the study composition of the lipospheres in suspension as
well as parameters of the technological process were developed in order to achieve
proper particle size and physical stability of the system. Precirol (gliceryl
palmitostearate) was used as the main lipid, while egg lecithin, polisorbat 80,
poloxamer and Span, also in mixtures, were used as emulsifying agents. It was
concluded that phase emulsification should be performed at 80°C with high-shear
mixing for 5 min and the cooling was performed at 4°C. This procedure enabled
preparation of lipospheres in suspension (10% lipid), sizing in the range 1-20 um. The
formulations based on Precirol appeared, however, unstable and gelation was
observed in a short time, depending on a type of the emulsifying agent. Suspensions of
lipospheres which remained liquid for at least 2 years were obtained using Precirol with
Miglyol (4:1) as lipid components and polysorbate 80 (10%) as an emulsifier.

Evaluation of ability of lipospheres to incorporate active substances was the
most important step of the study. Bupivacaine, bupivacaine stearate and indomethacin
were used as model active substances, differing in lipophilicity. Incorporation of these
substances was achieved neither in Precirol and Precirol : Miglyol matrices nor in
matrices composed of other lipids. Irrespective of their solubility in lipids fast
crystallization of the active substances occurred and in the aqueous phase, collected in
the ultrafiltration process, total dose of the drug was recovered.

Hydrophilic polymers i.e. hydroxyethylcellulose, sodium carmellose or
poloxamer improved neither the physical stability of the system nor the incorporation
ability of the drugs in the suspensions of lipospheres.

Regarding the unsuccessful incorporation of active substances an attempt to
prepare concentrated lipospheres (50% lipid) with semisolid appearance was
undertaken. They are intended for administration after dilution. These formulations

were analyzed in respect to the size of the lipospheres as well as their physical



structure was determined using a rheometer. It was demonstrated that the
concentrated lipospheres are tixotropic systems and their structure is changing under
storage or when active substances are introduced.

The concentrated lipospheres were diluted (1:5) and the size of the lipospheres
in the resulting suspensions was similar as in suspensions prepared de novo. The
formulations were autoclaved what resulted in agglomeration of the particles. The
agglomerates were also detected in the diluted formulations. However, when extrusion
through a syringe needle was performed, the appropriate size of lipospheres was
restored what enable their parenteral administration.

Following 3-fold intramuscular administration of suspension of lipospheres to
rats, the histological examination of the tissue revealed that no lipospheres
(nanospheres or microspheres) remained after 3 days, what proves that the
biodegradation is fast and the carrier is biocompatible.

The increased incorporation of active substances observed in the concentrated
lipospheres was only apparent. More detailed study revealed that after dilution of the
concentrates fast crystallization of the drugs was evident. Depending how intensive
was the shaking during the dilution procedure, in the aqueous phase as much as the
total dose of the drug was detected. In the release experiment, when dialysis
membrane was employed, fast release of indomethacin was noted (within 4-8 h) from
the diluted concentrate, while the undiluted system allowed for prolonged release
during 48 h. The experiments demonstrated that expulsion of the active substances
occurs from the lipid matrix during the cooling process and finally only drug adsorption
on the surface was possible.

In the course of the study it was demonstrated that lipid microspheres in
suspension possess many drawbacks which were also noted by other authors for lipid
nanospheres. These are: gelation, unpredictable and very small (or none) incorporation
of active substances, difficult to control reproducibility of the surface adsorption.

Concentrated lipospheres appear as a more promising system.
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1. ROZWOJ IDEI SUBMIKRONOWYCH NOSNIKOW LEKU

Nosniki leku w postaci czastek o wielkosci mierzonej w nano- i mikrometrach sg
obecnie w centrum zainteresowania o$rodkéw badawczych na catym Swiecie.
Zastosowanie w lecznictwie znalazty juz emulsje submikronowe, liposomy oraz
mikrosfery i nanosfery zbudowane z polimeréw biodegradowalnych [1].

Profesor Stanistaw Janicki [2] zwracat uwage na fakt, ze lek
wielokompartmentowy, jakim sg postacie leku, gdzie substancja lecznicza jest
rozdzielona pomiedzy liczne czastki — zbiorniki, jest wielkim krokiem w technologii
postaci leku. Dazy sie do tego, aby postac leku decydowata o dziataniu substanciji
leczniczej w odpowiednim miejscu i czasie. Ta idea realizowana jest np. w podaniu
pozajelitowym, gdzie postacie leku, takie jak liposomy, czy inne nanoczastki umozliwig
terapie celowana.

Podstawowe znaczenie dla rozwoju nowych postaci leku majg wtasdciwosci
substancji pomocniczych, ktére tworzg matryce danej postaci leku - ich toksyczno$¢ i
biozgodnos$¢ decyduje o bezpieczenstwie stosowania.

Lipidy sg od dawna poznang i szeroko stosowang grupg substancii
pomocniczych, a obecne czasy okresla sie nawet ,erg nosnikéw lipidowych”, poniewaz
wzrasta zainteresowanie nanoczastkami, ktoérych podstawg sag lipidy i dzieki temu
mogg one w nowoczesnej nanotechnologii odegra¢ kluczowa role [3].

Submikronowymi no$nikami lipidowymi sg emulsje dozylne, ktdre zostaty
wprowadzone do klinik w latach pieédziesiatych, w celu podawania tluszczéow w
zywieniu pozajelitowym. Sag to emulsje o/w stabilizowane lecytyna. Podanie dozylne
mozliwe jest dzieki wielkosci kropli olejowych ponizej 1 pm. Srednia wielko$é czastek w
zakresie 200 — 400 nm jest uzyskiwana na etapie homogenizacji wysokocisnieniowej
[4].

Bazujac na tych emulsjach i wykorzystujgc ich wtasciwosci fizykochemiczne i
biozgodno$¢, wprowadzono do nich substancje lecznicze dobrze rozpuszczalne w
olejach, jak np. propofol, diazepam, etomidat [5]. Dzieki tym nos$nikom mozliwe jest
podanie dozylne substancji leczniczych nierozpuszczalnych w wodzie. Przyktadem
emulsji submikronowej dostepnej na polskim rynku jest preparat Plofed z propofolem,
wytwarzany w Warszawskich Zaktadach Farmaceutycznych Polfa. Jego technologia
zostata opracowana w Katedrze i Zaktadzie Farmacji Stosowanej Akademii Medyczne;j
w Gdanhsku.

Emulsje dozylne sg postacig leku tylko dla niewielu substancji leczniczych,
poniewaz w obecnosci wielu zwigzkéw dochodzi do ich destabilizcji fizycznej [6].

Emulsje submikronowe podane dozylnie nie zapewniajg tez przedtuzonego dziatania

10



leku, gdyz uwalnianie substancji leczniczych po podaniu dozylnym jest niemal
natychmiastowe [7]. Duzym ograniczeniem w zastosowaniu tych no$nikéw jest zwykle
niewystarczajgca rozpuszczalnosé substanciji lipofilowych w olejach.

Fosfolipidowe czastki wynalezione przez Banghama w 1965 r., nazwane
liposomami, uznane zostaly za niezwykle obiecujacg posta¢ leku. Sg to kuliste
pecherzyki wielkosci 0,01 — 1,0 ym, ktoérych rdzen tworzy mikrokropelka wody otoczona
podwojng warstwg fosfolipidowa, dzieki czemu mogg stanowi¢ nosnik substanciji
hydrofilowych i hydrofobowych. Z reguty wystepujg w postaci zawiesiny w fazie wodnej
i podaje sie je dozylnie [8].

Liposomy wykazujg wiele zalet, jak zdolnos¢ ochrony substancji leczniczej
przed rozktadem, spowolnione lub kontrolowane uwalnianie inkorporowanej substancji,
a takze umozliwiajg terapie celowang, tzn. dostarczanie substancji leczniczej do
okreslonego narzadu. Ta ostatnia cecha jest wykorzystywana w terapii
przeciwnowotworowej, gdzie liposomy sg nosnikami lekéw cytostatycznych.

Pomimo licznych zalet liposomoéw, w lecznictwie jest stosowanych niewiele
preparatow w tej postaci (doksorubicyna, daunorubicyna, amfoterycyna B). Jest to
zwigzane gtéwnie z ich niewielkg trwatoscig fizyczng, a takze z technologig
sporzadzania, ktdra jest trudna i kosztowna na skale przemystowg [8].

Chociaz liposomy szybko trafity do produktéw kosmetycznych, to ich obecnos¢
w leczniczych preparatach dermatologicznych jest znikoma. Dzieje sie tak, pomimo ze
stanowig nos$nik wplywajacy na zwiekszenie przenikania substancji leczniczych do
skory, cho¢ same nie wykazujg zdolnosci penetracji, ze wzgledu na rozmiary [9, 10].

Mikrosfery to mikroczastki o rozmiarach do kilkudziesieciu mikrometréw
zbudowane z matryc statych, przede wszystkim polimerowych [12]. Najwiekszy sukces
w lecznictwie uzyskano dzieki zastosowaniu polimerow biodegradowalnych - kwasu
polimlekowego oraz kopolimerow kwasow mlekowego i glikolowego. Wielkos¢
mikrosfer polimerowych stosowanych w lecznictwie miesci sie w zakresie 10 — 50 pm i
stuzg one do podania podskérnego. Mogq by¢ tez podawane dozylnie, bezposrednio
do tkanki nowotworowej w celu wywotania chemoembolizacji. Pomimo niezwykle
licznych badan nad tg postacig leku, do tej pory jedynie kilka preparatéw jest
dostepnych w tej formie. W Polsce w postaci mikrosfer zarejestrowana jest leuprorelina
i tryptorelina.

Uwalnianie substancji leczniczej z mikrosfer polimerowych zachodzi na drodze
degradaciji polimeru i jednoczesnej dyfuzji. Biodegradacja matrycy polimerowej moze
zachodzi¢ na drodze chemicznej lub fizycznej. Na drodze chemicznej dochodzi do
hydrolizy polimeru, natomiast na drodze fizycznej do erozji matrycy w wyniku penetracji

ptynu ustrojowego do jej wnetrza. Na tej zasadzie tworzg sie mikrokanaty, ktére
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sprzyjajg dyfuzji substanciji leczniczej. W przypadku mikrosfer z kwasu polimlekowego
jest to proces diugotrwaly, poniewaz nastepuje w czasie od 1 do 4 miesiecy.

Wada polimerowych mikrosfer, jest gtéwnie niedostateczna wiedza o dziataniu
polimeréw na tkanki i procesie ich biodegradaciji in vivo, niebezpieczenstwo kumulacji
w miejscu iniekcji, mata zdolnosc¢ inkorporacji substancji leczniczej oraz trudna

technologia [12].

2. LIPOSFERY - CHARAKTERYSTYKA NANOSFER (SLN®) | MIKROSFER
LIPIDOWYCH JAKO NOWEJ POSTACI LEKU

W potowie lat dziewiecdziesigtych uwaga naukowcow skupita sie wokot postaci
leku alternatywnej dla emulsji ttuszczowych, liposomoéw czy mikrosfer polimerowych -
czastek zbudowanych z lipidéw statych w temperaturze pokojowej. Tego typu posta¢ o
rozmiarach wyrazanych w nanometrach uzyskata nazwe ,nanoczastki lipidowe” lub
SLN® (Solid Lipid Nanoparticles). Wspélny termin ,liposfery” dotyczy zaréwno SLN, jak
i mikrosfer lipidowych [13]. Wprawdzie liposfery nie zostaty jeszcze wprowadzone do
praktyki klinicznej, lecz posta¢ ta cieszy sie ogromnym i ciggle wzrastajgcym
zainteresowaniem wielu osrodkéw badawczych [14]. Na temat liposfer (gtéwnie
nanosfer lipidowych) od 1993 r. ukazato sie ok. 300 publikacji w czasopismach
wydawanych na catym swiecie oraz zarejestrowano ponad 2000 patentow.

Liposfery to kuliste czastki zbudowane z lipidow statych, wystepujace w
zawiesinie stabilizowanej przez dodatek emulgatoréw i innych substancji
pomocniczych. Wielko$¢ liposfer miesci sie w zakresie 0,01 — 100 um i w zaleznosci od
srednicy czastek lipidowych wyréznia sie nanosfery lipidowe, o wielkosci mniejszej niz
1 pm i mikrosfery lipidowe o wiekszych rozmiarach - do kilkudziesieciu mikrometréw.
Wiekszos¢ prac badawczych dotyczy nanosfer lipidowych.

Jako matryc lipidowych uzywa sie wysoko oczyszczonych ftriglicerydow
nasyconych kwasow ttuszczowych, alkoholi ttuszczowych lub woskéw. Wystepujg one
jako samodzielne lipidy lub w mieszaninach ztozonych z kilku sktadnikéw. Lipidy uzyte
do otrzymania tej postaci sg dobrze tolerowane przez organizm i stosowane juz w
innych postaciach leku, np. w kapsutkach o kontrolowanym uwalnianiu (Mucosolvan
retard capsules) [1, 15].

Gtownym sktadnikiem liposfer sg lipidy state w temperaturze pokojowej. Sg to
triglicerydy (np. tristearynian glicerolu), czesciowe glicerydy (np. monostearynian
glicerolu), kwasy ttuszczowe (np. kwas stearynowy), steroidy (np. cholesterol), a takze
woski (Tabela 1).
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Tabela 1. Lipidy stosowane jako matryce liposfer [16]

LIPID Nazwa handlowa
TRIGLICERYDY

trikaprynian glicerolu

trilaurynian glicerolu Dynasan®112

trimyrystynian glicerolu Dynasan®114

tripalmitynian glicerolu Dynasan®116

tristearynian glicerolu Dynasan®118

GLICERYDY

behenian glicerolu Compritol® 888 ATO

digliceryd kwasu stearynowego i cytrynowego Acidan® N12

monostearynian glicerolu Imwitor® 900

mono- di- trigliceryd kwasu palmitynowego Precirol® ATO 5
Witepsol® S55
Witepsol® E85

mieszanina mono-, di-, triglicerydéw nasyconych : -

kwaséw ttuszczowych C10-C18 Witepsol™ Ho
Witepsol® H35
Witepsol® H42

KWASY TLUSZCZOWE

kwas behenowy

kwas kaprynowy

kwas palmitynowy

kwas stearynowy

Wybdér matrycy lipidowej, ktéra jest zbudowana z lipidéw fizjologicznych,
zmniejsza niebezpieczenstwo wystgpienia toksycznosci postaci leku, zarowno ostrej
jak i chroniczne.

W doniesieniach literaturowych opisywany jest wptyw rodzaju lipidow na
wielkos¢ czastek liposfer [16]. Ahlin i wsp. [17] stwierdzili, ze liposfery na bazie
Witepsolu W 35 byly mniejsze, niz zbudowane z Dynasanu 118, co wyjasniono
krotszymi tancuchami kwasow ttuszczowych oraz znaczng iloS¢ mono- i dwu

glicerydow w Witepsolu W 35.

13



Ponadto znaczenie ma réwniez zawartos¢ lipidu w formulacjach. Wzrost ilosci
lipidu powyzej 5 — 10% w wiekszosci przypadkoéw daje wieksze czastki, ktdre majg
rozmiary w szerszym zakresie [16]. Podstawowe zawiesiny liposfer zawierajg
zazwyczaj do 20% lipidu.

Drugim podstawowym sktadnikiem liposfer sa emulgatory (Tabela 2). Dobor
emulgatora zalezy przede wszystkim od drogi podania postaci leku i jest znacznie

ograniczony przy podaniu pozajelitowym [18].

Tabela 2. Emulgatory stabilizujgce zawiesiny liposfer [16]

EMULGATORY/WSPOLEMULGATORY Nazwa handlowa

cholan sodu

ester kwasu rycynolowego i
_ _ Cremophor EL
polioksyetylenoglikolu

polisorbat 20, Tween 20

estry polioksyetylenosorbitanu z kwasami
polisorbat 60, Tween 60

ttuszczowymi
polisorbat 80, Tween 80

Epikuron® 170,

fosfatydylocholina

Epikuron® 200
glikocholan sodu
lecytyna jajowa Lipoid® E 80
lecytyna sojowa L.ipo-id(: 575,

Lipoid™ S 100
kopolimery blokowe glikoli poloksamer 182
polioksypropylenowych z glikolami poloksamer 188
polioksyetylenowymi poloksamer 407
distearynian metyloglukozo poliglicerolu TegoCare 450

Liposfery wystepujag w postaci zawiesiny w wodnej fazie dyspergujacej.
Zawiesiny charakteryzujg sie ptynng konsystencjg przy zawartosci fazy lipidowej w
granicach 1 — 20%. Muiller i wsp. [19, 20] zaproponowali réwniez koncentraty nanosfer
lipidowych - ukfady o zwiekszonej zawartosci fazy lipidowej nawet do 95% i potstatej
konsystencji, przeznaczone do rozcienczania w celu uzyskania zawiesin liposfer lub w

formie koncentratu do zastosowan dermatologicznych.
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W zalozeniu liposfery, posiadajac wszystkie korzystne cechy postaci
submikronowych, pozwalajg na wyeliminowanie niektéorych wad innych no$nikéw
submikronowych. W poréwnaniu z emulsjami submikronowymi liposfery, dzieki statej
matrycy lipidowej, uwalniajg substancje w sposéb przedtuzony. Ponadto uznaje sie, ze
niektore substancje lecznicze stabo rozpuszczalne w olejach roslinnych, ktérych nie
mozna inkorporowa¢ w emulsjach ttuszczowych, w zadowalajgcym stezeniu ulegajg
inkorporacji w liposferach, tworzac zawiesine w statej matrycy lipidowej. Oprécz tego,
stala matryca moze silniej wigza¢ substancje czynne w niej inkorporowane i
jednoczesnie chroni¢ je przed degradacjg chemiczng, przez co zwieksza sie ich
trwatos¢ [21].

W poréwnaniu z mikrosferami polimerowymi liposfery wykazujg wiekszg
biozgodno$¢ ze wzgledu na bardziej naturalny proces biodegradacji. Jest to takze
zwigzane z czasem przebywania postaci w organizmie. Mikrosfery moga uwalniac¢
substancje leczniczg w czasie 1 — 4 miesiecy, natomiast liposfery od kilku dni do 6
tygodni [13].

Ze wzgledu na biozgodnos¢ i biokompatybilno$¢, w pierwszej kolejnosci
liposfery sga tworzone z myslg o ich wykorzystaniu jako nosnikéw substanciji
leczniczych podawanych drogg pozajelitowg. Réwniez rozmiary SLN pozwalajg na ich
podanie dozylne. Liczne publikacje dotyczg tego zastosowania [1, 16, 21-28], co
opisano w dalszej czesci rozdziatu (str. 37).

Poza podaniem pozajelitowym mozliwe jest podanie doustne. SLN mogg miec
posta¢ dyspersji w wodzie lub moga by¢ umieszczane w kapsutkach, a nawet, po
wysuszeniu, mozna z nich prawdopodobnie tworzy¢ tabletki i peletki [16, 29]. Liposfery
moga by¢ aplikowane miejscowo do oka [28, 30], a takze w formie inhalacji do ptuc.
Dla celéow podania inhalacyjnego czastki nanosfer lipidowych mozna wysuszy¢
rozpytowo i podawaé uzywajac inhalatoréw przeznaczonych do suchych proszkéw [1].

Liczne badania dotyczg aplikacji liposfer na skére [31-43]. Poczatkowo SLN
inkorporowano do podstaw masciowych, poniewaz niskie stezenie fazy lipidowej (do
5%) dyspersji nanosfer nie pozwalato na sporzgdzanie pétstatych form jedynie z tg faza
[16]. Zwiekszenie zawartosci fazy lipidowej (w koncentratach) prowadzi do uzyskania
konsystencji potstatej i struktury Zelowej, co utatwia aplikacje na skére réwniez w
celach kosmetycznych [44]. W badaniach wtasciwosci reologicznych uktadéw
udowodniono strukture zelowg SLN i ich wilasciwos$ci elastyczne, porownywalne ze
standardowymi preparatami dermatologicznymi [31-33].

Badano wptyw SLN na hydratacje skory i jej elastycznos¢ [37]. Krem o/w

porownywano z kremem o takim samym sktadzie zawierajagcym SLN. Po 4 tygodniach
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aplikacji preparatow uzyskano znaczace réznice w hydratacji skéry dowodzac, ze krem
z SLN prowadzit do wiekszej hydratacji i byt bardziej efektywny (o 31%), chociaz nie
miat wptywu na wiasciwosci elastyczne skory. Dyspersje SLN po rozsmarowaniu na
skérze tworzg film nanoczastek, dzieki czemu osiggany jest efekt okluzyjny.
Wiasciwosci okluzyjne ukfadéw zalezg od stezenia fazy lipidowej, wielkosci czastek
oraz stopnia krystalizacji lipidu. Zawiesina SLN z 20% zawarto$cig fazy lipidowej
wywierata wiekszy efekt okluzyjny niz zawierajgca 10% liposfer [38].

Zawiesiny liposfer uznano za nowg generacje nosnikéw dla kosmetykow, w
szczegolnosci dla filtrow stonecznych [39-42]. Wykazano, ze liposfery po aplikacji na
skore odbijajg i rozpraszajg promieniowanie stoneczne [39]. Oprécz dziatania
fotoprotekcyjnego sa zdolne do absorbowania promieni stonecznych. Inkorporacja
filtrow stonecznych prowadzi wiec do synergistycznego dziatania ochronnego -
trzykrotnie wiekszego niz obserwowano dla postaci emulsji. Wykazano takze, ze
czastki SLN o duzej krystalicznosci lipidu zachowujg sie jak fizyczne ekrany stoneczne
[40]. Wykazano, ze ilos¢ filtra stonecznego penetrujgcego do skoéry z emulsji o/w z
mikrosferami lipidowymi jest dziesieciokrotnie mniejsza niz obserwowano dla zelu, czy
masci. Ponadto inkorporacja filtra stonecznego w mikrosferach lipidowych zwiekszyta
jego fotostabilnos¢ [41, 42]. Badano réwniez dziatanie przeciwzmarszczkowe kremu z
dodatkiem SLN i stwierdzono redukcje gtebokosci zmarszczek o 10,3%, gdy w
przypadku kremu bez SLN wartos¢ ta wynosita 4,1% [43]. Nalezy jednak dodag¢, ze

réznice pomiedzy obu preparatami nie byly statystycznie istotne.

3. METODY SPORZADZANIA LIPOSFER

Liposfery najczesciej wystepuja w postaci zawiesiny czastek lipidowych w
rozpraszajgcej fazie wodnej, zawierajgcej emulgatory i stabilizatory. W zaleznosci od
wyboru metody sporzadzania mozna otrzymacé liposfery réznigce sie pod wzgledem
wielkosci czgstek: nanosfery lub mikrosfery.

Opisano przede wszystkim metody sporzadzania nanosfer lipidowych. Niektére
z nich po modyfikacji stuzg réwniez do otrzymywania mikrosfer [1, 16]. Stosowane sg
nastepujgce metody:

e homogenizacji wysokocisnieniowe;j

e tworzenia mikroemulsji

¢ emulgowania i odparowania lub dyfuzji rozpuszczalnika organicznego

e dyspergowania mieszadtem szybkoobrotowym lub z zastosowaniem

ultradzwiekow
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e tworzenia emulsji wielokrotnej w/o/w.

Metoda homogenizacji wysokocisnieniowej

W metodzie tej proces homogenizacji prowadzi do otrzymania nanosfer
lipidowych. Homogenizacje wykonuje sie w podwyzszonej temperaturze (,na gorgco”)
lub w temperaturze pokojowej (,na zimno”).

W metodzie gorgcej homogenizacji substancja lecznicza jest rozpuszczana w
lipidzie, ktéry jest ogrzewany do temperatury co najmniej 5 - 10°C powyzej temperatury
topnienia. Gorgca faza lipidowa jest dyspergowana przez mieszanie w wodnym
roztworze emulgatora o tej samej temperaturze. Otrzymana wstepna emulsja jest
nastepnie na gorgco kilkakrotnie ttoczona przez szczeline homogenizatora
wysokocisnieniowego, w wyniku czego powstaje nanoemulsja, ktérg chtodzi sie i w
efekcie dochodzi do krystalizacji lipidu i otrzymania zawiesiny SLN [1, 16].

Metoda zimnej homogenizacji jest stosowana dla termolabilnych substanciji
leczniczych lub substancji o charakterze hydrofilowym. Substancja lecznicza jest
rozpuszczona lub zawieszona w stopionym lipidzie, a mieszanine gwattownie chfodzi
sie przez zanurzenie w ciektym azocie lub suchym lodzie. Kolejnym etapem jest
mielenie zestalonego lipidu do otrzymania czgstek wielkosci 50 — 100 ym. Uzyskane
mikroczastki sg dyspergowane w silnie ochtodzonym roztworze emulgatoréw, przez co
otrzymuje sie zawiesine wstepng. Produkt jest homogenizowany kilkakrotnie w
homogenizatorze wysokocisnieniowym w temperaturze pokojowej lub nizszej, co
prowadzi do otrzymania SLN [1, 16].

W poroéwnaniu z metodg homogenizacji na gorgco, stosowanie metody zimnej
homogenizacji moze zapobiec problemom zwigzanym z podwyzszong temperaturg
procesu: unika sie rozktadu substanciji leczniczej, jej dystrybucji do fazy wodnej w
trakcie homogenizowania oraz eliminuje sie problemy zwigzane z krystalizacjq lipidu.
Ta metodg otrzymuje sie wieksze czastki z wiekszym rozrzutem wielkosci [1, 16].

Dowiedziono, ze parametry technologiczne procesu sporzadzania SLN majg
wptyw na wielko$¢ czastek [45]. Badano wplyw homogenizacji wysokoci$nieniowej,
stosujac cidnienia 250 - 600 bar. Wraz ze zwiekszajaca sie wartoécig cisnienia srednia

wielkos¢ nanoczgstek lipidowych ulegata zmniejszeniu z 380 nm do 240 nm.

Metoda tworzenia mikroemulsji
Metoda tworzenia mikroemulsji, wprowadzona przez zespdt wioskich
naukowcdw pod kierunkiem Gasco [1, 16, 28], podlegata modyfikacjom [21].
Mikroemulsje sporzadza sie w temperaturze wyzszej niz temperatura topnienia

lipidu. Do stopionego lipidu (zazwyczaj 10%), dodaje sie mieszanine emulgatorow
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(15%) i wspotemulgatorow (10%) o tej samej temperaturze. Nastepnie mikroemulsja
jest dyspergowana w zimnej wodzie (2 - 3°C) podczas fagodnego mieszania, co
prowadzi do krystalizacji lipidowych nanoczgstek. Wadg metody jest duze

rozcienczenie otrzymanej zawiesiny liposfer.

Metoda emulgowania i odparowania lub dyfuzji rozpuszczalnika organicznego

W metodzie przez odparowanie rozpuszczalnika lipid jest rozpuszczony w
rozpuszczalniku organicznym niemieszajgcym sie z wodg (np. toluen, chloroform).
Roztwér ten emulguje sie w fazie wodnej i przy ciggtym mieszaniu odparowuje sie
rozpuszczalnik pod  zmniejszonym  ciSnieniem. Podczas odparowywania
rozpuszczalnika lipid wytrgca sie tworzac SLN. Wazng zaletg tej metody jest niska
temperatura procesu, co jest pozadane w przypadku termolabilnych substancji
leczniczych. Natomiast problemy stwarzajg pozostatosci organicznego rozpuszczalnika
w gotowej dyspersiji [21].

Przy zastosowaniu techniki przez dyfuzje rozpuszczalnika stosuje sie
rozpuszczalniki czesciowo mieszajgce sie z wodg (np. alkohol benzylowy, mréwczan
etylu, mleczan butylu) [46, 47]. Roztwér lipidu w rozpuszczalniku organicznym
emulguje sie w wodno - organicznym roztworze emulgatoréw, w podwyzszonej
temperaturze. Nanosfery lipidowe tworzg sie przez wytragcenie lipidu po dodaniu wody,
najczesciej w stosunku 1:5 lub 1:10, poniewaz nastepuje dyfuzja rozpuszczalnika
organicznego z kropel emulsji do fazy dyspergujacej. W ten sposéb otrzymana
dyspersja SLN jest dos¢ znacznie rozcienczona i wymaga zageszczenia, podobnie jak
w metodzie tworzenia mikroemulsiji.

W obu modyfikacjach metody osigga sie nanosfery lipidowe o bardzo matych

rozmiarach ok. 100 nm.

Metoda dyspergowania mieszadiem szybkoobrotowym Ilub z zastosowaniem
ultradzwiekow

Emulguje sie stopiong faze olejowa w fazie wodnej. Podczas procesu energia
mechaniczna mieszadta $cinajgcego lub ultradzwiekéw prowadzi do zmniejszenia
wielkosci kropel emulsji do rozmiaréw ponizej 1 um. Metoda ta prowadzi do powstania
uktadu o wysokiej energii wewnetrznej i w efekcie podczas przechowywania fatwo
dochodzi do aglomeracji czastek lipidu. Ten proces mozna zahamowaé poprzez
zwiekszenie stezenia emulgatoréw, co moze z kolei powodowaé toksycznos¢ przy
podaniu pozajelitowym. Wada metody z wykorzystaniem mieszadta szybkoobrotowego

jest tez mozliwos¢ zanieczyszczenia liposfer opitkami metalu [21, 48].
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Metoda tworzenia emulsji wielokrotnej w/o/w

Jest to metoda sporzadzania SLN z hydrofilowg substancjg lecznicza.
Substancja lecznicza razem ze stabilizatorem jest zawarta w wewnetrznej fazie wodnej
emulsji w/o/w [21].

Roztwér wodny substancii leczniczej jest emulgowany ze stopionym lipidem w
podwyzszonej temperaturze, przy zastosowaniu mieszadta szybkoobrotowego.
Utworzona emulsja wstepna jest stabilizowana przez dodanie do fazy wodnej zelatyny
lub poloksameru 407. Nastepnie emulsja jest dyspergowana w podwyzszonej
temperaturze w fazie wodnej zawierajgcej alkohol poliwinylowy. Otrzymana emulsja
wielokrotna (w/o/w) jest mieszana przez 3-5 h i jednoczes$nie chiodzona w
temperaturze pokojowej. Wytracone mikroczgstki oddziela sie przez filtracje. Metodg tg
sporzadzano mikrosfery lipidowe z kromoglikanem sodowym o wielkosci czastek ok. 80
um [49].

4. TRWALOSC ZAWIESIN LIPOSFER | ZJAWISKO KRYSTALIZACJI LIPIDOW

Podstawowym zjawiskiem fizycznym zachodzacym podczas przechowywania
liposfer jest ich aglomeracja, a takze wzrost wielkosci pojedynczych czgstek.

Stabilno$¢ fizyczng dyspersji liposfer okresla sie gtéwnie wykonujgc pomiar
wielkosci czastek (np. metodg dyfrakcji laserowej). Ponadto prowadzi sie badania
potencjatu zeta, badanie metoda roznicowej kalorymetrii skaningowej (DSC) oraz
obserwacje mikroskopowe.

Na stabilnos¢ SLN wplywa skiad matrycy lipidowej, uzywane emulgatory i
wspotemulgatory, skfadniki fazy dyspersyjnej i pH tej fazy oraz wilasciwosci
inkorporowanych  substancji leczniczych. Ponadto czynnikami zewnetrznymi
wpltywajgcymi na stabilnos¢ podczas przechowywania zawiesin liposfer sg: ekspozycja
na swiatto, temperatura oraz materiat opakowan.

Do czynnikow destabilizujagcych w procesie otrzymywania liposfer naleza:
sonikacja oraz proces sterylizacji, a takze suszenie rozpytowe.

Podstawowym problemem podczas przechowywania uktadoéw jest ich
destabilizacja objawiajaca sie zelowaniem. Zelowanie poprzedza aglomeracja czastek
[52]. Wiele doniesien literaturowych potwierdza, ze na zjawisko Zelowania wptywajg
podobne czynniki zewnetrzne, jak w przypadku krystalizacji lipidu (temperatura
przechowywania i ekspozycja na swiatto), a stopien zelowania koreluje ze stopniem

krystalizacji lipidow. Wprawdzie Zelowanie to proces niekorzystny, lecz to zjawisko
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wykorzystano proponujac zelujace uktady jako podstawy kremdw kosmetycznych [16,
33, 43, 44].

Badano dziatanie swiatta, temperatury oraz materiatu opakowan na stabilnos¢
fizyczng zawiesiny nanosfer [50]. SLN sporzadzone na bazie Compritolu, z
emulgatorem Pluronic F68, byty przechowywane w temp. 8°, 20° i 50°C. Dodatkowo
uktady byty eksponowane na r6znego typu oswietlenie. Najszybciej ulegty destabilizaciji
uktady przechowywane w fiolkach z bezbarwnego szkta poddane dziataniu Swiatta
sztucznego, natomiast najbardziej stabilne byly préby chronione od sSwiatta.
Najszybsze zelowanie obserwowano w temp. 50°C, a obnizenie temp. do 20°C
przediuzyto stabilnos¢ uktadu do 3 miesiecy. Liposfery przechowywane w temp. 8°C
bez dostepu Swiatta byly stabilne przez 3 lata.

Ci sami autorzy [51] badali wptyw rozcienczenia uktadéw wodg lub roztworem
elektrolitéw na stabilnos¢ liposfer. Potencjat zeta mierzony w stabilnych ukfadach
wynosit —25 mV. Dodanie do zawiesiny SLN roztworu elektrolitéw powodowato
redukcje ujemnego potencjatu zeta do —15 mV, co prowadzito do agregacji czastek
lipidowych i w konsekwencji uktady zelowaty.

Poza wtasciwosciami lipidu wybér rodzaju emulgatora oraz jego stezenia jest
czynnikiem kluczowym wptywajgcym na jakos¢ liposfer [13]. Wiele uwagi poswiecono
badaniom przydatnosci w tych uktadach fosfolipidow (lecytyny) jako biozgodnych
emulgatorow.

Dowiedziono, ze stabilnos¢ SLN maleje wraz ze wzrostem zawartosci
fosfolipidow w uktadzie (od 0,5 do 3,0%). Wprawdzie dochodzi wtedy do wzrostu
ujemnego potencjatu zeta (z wartoéci —19,5mV do —-42,6 mV), lecz jednocze$nie
zwieksza sie rozmiar czgstek. Wskazano zakres stezenia fosfolipidow 0,5 — 1,0% jako
optymalny w zawiesinie nanosfer zbudowanych z kwasu stearynowego [52].

Réwniez Ahlin i wsp. [17] stwierdzili, ze fosfolipidy uzyte w stezeniu 1-2%
pozwalaty na otrzymanie zawiesiny liposfer, natomiast przy wyzszym stezeniu (ponad
2%) otrzymywano dwa rodzaje czgstek w uktadzie: nanoczastki lipidowe i wieksze
czastki przypominajgce liposomy lub SLN z wieloma warstwami fosfolipidow na
powierzchni. Wraz ze wzrostem stezenia fosfolipidéw, ilos¢ wiekszych czgstek typu
liposomow wzrastata [17].

Westesen i wsp. [7, 53] badali zawiesiny nanoczastek lipidowych zbudowanych
z tripalmitynianu. Uklady te stabilizowane fosfolipidami szybko ulegaly zelowaniu.
Ustalono, ze fosfolipidy uzyte jako samodzielny emulgator nie sg w stanie doktadnie
pokry¢ powierzchni krystalizujgcych czastek lipidowych, uformowana bariera steryczna
jest niekompletna i dochodzi do agregacji czgstek. Zjawisku zelowania zapobiegano

dodajac wspotemulgatoréw (glikocholan sodu, tyloksapol, poloksamer). Sg one
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adsorbowane na wolnej powierzchni liposfer tworzac w ten sposoéb kompletng bariere
(Ryc. 1).

Emulgatorem stosowanym w celu sporzadzania SLN jest réwniez poloksamer.
Znany jest amfifiiny charakter tego polimeru i jego zdolno$¢ do tworzenia hydrofilowe;j
otoczki wokoét czagstek SLN [13, 54]. Badano wptyw poloksameru (w stezeniu od 0,5%
do 3,0%) na stabilnos$¢ liposfer [50, 52]. Nie dochodzito do zmiany potencjatu zeta wraz
ze wzrostem stezenia poloksameru w uktadzie (wartos¢ potencjatu zeta wynosita od -
31,1 mV do -28,5 mV), lecz obserwowano wzrastajgcq tendencje do zelowania, gdy
stezenie emulgatora byto wyzsze niz 1%, co mogto by¢ zwigzane z Zelowaniem
samego poloksameru, a nie liposfer [52].

Pod katem zjawiska zelowania obserwowano mikrosfery lipidowe o wielkos$ci
czgstek od 1 do 300 pm, w ktérych inkorporowano bupiwakaine [55]. Jako
emulgatoréow uzyto fosfolipidy, zardwno naturalne, jak i syntetyczne, a matryce lipidowag
stanowity triglicerydy. Stwierdzono, ze w badanych uktadach na Zzelowanie miaty
wptyw: temperatura przechowywania, stezenie substancji leczniczej i typ fosfolipidu.
Kluczowym czynnikiem powodujagcym zelowanie zawiesin liposfer byt jednak typ
uzytych fosfolipidow. Syntetyczne fosfolipidy w porownaniu z naturalnymi, powodowaty
opOznienie Zelowania. Wzrost stezenia bupiwakainy z 2% do 4% przyspieszat
zelowanie, podobnie jak przechowywanie uktadéw w temperaturze pokojowe;.
Obserwowano takze wptyw obecnosci polimeru hydrofilowego na trwatos¢ uktadu i
stwierdzono, ze dodatek karmelozy sodowej poprawiat stabilnos¢ fizyczng ukfadéw
przechowywanych w temperaturze pokojowej z syntetycznym fosfolipidem jako
emulgatorem.

Podjeto prébe zwiekszenia stabilnosci SLN poprzez ich inkorporacie w
uktadach hydrozelowych [56]. Badania prowadzono przez 3 miesigce przechowujgc
proby w temperaturze pokojowej. Nie stwierdzono wzrostu wielko$ci czgstek ani zmian
potencjatu zeta, a takze agregaciji SLN wprowadzonych do hydrozeli. Zaobserwowano
rowniez, ze obecnos¢ czgstek lipidowych prowadzita do zwiekszenia wtasciwosci
elastycznych podtoza. Taka wtasciwos¢ jest korzystna w preparatach

dermatologicznych.
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Ryc. 1. Stabilno$¢ zawiesin nanoczgstek lipidowych w obecnosci fosfolipidow i

wspétemulgatorow [53].

W badaniach nad wptywem emulgatoréw na stabilno$¢ fizyczng nanosfer
lipidowych stwierdzono, ze dobdr wiasciwych emulgatoréw, we witasciwym stezeniu
jest krytycznym czynnikiem decydujgcym o stabilnosci zawiesiny liposfer. Na
podstawie badan DSC, poréwnujac polisorbat, poloksamer i TegoCare 450
dowiedziono, ze dla nanosfer z Witepsolu E85, najkorzystniejszym emulgatorem jest
TegoCare 450 w stezeniu 1,5% [57].

Badano wpltyw réznych emulgatorow na krystalizacie SLN zbudowanych z
tripalmitynianu glicerolu [60]. Uzyto glikocholan sodu, oleinian sodu, tyloksapol, Solutol
HS 15 i Cremophor EL oraz ich mieszaniny z lecytyng sojowg. Zastosowane emulgatory
nie mialy wprawdzie znaczacego wplywu na temperature krystalizacji lipidu, lecz
wptywaly na przemiany polimorficzne czgstek tripalmitynianu, co oznacza, ze dochodzito
do interakcji pomiedzy otoczkg z emulgatora a triglicerydowa matrycg. Ponadto
wykazano, ze gtéwne przegrupowania form polimorficznych w SLN majg miejsce po

krystalizacji lipidu. Wynika z tego, ze emulgatory majg wptyw nie tylko na wielkosé
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czastek oraz stabilnos¢ zawiesin liposfer, ale takze wptywajg na wewnetrzng strukture
czgstek lipidowych.

Podjeto probe wyjasnienia zwigzku stabilnosci SLN ze stanem krystalicznym
fazy lipidowej badajac polimorfizm lipidow w zawiesinach SLN [58, 59].

Polimorfizm lipidéw w uktadach innych niz koloidalne dyspersje jest stosunkowo
dobrze poznany. Triglicerydy (triacyloglicerole), wystepujg w trzech odmianach
polimorficznych: a, B’ i B, co zobrazowano na ryc. 2 [60]. Najbardziej niestabilng
odmiang polimorficzng jest forma a (heksagonalna), ktora jest tylko czesciowo
uporzadkowana, z niewielkg rotacjg grup alifatycznych. Tworzy sie ona w wyniku
szybkiego chtodzenia stopionego lipidu. Przejscie do $cisle uporzgdkowanej formy B’
(ortorombowej) mozna uzyskac¢ przez powolne ogrzewanie formy a do jej stopienia
oraz powolne zestalanie. Z kolei z formy [’ nastepuje przejscie do formy
(tréjskosnej), ktérg réwniez mozna otrzymaé przez krystalizacje z rozpuszczalnika.
Odmiana B o najwyzszej temperaturze topnienia jest najbardziej trwata, poniewaz
reprezentuje uktad najbardziej uporzadkowany i najscidlej upakowany [60, 61]. W
odmianie B wszystkie ptaszczyzny, w ktérej lezg zygzakowate tancuchy weglowe sag
utozone réwnolegle wzgledem siebie. Jednostkg dtugosci krystalizacji w formie B jest
dtugos¢ dwaoch (B2) lub trzech (B3) fancuchow (Ryc. 3) [60].

Ryc. 2. Schemat formy a (heksagonalnej), B’ (ortorombowej) i B (tréjskosnej) lipidow
[60].

\ ) !
SR, SV . S W
dwa tancuchy 1 trzy tancuchy

Ryc. 3. Jednostki krystalizacyjne lipidow [60].
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Przejscie ze stanu stopionego lipidu w forme a jest zjawiskiem odwracalnym,

natomiast dalsze przejscia sg nieodwracalne, co przedstawia ryc. 4 [62].

forma a
Lipid stopiony —> orma B
forma f3

Ryc. 4. Przejscia polimorficzne lipidow [62].

Formy krystaliczne lipiddw w nanosferach lipidowych byty przedmiotem kilku
opublikowanych prac [58, 61, 63-65]. Ustalono, ze krystalizacja triglicerydéw podczas
gwaltownego chtodzenia zawiesiny liposfer prowadzi do powstania niestabilnej formy q,
ktéra przechodzi poprzez odmiane B’ w stabilng forme B podczas ogrzewania lub w
trakcie przechowywania. Okazuje sie, ze w dyspersjach koloidalnych zjawisko
zachodzi szybciej niz w samodzielnym lipidzie. Ponadto przemiany polimorficzne
zachodzg wolniej dla trigliceryddw o dtugich tarncuchach kwaséw ttuszczowych [64].

Sporzadzano SLN na bazie Compritolu z poloksamerem 188 jako emulgatorem
[58]. Stopien krystalizacji lipidu badano metodg DSC. Bezposrednio po sporzadzeniu
SLN frakcja lipidu nie byta catkowicie zestalona. Compritol krystalizowat w mieszaninie
form polimorficznych: stabilnej B’ i niestabilnych a i sub-a. Czynniki destabilizujgce, jak
Swiatto czy temperatura przechowywania, byly przyczyng wyraznego wzrostu
szybkosci przemiany lipidu w forme ’. W miare zestalania sie¢ Compritolu, malata ilos¢
defektéw sieci krystalicznej oraz udziat niestabilnych form a i sub-a. Zawiesina SLN
zelowata, gdy lipid krystalizowat catkowicie w formie f3'.

Westesen i Bunjes [63] badali zjawisko krystalizacji nanoczastek
sporzadzonych z pojedynczych ftrigliceryddéw: trilaurynianu, trimyrystynianu,

tripalmitynianu i tristearynianu glicerolu. Stwierdzono, ze nanoczastki sporzgdzone z
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udziatem triglicerydéw statych w temperaturze pokojowej niekoniecznie krystalizujg
podczas chiodzenia. Jesli krystalizacja czastek nie jest wymuszana przez chtodzenie
dyspersji ponizej krytycznej temperatury rekrystalizacji, czastki znajdujg sie w stanie
przechtodzonym w ciggu dtuzszego czasu. Nie otrzymuje sie wtedy dyspersiji statych
czgstek, a jedynie emulsje ptynnych lipidow.

Krystalizacje lipidu (Compritol) w SLN za pomocg DSC badali réwniez Freitas i
Muller [58]. W dniu sporzadzania nanosfer krystalizacja lipidu byta wysoka (ok. 70 —
80%), a dalsza krystalizacja nastepowata podczas przechowywania. Stwierdzono, ze
pozornie stabilne SLN (ptynne zawiesiny) nie krystalizowaty catkowicie podczas
przechowywania nawet przez 3 lata. W uktadach obecne byly formy: a i sub-a oraz 3.
Jedynie w zawiesinach zelujgcych faza lipidowa byta catkowicie skrystalizowana i
wystepowata w nich tylko forma 3’

Niewtasciwie przebiegajacy proces krystalizacji moze prowadzi¢ do probleméw
zwigzanych nie tylko ze stabilnoécig fizyczng zawiesiny liposfer, lecz takze do
wykluczania substancji leczniczej z wnetrza matrycy lipidowej (str. 27 - 29).

Inkorporacji substancji leczniczych nie sprzyja scisle upakowana struktura
lipiddw w nanoczgstkach lipidowych zbudowanych z pojedynczych triglicerydéw [63].
Aby zaburzyé strukture pojedynczego triglicerydu proponuje sie wiec jako matryce
mieszaniny triglicerydow: trimyrystynianu z tristearynianem oraz trilaurynianu z
tristearynianem.

Sposobem na zwigkszenie inkorporacji substancji leczniczej jest kontrolowane
zestalanie sie stopionych i homogenizowanych czastek lipidowych w odmiane nisko
uporzadkowang a lub forme amorficzng i uzyskiwanie lipidow w stanie przechtodzonym
[63, 64, 66]. Taki stan wykazuje wysokg zdolnos$¢ inkorporacji obcych czasteczek.
Jednak z drugiej strony, tak jak wyzej opisano ukfady te nie sg stabilne fizycznie [66,
67].

5. INKORPORACJA SUBSTANCJI LECZNICZYCH W LIPOSFERACH

Liposfery wynaleziono z myslg o ich wykorzystaniu jako nosnikéw substancii
leczniczych. Podejmowano préby inkorporacji w SLN wielu substancji, np. diazepamu,
retynolu, koenzymu Q10, prednizolonu, tetrakainy, etomidatu [1], a wyniki tych badan
opisane sg ponizej.

Ocena stopnia zamykania substancji leczniczych w liposferach, badania
mikroskopowe i instrumentalne pozwolity na ustalenie, Zze w zaleznosci od metody

otrzymywania liposfer, rozmieszczenie inkorporowanej substancji leczniczej w statej
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matrycy moze by¢ rézne. Miller i wsp. [1] rozrézniajg nastepujace modele liposfer
(SLN) w zaleznosci od lokalizacji substancji leczniczej w czastce lipidowej (Ryc. 5):

a) model statego roztworu

b) model rdzen — powtoka |

¢) model rdzeh — powtoka Il

powloka wzbogacona
substancja lecznicza

/4

lipidowa powtoka

¥

substancja lecznicza w
rdzeniu, w rozproszeniu
molekularnym

rdzen wzbogacony

lipidowy substancja lecznicza

rdzen

a) b) c)

Ryc. 5. Rézne typy (modele) liposfer w zaleznosci od lokalizacji substancji leczniczej w

czgstce lipidowej [1].

a) Model statego roztworu. Wystepuje przy sporzadzaniu liposfer technikg
zimnej dyspersji, bez udziatu emulgatorow i solubilizatorow. Substancja lecznicza
znajduje sie w lipidowej matrycy w rozproszeniu molekularnym (Ryc. 5a).

b) Model rdzern — powioka I. Wystepuje w liposferach otrzymywanych metoda
homogenizacji na goragco. Przy wzroscie temperatury podczas sporzadzania
substancja lecznicza czesciowo przechodzi z fazy lipidowej do wodnej. Podczas
chtodzenia nastepuje redystrybucja substancji leczniczej do lipidu, z koncentracjg
powierzchniowa. Wiekszos¢ substanciji leczniczej znajduje sie w powtoce (Ryc. 5b).

c) Model rdzen — powfoka Il. Wystepuje w liposferach sporzadzonych technikg
goracej dyspersji. Substancja lecznicza tworzy roztwér nasycony w lipidzie. Podczas
chtodzenia dochodzi do przesycenia tego roztworu i w konsekwenciji krystalizacja lipidu
zachodzi wolniej, niz wytrgcanie substancji leczniczej. Dalsze chtodzenie prowadzi do

rekrystalizacji lipidu otaczajgcego rdzen z substancjg leczniczg. Powloka lipidowa w
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ten sposéb bedzie otaczata rdzen, gdzie znajduje sie wiekszos¢ substancji leczniczej
(Ryc. 5¢).
llos¢ substanciji leczniczej, ktéra moze by¢é zamykana w liposferach, zalezy od
wielu czynnikéw. Podstawowy wptyw ma [1]:
e rozpuszczalnos¢ substancji leczniczej w stopionym lipidzie
e zdolnos¢ mieszania sie stopionej substancji leczniczej ze stopionym lipidem
e chemiczne i fizyczne wtasciwosci statej matrycy lipidowe;j

e forma polimorficzna lipidu.

Badano wptyw struktury i lipofilnosci znacznika (,spin probe”) na jego
inkorporacje i rozmieszczenie w nanoczastkach lipidowych zbudowanych 2z
tripalmitynianu glicerolu, stabilizowanych lecytyng sojowg oraz poloksamerem 188 [68].
Wykazano, ze czasteczki substancji stabo lipofilowych rozmieszczajg sie gtownie
pomiedzy statym rdzeniem lipidowym a zewnetrzng warstwg fosfolipidowg SLN. W
miare wzrostu lipofilno$ci substancji zwieksza sie jej ilos¢ w statym rdzeniu lipidowym.
Substancje amfifiine znajdujg sie gtéwnie w warstwie fosfolipidowej, natomiast
substancje hydrofilowe nie sg zamykane w liposferach i pozostajg w fazie wodne;.

W celu okreslenia wplywu stanu fizycznego matrycy lipidowej na inkorporacje
substancji leczniczej badano modelowe nanoczagstki zbudowane z trimyrystynianu
glicerolu (Dynasan 114) oraz z Witepsolu (H 35, H 42 i E 85) [69]. Inkorporowano
menandion, walerianian betametazonu, ubidekarenon (Q), prednizolon, oksazepam,
kortyzon, diazepam i retynol. Stosowano rézng temperature chtodzenia nanosfer
lipidowych, co miato wptyw na stan krystaliczny matrycy. W temp. 4°C matryce z
Dynasanu zestalaty sie, natomiast nie doszto do krystalizacji matryc z Witepsolu. Fakt
ten jest Scisle powigzany ze zdolnoscig inkorporacji substancji leczniczej. Gdy
nanosfery lipidowe na bazie Dynasanu 114 byly przechowywane w temperaturze
pokojowej, znajdowaly sie w stanie ptynnym przechtodzonym i wykazywaty wysokg
zdolnos¢ inkorporacji substancji leczniczej (menadionu). Natomiast krystalizacja
Dynasanu 114 prowadzita do wykluczania substancji leczniczych do fazy wodne;j.
Dzieje sie tak, pomimo, Ze ruchliwo$¢ czgsteczek substancji leczniczej w statej czgstce
lipidowej jest drastycznie zredukowana. Dowiedziono, ze sposréd badanych substancji
leczniczych Qqo jest jedynym zwigzkiem, ktory dodany w wysokim stezeniu (nawet
50%) nie powoduje destabilizacji zawiesiny nanosfer i silnie wbudowuje sie w zestalony
lipid.

Kontynuowano badania struktury SLN z palmitynianu cetylu (15%), w obecnosci
Q1o (4,8%) [70]. Na podstawie badan DSC oraz NMR stwierdzono, ze wiekszo$¢

substancji aktywnej (ok. 60%) tworzy z zestalonym lipidem homogenng mieszanine.
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Natomiast pozostata cze$¢ Q4o tworzy osobng faze. Dodatkowo moze formowaé sie
pojedyncza warstwa substancji leczniczej wokét homogennej czastki lipid/Qqo.

Réwniez badania czastek SLN z tripalmitynianu glicerolu prowadzone metodg
TEM (transmisyjna mikroskopia elektronowa) wykazaty, ze przy wysokim stezeniu Q1o
(30 — 50%) nanoczgstki majg budowe dwufazowa. Faza statego triglicerydu ma wyglad
ptytek, do ktérych na jednym koncu przytwierdzona jest mikrokropelka substanciji
leczniczej, wykluczonej z czesci statej podczas krystalizacji lipidu (Ryc. 6) [67, 71].
Struktura ta przypomina strukture obserwowang w liposferach ztozonych ze statego i

ptynnego lipidu (str. 42).

widok z gory widok z boku
nadmiar Qy
@ tripalmitynian :
(stata matryca)

Ryc. 6. Model czgstki SLN z tripalmitynianu glicerolu zawierajgcej ubidekarenon (Q1o)
[67].

Poréwnywano nanosfery z woskow i glicerydow pod wzgledem zdolnosci
inkorporacji retynolu, wielkosci czastek oraz sieci krystalograficznej [72]. Uzyto
glicerydy: monostearynian glicerolu (Imwitor 900), behenian glicerolu (Compritol 888) i
tripalmitynian glicerolu (Dynasan 116), natomiast badane woski to palmitynian cetylu
(Cutina CP) i wosk pszczeli. Liposfery zbudowane z glicerydéw wykazaty duzg
zdolnos¢ inkorporacji substancii leczniczej, lecz ich stabilno$¢ fizyczna byta bardzo
mata. Sposréd badanych ftriglicerydow najbardziej stabilny uktad uzyskano z
Dynasanem 116, natomiast Imwitor tworzyt najmniej stabilne zawiesiny - dochodzito do
aglomeracji czastek. Z kolei czastki lipidowe na bazie woskéw wykazywaty wprawdzie
oczekiwang wielko§¢ oraz zadowalajgcg trwatosé fizyczng, lecz ich wysoko
zorganizowana struktura krystaliczna nie pozwalata na wystarczajaca inkorporacje
substancji leczniczej: udato sie w nich zamkng¢ jedynie ok. 10% catkowitej dawki

retynolu, gdy tymczasem w liposferach z Compritolu wskaznik ten wynosit 70%.
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Substancje lecznicze mogg by¢ inkorporowane w sieci krystalicznej lipidu, ktéra
jest niedoskonata. llos¢ defektéw krystalicznej matrycy lipidowej warunkuje zdolno$é
inkorporacji w niej substancji leczniczych. Substancja lecznicza moze by¢ zamknieta w
czastce, gdy nie zaburza struktury krystalicznej lipidu lub jezeli jej czasteczki pasuja
przestrzennie do sieci, a takze, gdy substancja lecznicza i matryca lipidowa majg
zdolnos¢ formowania wspélnej sieci krystalicznej. Jesli jest to niemozliwe, substancja
lecznicza jest wykluczana z matrycy lipidowej podczas krystalizacji lub jej przemian
polimorficznych i w konsekwencji wykrywana jest w fazie wodnej, w ktérej obserwuje
sie jej wytracenie. Przykladem substancji, ktére ulegajg inkorporacji w liposferach (w
okreslonym zakresie stezen) sg wspomniane wyzej retynol i Qi [69, 70, 72]. Ich
czgsteczki posiadajg diugie i apolarne fahcuchy weglowe, co moze by¢ korzystne dla
L,wpasowania sie” ich w strukture krystaliczng lipidu. Takze uzycie proleku substancji
lipofilowych, np estréw diugotancuchowych kwaséw ttuszczowych stuzy zwiekszeniu
inkorporaciji [66].

Wyniki badan inkorporacji wielu innych substancji leczniczych nie sg
jednoznaczne i trudno jest na ich podstawie ustali¢ jakie sg reguty doboru matrycy
lipidowej i emulgatora, tak aby uzyska¢ zadowalajgce stezenie substancji leczniczej w
noéniku. Ponizej przedstawione sg niektére prace poswiecone temu zagadnieniu.

Prébowano inkorporowaé menadion w dyspersji nanosfer, gdzie faze lipidowg
stanowit pojedynczy lipid: trimyrystynian glicerolu [64]. Stwierdzono, ze stan fizyczny
matrycy lipidowej jest waznym czynnikiem determinujagcym zdolnos$¢ inkorporacii
substancji leczniczej. Krystalizacja lipidu prowadzita do wykluczania substanciji
leczniczej z matrycy i wytracania jej krysztatdow (igty) w fazie wodnej dyspersji
chtodzonej w temp. 4°C. Inkorporacja byta znaczaco mniejsza niz obserwowana w
czgstkach w stanie przechtodzonym [64].

W liposferach sporzadzanych metoda dyfuzji rozpuszczalnika inkorporowano
cyklosporyne A jako modelowg substancje lipofilowa [73]. Udato sie inkorporowaé
97,5% catkowitej dawki cyklosporyny A w matrycy ze stearyloaminy, wprowadzajgc
substancje leczniczg w ilodci 5 mg/50 mg lipidu. Ponadto cyklosporyne A
inkorporowano réwniez w SLN sporzadzanych metodg mikroemulsji [74]. Do uzyskania
mikroemulsji uzyto kwas stearynowy i lecytyne sojowa. Wprowadzajac cyklosporyne A
w iloéci 440 mg/g lipidu, uzyskano inkorporacje najwyzej 13% substanc;ji.

W SLN sporzadzanych metodg mikroemulsji inkorporowano roéwniez
interleukine-2, paklitaksel, a takze kompleksy B — cyklodekstryn z hydrokortyzonem i
progesteronem [28]. Uzyskano wydajnos¢ inkorporaciji w zakresie od 2,8% (paklitaksel)
do 48% (interleukina-2).
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Badano wptyw rodzaju matrycy lipidowej na inkorporacje nimesulidu w SLN
[45]. Przy zastosowaniu tristearynianu glicerolu zamykaniu ulegato 10% substancji
leczniczej, w Precirolu - 28%, a w Compritolu - 27%. Ponadto stwierdzono, ze w SLN
opartych na tristearynianie glicerolu dodatek Spanu 60 prowadzit do wzrostu
inkorporacji nimesulidu z 10% do 34%.

W SLN z kwasu stearynowego, kwasu behenowego i diglicerydu stearynowego
i cytrynowego (Acidan N12) inkorporowano diazepam [75]. Uzyskano zamykanie
substancji leczniczej w ilosci 1,2 — 2,2%, niezaleznie od uzytego lipidu. Ponadto
stwierdzono, Zze proces wyjatawiania nie wptywa na stopien zamykania substancji
leczniczej. Sposrod badanych lipiddw najmniej korzystnym pod wzgledem inkorporacji
diazepamu okazat sie Acidan N12.

Podejmowano réwniez préby uzyskania mikrosfer z bupiwakaina, ktére
zawieratyby substancje lecznicza w ilosci 0,5 g/g lipidu [55]. Dla wszystkich formulacji
zawierajgcych triglicerydy krétkotancuchowe  (trikaprynian i trilaurynian) ilos¢
bupiwakaniny oznaczona w fazie wodnej byta wyzsza (43 - 87,2%) w poréwnaniu z
uktadami, gdzie lipid stanowity ftriglicerydy dtugotancuchowe (tristearynian i
triarachidynian — 19 - 42%). Ponadto zaobserwowano rowniez wptyw emulgatora na
oznaczang ilos¢ substancji leczniczej w fazie wodnej. Gdy zastosowano fosfolipid
naturalny, w poréwnaniu do uktadu stabilizowanego fosfolipidami syntetycznymi (10 -
19%) ilos¢ oznaczana w fazie wodnej byta znaczaco wyzsza (43,2% catkowitej dawki).

Substancja lecznicza moze mie¢ wptyw na stabilnos¢ fizyczng zawiesin liposfer.
Pod tym wzgledem badano SLN z Dynasanu 112 i Compritolu, w ktérych
inkorporowano tetrakaine i etomidat (1 - 10% w stosunku do lipidu) [76]. Inkorporacja
tych substancji w matrycy zbudowanej z Dynasanu wywarta jedynie niewielki wptyw na
wielkos¢ czastek liposfer i potencjat zeta, niezaleznie od dawki substancji. Réwniez
stabilne byty nanosfery na bazie Compritolu z zawartoscia 1% i 5% tetrakainy.
Natomiast wyzsze stezenia tetrakainy (10%) oraz etomidatu (5 i 10%) powodowaty
zwiekszenie wielkosci czastek SLN.

Lipidowe czgstki sg nosnikiem przede wszystkim dla substancji o charakterze
lipofilowym. Hydrofilowe substancje moga by¢ inkorporowane jedynie w matym stopniu.
Niewielka jednak inkorporacja moze by¢ wystarczajgca dla peptydéw czy biatek [77]. |
tak podjeto probe uzycia SLN jako biozgodnych nosnikéw albumin [78]. Aby zapobiec
rozktadowi biatek w procesie tworzenia liposfer, adsorbowano albuminy na powierzchni
wytworzonych wczesniej SLN. Otrzymywano czgstki o wielkosci 660 nm, zawierajace
od 2,5 do 15% albumin.

Czastki lipidowe mozna otrzymywaé sprzegajac hydrofilowe substancje

lecznicze z lipidem, np. przez tworzenie soli z anionem stanowigcym reszte kwasu
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ttuszczowego lub przez wigzania kowalencyjne. Uzyskane potaczenie lipidowe moze
by¢ topione i wprowadzane do liposfer w procesie ich sporzadzania, przy zastosowaniu
metody goracej homogenizacji. W zaleznosci od rodzaju sprzegania, w takim typie
czastek mozna osiggng¢ inkorporacje rzedu 30 — 50% [77]. Mozna wiec mowi¢ o
dodatkowym typie nanoczastek lipidowych: LDC — Lipid Drug Conjugate [21, 79, 80].
Stworzono potgczenie zasady diminazenu z kwasem stearynowym lub z
kwasem oleinowym [80]. Potaczenia uzyskiwano poprzez rozpuszczanie w etanolu
substancji leczniczej i kwasu ttuszczowego w stosunku molowym 2:1, a nastepnie
odparowanie rozpuszczalnika w temp. 40°C pod zmniejszonym cisnieniem. Uzyskang
substancje dyspergowano w 1% wodnym roztworze polisorbatu 80 z glicerolem
homogenizujac (20 — 27 cykli, 1500 bar) z chtodzeniem produktu pomiedzy cyklami tak,
aby temperatura procesu nie przekroczyta 40°C. W taki sposéb uzyskano 5%

zawiesine czgstek LDC. Substancje leczniczg inkorporowano w iloéci 33%.

6. DOSTEPNOSC FARMACEUTYCZNA | BIOLOGICZNA SUBSTANCJI
LECZNICZYCH Z LIPOSFER

Badania in vitro

Aby doszto do wywotania efektu terapeutycznego substancja lecznicza musi
uwolni¢ sie z postaci leku. W warunkach in vitro substancja lecznicza uwalnia sie z
matrycy lipidowej na zasadzie dyfuzji. Na szybko$¢ uwalniania ma wptyw sktad matrycy
lipidowej, uzyte emulgatory, a przede wszystkim lokalizacja substancji leczniczej w
czastce lipidowej. Gdy substancja lecznicza znajduje sie w powtoce (model inkorporaciji
rdzen-powtoka 1), wtedy najczesciej nastepuje gwattowne uwalnianie, natomiast, gdy
substancja znajduje sie w statym rdzeniu lipidowym (model statego roztworu lub rdzen-
powtoka Il), mozna spodziewa¢ sie efektu przedtuzonego uwalniania.

Wyznaczano profil uwalniania substancji leczniczych z liposfer réznymi
metodami. Nalezy zaznaczyé¢, ze do tej pory brakuje standardowej metody badania
dostepnosci farmaceutycznej substancji leczniczej nie tylko z zawiesin liposfer, lecz
takze z mikrosfer polimerowych, stad tez réznorodnos¢ stosowanych technik:

1) metoda fopatkowa - z uzyciem farmakopealnego aparatu do badania

uwalniania z tabletek [13, 81],

2) metoda wielokompartmentowej komory obrotowej sktadajacej sie z dwoch
kompartmentow: donora i akceptora, pomiedzy ktérymi znajduje sie btona

dializacyjna [24, 26, 74],
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3) metoda bez membrany - dyspersje SLN umieszczano w probdéwce z okreslong
iloscig wodnego roztworu polisorbatu, na ktérego powierzchnie ostroznie
dodawano Miglyol 812 jako faze akceptorowg; probowke umieszczano w
termostatowanej (32°C) wytrzasarce [42],

4) metoda dyfuzji z worka dializacyjnego - zawiesine liposfer umieszczano w
worku dializacyjnym i zanurzano w plynie akceptorowym mieszanym
mieszadiem topatkowym [22] lub mieszadtem magnetycznym [81, 83],

5) metoda odwréconej dializy z uzyciem worka dializacyjnego - w dyspersji
nanosfer lipidowych umieszczano worki dializacyjne z fazg akceptorowg [25],

6) metoda w probowkach testowych - SLN dyspergowano w roztworze wodnym
zawierajacym 40% makrogolu oraz 0,5% polisorbatu 80 (pH 7,03) i sonikowano
przez 10 min, a nastepnie wytrzagsano w temp. 37°C [47],

7) metoda w komorach dyfuzyjnych Franza - stosowano termostatowane
komory z filtrem membranowym nasyconym myrystynianem izopropylu, na
ktéry nanoszono koncentrat liposfer; uktad miat symulowaé warstwe rogowg
skory [42, 84].

Uzyskano przedtuzone uwalnianie prednizolonu z SLN na bazie cholesterolu
lub Compritolu, gdzie inkorporowano 0,7% - 0,8% substancji leczniczej: w warunkach
in vitro przez ponad 5 tygodni uwolnito sie odpowiednio ok. 83% i 37% catkowitej dawki

prednizolonu. Profil uwalniania zobrazowano na ryc. 7 [81].

Cholesterol

Uwolniona substancja [%]

Czas [dni]

Ryc. 7. Uwalnianie prednizolonu z SLN w zaleznosci od rodzaju matrycy lipidowej [81].
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W badaniach SLN z cyklosporyng A zaobserwowano w czasie 15 min
gwaltowne uwolnienie ok. 18% catkowitej dawki substancji leczniczej, lecz przez
kolejne 16 dni substancja lecznicza uwalniata sie w sposob przediuzony, ze statg
szybkoscig - 4% cyklosporyny/dzieh [73]. W krotkoterminowym badaniu uwalniania
cyklosporyny A, 2z SLN sporzadzanych metodg mikroemulsji, stosujac
wielokompartmentowg komore obrotowag, po 2 h obserwowano uwolnienie mniej niz
4% dawki substancji leczniczej, gdy w tym czasie z nasyconego roztworu wodnego
uwalniato sie ponad 60% cyklosporyny A [74].

Poréwnywano szybkos¢ uwalniania witaminy A (retynolu) z SLN (Compritol) z
uwalnianiem z nanoemulsji [84]. Do badan zastosowano przeptywowe komory
dyfuzyjne Franza. W czasie 6 h uwalnianie z SLN byto trzykrotnie wolniejsze niz z
emulsji, natomiast w przedziale czasowym 12 — 24 h szybko$¢ uwalniania z obu
uktadéw byta podobna. Ponadto zaobserwowano korelacje pomiedzy przemianami
polimorficznymi lipidu i wzrastajgca szybkoscig uwalniania substancji leczniczej.
Autorzy wnioskowali, ze przedtuzone uwalnianie retynolu z Compritolu mozna osiggna¢
kontrolujgc przemiane polimorficzng formy B’ w forme B przez dobdr odpowiednich
emulgatorow [84].

Nie uzyskano przediuzonego uwalniania tetrakainy i etomidatu z nanosfer
lipidowych ztozonych z behenianu glicerolu (Compritol) i trilaurynianu glicerolu
(Dynasan 112) [81]. Tetrakaine i etomidat inkorporowano w ilosci 1%, 5% i 10%.
Gwattowne uwalnianie substancji zaobserwowano z SLN ztozonych zaréwno z
Dynasanu jak i Compritolu (Ryc. 8). Profil ten wskazuje na watpliwy wynik wydajnosci

zamykania tych substancji leczniczych w czgstkach lipidowych (85 — 100%).
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Ryc. 8. Uwalnianie substancji leczniczych z SLN zbudowanych z Compritolu i

stabilizowanych poloksamerem [81].
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Badano takze uwalnianie klotrimazolu z SLN, przeznaczonych do podania
miejscowego [38]. Poréwnywano SLN zawierajgce 10% i 20% fazy lipidowej. Szybko$¢
uwalniania klotrimazolu zalezata od catkowitego stezenia substancji leczniczej w
zawiesinie. Klotrimazol uwalniat sie szybciej, gdy uzyto go w nizszym stezeniu (0,5%),
poniewaz substancja lecznicza znajdowata sie w powtoce czgstki lipidowej, natomiast
gdy uzyto wyzsze stezenie (1%) substancji leczniczej, szybkos¢ dyfuzji substanciji
leczniczej ulegta zmniejszeniu.

Badano uwalnianie bupiwakainy z liposfer metodg z uzyciem worka
dializacyjnego [81]. Kontrole stanowit roztwor bupiwakainy do wstrzykiwan o stezeniu
0,75% (Marcaine). Zawarto$¢ bupiwakainy w zawiesinie liposfer wynosita 2 i 5%.
Poczatkowo w fazie akceptorowej oznaczono 4% substancji leczniczej, natomiast
pozostata dawka bupiwakainy uwolnita sie w ciggu 48 h (Ryc. 9), natomiast w prébie

kontrolnej uwolnienie catej dawki substancji leczniczej nastgpito w ciggu kilku godzin.

o 5%Bupiwakainy

. 2%Bupiwakainy

Uwolniona substancija [%]

Czas [h]

Ryc. 9. Uwalnianie bupiwakainy z liposfer [81].

Z kolei Masters i Domb [83] badajac profil uwalniania bupiwakainy z liposfer o
wielkosci 5-15um (3,6% i 1,6% substancji leczniczej), obserwowali uwalnianie

bupiwakainy w sposob przedtuzony w czasie diuzszym niz 2 dni, co obrazuje ryc. 10.
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Ryc. 10. Uwalnianie bupiwakainy z mikrosfer lipidowych [83].

Wptyw na szybkos¢ uwalniania substancji leczniczych z liposfer ma wielkos¢
czastek lipidowych, co obserwowano prowadzac badania uwalniania (metoda
topatkowa) substancji leczniczych (tetrakainy i etomidatu) z mikrosfer lipidowych o
réznej wielkosci czastek [81]. Otrzymano mikrosfery na bazie Compritolu o srednicy od
40 um do 1 mm. Wraz ze wzrostem srednicy liposfer, zmniejszata sie szybkosc¢

uwalniania substanciji leczniczych, co obrazuje ryc. 11.

Uwolniona substancja [%]
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Ryc. 11. Profil uwalniania tetrakainy (a) i etomidatu (b) z mikrosfer lipidowych z

Compritolu w zaleznosci od srednicy czgstek [81].

Uwalnianie substancji leczniczej w warunkach in vivo zachodzi na drodze
dyfuzji i degradacji matrycy lipidowej przez lipazy. Dlatego tez badania in vitro
prowadzono stosujgc rowniez dodatek enzymow [85].

Nanosfery lipidowe wykazujg rézny stopien trawienia przez enzymy lipolityczne,
w zaleznosci od sktadu matrycy lipidowej i uzytych emulgatorow [86]. W badaniach
wykazano zaleznos¢ pomiedzy szybkoscig trawienia enzymatycznego, a dtugoscia
tancucha kwasu tluszczowego wchodzacego w sktad trigliceryddw. Uzycie trigliceryddéw
o dluzszych tancuchach kwaséw ttuszczowych powodowato spowolnienie rozktadu
enzymatycznego. Dla badanych SLN najszybsza degradacja enzymatyczna zachodzita
dla Dynasanu 114 (myrystynian glicerolu), gdzie lipazy preferowaty lipidy o krétkim
tancuchu, srednia - dla palmitynianu cetylu, a najwolniejsza - dla lipidow z dtuzszym
tancuchem lipidowym (Compritol ATO 888).

Takze emulgatory zastosowane do stabilizacji zawiesin SLN wywieraty duzy
wplyw na szybkos¢ rozktadu enzymatycznego. Uzycie poloksameru 188 zapobiegato
szybkiej degradacji in vitro czastek na bazie Dynasanu 114, natomiast cholan sodu
przyspieszat trawienie enzymatyczne matrycy SLN. Taki dominujacy wptyw
emulgatorow moze byé wykorzystany w projektowaniu optymalnego sktadu SLN z
odpowiednig szybkoscig rozktadu enzymatycznego, co w konsekwencji daje
kontrolowane uwalnianie, niezalezne od matrycy lipidowej [86].

Podjeto réwniez interesujgce badania wptywu stopnia krystalizacji lipidu na
szybkos¢ trawienia enzymatycznego przez lipazy [87]. Jako matryc uzyto Dynasanu
114 i 116, a emulgatorami byty cholan sodu i poloksamer 407. Typ emulgatorow i
warunki przechowywania wptywaty na krystalizacje matrycy lipidowej, a w
konsekwencji na szybkos$¢ degradacji enzymatycznej. SLN sporzadzone na bazie
szybko krystalizujgcego lipidu (Dynasan 116), z uzyciem emulgatora nie wptywajgcego
na proces krystalizacji (poloksamer 407), nie wykazywaty zmian szybkos$ci rozktadu
przez enzymy w trakcie przechowywania. Z kolei SLN oparte na Dynasanie 114 (z
wiekszg iloscig formy a), stabilizowane cholanem sodu, byly trawione szybciej,
poniewaz emulgator dodatkowo zaburzat krystalizacje. Szybkos¢ trawienia ulegata
zmianie podczas przechowywania, gdy wzrastat stopien krystalizacji lipidu. W
badaniach tych potwierdzono tez fakt spowalniania trawienia enzymatycznego w

obecnosci poloksameru 407 [87].

Badania in vivo
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O nadziejach zwigzanych z wykorzystaniem liposfer jako nosnikéw substanciji
leczniczych, szczegdlnie dla podania pozajelitowego, swiadczy znaczna ilos¢ publikaciji
na temat farmakokinetyki substancji leczniczych podanych w tej formie. Badania te
prowadzone byty na zwierzetach.

Zwierzetom laboratoryjnym podawano dozylnie SLN z tobramycyng oraz
doksorubicyng, poréwnujac stezenia w tkankach z obserwowanymi po podaniu
roztworéw [28]. Posta¢ nanosfer lipidowych pozwala na wydtuzenie czasu
biologicznego pottrwania (tp5), ktéry dla tobramycyny wynosi 2 h. Oznaczono nizsze
stezenia doksorubicyny w poszczegolnych tkankach w poréwnaniu z obserwowanymi
po podaniu roztworu. Wyjatkiem byla tkanka mézgowa. Stwierdzono, ze nanoczastki
lipidowe wstrzykniete dozylnie sg zdolne do przejscia bariery krew - mozg [28].

Wykryto rowniez wyzsze stezenia w mobzgu po podaniu dozylnym
nastepujacych substancji leczniczych w postaci SLN: paklitakselu [24], 3',5-
dioktanoylo-5-fluoro-2’-deoksyurydyny [25], idarubicyny [26] i indometacyny [27].

Dozylnie podawano réwniez doksorubicyne w postaci SLN zbudowanych z
kwasu stearynowego lub jego koniugatu z makrogolem 2000 [23]. Po podaniu roztworu
we krwi wykryto substancje lecznicza juz po 1 min, natomiast po aplikacji SLN,
zarowno jednego i drugiego typu, po 30 — 45 min. Réwniez i w tym badaniu
doksorubicyne wykryto w mozgu i jej stezenie wzrastato wraz z iloscig dodanego
makrogolu 2000, natomiast w innych tkankach ilos¢ doksorubicyny byta nizsza, niz po
podaniu roztworu [23].

Kamptotecyne w ilosci 0,1% inkorporowano w SLN na bazie kwasu
stearynowego. Otrzymane liposfery miaty wielkos¢ ok. 196 nm. Po podaniu dozylnym
oznaczano poziom substancji leczniczej we krwi i w tkankach. W porownaniu z
roztworem po aplikacji SLN oznaczono wyzsze stezenia substancji leczniczej [22].

Wykazano, ze mikrosfery lipidowe z bupiwakaing o wielkosci 5-15 ym mogag
spowodowa¢ motoryczng i sensoryczng blokade nerwu kulszowego szczura [83].
Okreslono stopien blokady motorycznej: 1) reakcja normalna, 2) czesciowa blokada
motoryczna oraz 3) i 4) silna blokada motoryczna. Na ryc. 12 przedstawiono wyniki
obserwacji po podaniu okotonerwowym liposfer o wielkosci czgstek ok. 18 um. Silny
blok motoryczny utrzymywat sie w czasie do 3 dni i wykazano istotne réznice pomiedzy
konczyna, do ktérej wstrzykiwano mikrosfery lipidowe z bupiwakaing, a kohczyng
kontrolng. Nie udowodniono zaleznosci stopnia blokady od dawki substancji leczniczej
(3,6 — 5,6%). Wyniki odzwierciedlaty profil uwalniania bupiwakainy z mikrosfer
lipidowych in vitro w czasie 3 dni (str. 35). Ponadto stwierdzono, ze blokada nerwu,

spowodowana podaniem liposfer z bupiwakaing, jest bezpieczna i odwracalna.
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Ryc. 12. Blokada motoryczna nerwu kulszowego szczura po podaniu mikrosfer

lipidowych z bupiwakaing [83].

Krélikom podawano per os mikrosfery lipidowe z pirybedylem i uzyskano
przediuzone uwalnianie in vivo w czasie do 24 h (warto$¢ tn.x wynosita 1 h, a dla
zawiesiny pirybedylu 15 min) [29].

Podanie szczurom dodwunastniczo SLN z tobramycyng za pomoca kaniuli
prowadzito do wykrycia wysokiego stezenia substancji leczniczej we krwi nawet po 24
h od podania, a nanoczastki lipidowe znajdowaty sie w limfie. Natomiast tobramycyna z
roztworu nie wchtaniata sie [28].

Poréwnywano stezenia diazepamu we krwi po podaniu doodbytniczym trzech
postaci: roztworu, emulsji submikronowej i SLN [5]. Matryce lipidowe SLN tworzyt
palmitynian cetylu. Absorpcja diazepamu po podaniu doodbytniczym w postaci SLN
byta niska. Wartosci Cax i AUC dla SLN byty mniejsze niz obserwowano po podaniu
roztworu lub emulsji submikronowej. Niskg biodostepnos¢é diazepamu z SLN
ttumaczono inkorporacjg substancji leczniczej w ortorombowej matrycy palmitynianu
cetylu.

Zawiesine SLN o $rednicy ponizej 100 nm, zawierajacg 0,3% tobramycyny
podawano do oka krélika i porownano z efektem po podaniu roztworu substancji
leczniczej [26]. Stezenie tobramycyny w ptynie tzowym byto oznaczane do 6 h. W
poréwnaniu z kroplami z tobramycyna, dzieki SLN uzyskano znaczaco przedtuzone
dziatanie: wartosé t .« dla SLN wynosita 4 h, a dla kropli - 0,5 h [30].
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Z kolei zwezenie zrenic po podaniu pilokarpiny w postaci SLN byto 2,8 razy
wieksze niz po podaniu roztworu pilokarpiny [28].

Badano tez przenikanie przez skore kortykosteroidow w postaci SLN [34, 35,
36]. Otrzymano dobrze tolerowane przez skére preparaty, a przenikanie prednikarbatu
byto wieksze o 30% w poréwnaniu z kremem referencyjnym [34]. Stwierdzono, ze
nanosfery lipidowe sg dobrym nosnikiem substancji, ktore docelowo majg byé
dostarczane przezskornie [35]. Porownywano absorpcje walerianianu betametazonu z
kremu, nanoemulsji lub nanosfer lipidowych. Z kremu i nanoemulsji absorpcja byta

podobna, natomiast po podaniu dyspersji SLN notowano czterokrotnie wieksze

przenikanie [36].

W tabeli 3 przedstawiono, na podstawie wyzej wymienionych publikaciji,

podstawowe cechy farmakokinetyczne leku podanego w postaci liposfer.

Tabela 3. Farmakokinetyka substancji leczniczych podawanych w postaci liposfer

PODANIE

FARMAKOKINETYKA

Substancja lecznicza

[pi$miennictwo]

Dozylne

przedtuzone dziatanie

tobramycyna [28]

kumulacja substancji leczniczych w

mozgu

paklitaksel [24],
idarubicyna [26], 3’,5'-

dioktanoylo-5-fluoro-2’

deoksyurydyna [25],

indometacyna [27]

mniejsza kumulacja w tkankach

(poza mozgiem)

doksorubicyna [23]

wyzsze stezenie w tkankach

kamptotecyna [22]

Domiesniowe

przedtuzone dziatanie

bupiwakaina [83]

Doustne

przedtuzone dziatanie

pirybedyl [29]

Dodwunastnicze

zwiekszone stezenie we krwi

tobramycyna [28]

Doodbytnicze mniejsza dostepnos¢ biologiczna diazepam [5]

Do oka zwiekszona dostepnosc¢ biologiczna tobramycyna [30],
pilokarpina [28]

Na skoére zwiekszone przenikanie do naskoérka prednikarbat [34],

walerianian

betametazonu [36]
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7. NANOSTRUKTURALNE NOSNIKI LIPIDOWE (NLC®) JAKO ZMODYFIKOWANA
FORMA LIPOSFER

Jak wczesniej wskazywano (str. 25) niska zdolnos¢ inkorporacji substancji
leczniczej jest zwigzana ze Scisle upakowang strukturg krystaliczng matrycy lipidowej
SLN. Wedtug Mdllera i wsp. [20] mozna wyeliminowac¢ tg niekorzystna ceche, przez
dodanie ptynnego lipidu, co powoduje zmiany w strukturze krystalicznej matrycy
lipidowej. Proponowana jest wiec nowa generacja czagstek lipidowych, tzw.
nanostrukturalne nosniki lipidowe (Nanostructured Lipid Carriers, NLC®) [20, 88].
Najczesciej dodawanym olejem jest Miglyol 812, ze wzgledu na dobre wiasciwosci jako
rozpuszczalnika substancji leczniczych oraz biozgodno$¢ sktadu (trigliceryd kwasu
kaprylowego i kapronowego) [89].

Celem modyfikacji liposfer byto przede wszystkim zréznicowanie przestrzenne
matrycy lipidowej. Miller i wsp. [20] w badaniach nad strukturg czastek lipidowych
zawierajgcych ptynny lipid wskazujg, ze dodatek oleju prowadzi do zmiany
wewnetrznej struktury SLN i dzieki temu redukuje sie nadmierne wykluczanie
substancji leczniczej z jej wnetrza. Mozna wiec spodziewaé sie zwiekszenia
inkorporaciji substanciji leczniczej.

Badania nad strukturg nanoczagstek zbudowanych z lipidow statych i ciektych
prowadzono stosujagc NLC ztozone z behenianu glicerolu (Compritol 888) i Miglyolu
812 w roznych stosunkach [88]. Czastki badano metodg DSC i wykazano, ze oba lipidy
majg zdolnos¢ mieszania sie i ostatecznie formowania homogennych czastek. W
liposferach z wysokg zawartoscig Miglyolu (38%) krystalizacja matrycy lipidowej byta
jednak opdzniona.

Wedlug Millera i wsp. [20, 77] dodatek ciektych lipidow do statych matryc
lipidowych prowadzi do powstania jednego z trzech typow NLC (Ryc. 13):

e typu niedoskonatego
¢ typu amorficznego

e typu wielokrotnego.
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substancja o
lecznicza lipid staty

lipid

Ryc. 13. Schematyczna prezentacja trzech typéw NLC: niedoskonatego (a),

amorficznego (b) i wielokrotnego (c) [20, 43, 77].

W pierwszym typie (typ niedoskonaly) lipidy state i ptynne (oleje) sg
wymieszane. RoOznice strukturalne pomiedzy tymi lipidami przyczyniajg sie do
modyfikacji scisle upakowanej struktury SLN. Proces krystalizacji w matrycy
niedoskonatej prowadzi do powstania nieuporzadkowanej struktury, ktéra posiada
wolne przestrzenie dla czgsteczek substancji leczniczej. Dzieje sie tak, gdy ilos¢
dodanego ciektego lipidu jest niewielka [20, 77].

W typie amorficznym lipidy state i ciekle sg wymieszane w ten sposéb, ze nie
dochodzi do ich krystalizacji. Matryca lipidowa jest stata, lecz nie krystalizuje.
Zapobiega to wykluczaniu substancji leczniczej. Taki efekt uzyskuje sie przez
zmieszanie odpowiednich rodzajéw lipidéw statych z ciektymi, np. z myrystynianem
izopropylu [20, 77].

Gdy wprowadzone sg ciekte lipidy w wiekszej ilosci powstaje tzw. typ
wielokrotny. W tym przypadku podczas procesu chtodzenia dochodzi do rozdziatu faz
i w konsekwencji do wydzielenia nanoczastek olejowych. W typie wielokrotnym, ktory
stanowi dyspersje olej/lipid staty/woda, substancja lecznicza moze rozpuszczac sie w
lipidzie ciektym i w ten sposdb jest chroniona przed srodowiskiem wodnym [20, 77].

Czastki NLC poddano szczegoétowym badaniom strukturalnym stosujac techniki
'H-NMR, spektroskopie ESR, metode DSC oraz metody rentgenowskie [90].
Poréwnywano dyspersje SLN, NLC oraz nanoemulsje. Jako lipidow uzyto Compritolu i
Miglyolu. Wyniki badan DSC wykazaty dystrybucje oleju wewnatrz nanoczastek, gdy
zawartos¢ oleju jest niska (8 — 16%). Wtedy nanoczagstki olejowe sg otaczane statg

matrycg lipidowg Compritolu, a wewnatrz matrycy ich ukfad jest przypadkowy.
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Natomiast przy wiekszej zawartosci oleju (28 - 38%), fazy statego i ciektego lipidu sg
czesciowo oddzielone, przy czym faza olejowa skupia sie w centrum liposfer.

W odréznieniu od powyzszego modelu zaproponowanego przez zespoét Millera
[77] oraz przez Jenninga i wsp. [89, 90], Jores i wsp. [91] stwierdzili, ze rozmieszczenie
oleju w NLC wewnatrz statej matrycy lipidowej jest mato prawdopodobne, ze wzgledu
na zbyt $cistg strukture krystaliczng lipidu. Olej zostaje wykluczony na zewnatrz statego
lipidu podczas krystalizacji na etapie chtodzenia ukfadu. Do tego zjawiska dochodzi
nawet przy niewielkim stezeniu oleju w matrycy. W uktadach o niskim stezeniu lipidu
ptynnego, gdzie zawarto$¢ oleju jest zbyt mata, aby utworzy¢é samodzielng krople, olej
przylega do powierzchni czastki statego lipidu. Wraz ze zwiekszaniem sie zawartosci
oleju w matrycy otoczka olejowa staje sie kompletna i ostatecznie formuje sie
mikrokropelka olejowa na statej czgstce lipidowej. Ponadto dowiedziono, ze czagstki
NLC nie posiadajg struktury sferycznej, a raczej ptytkowa, natomiast olej rozmieszcza
sie miedzy ptytkg statego lipidu, a powierzchnig emulgatora znajdujgcego sie na

zewnatrz. Proces ten obrazuje ryc. 14 [91].

stata
matryca

emulgator

Ryc. 14. Struktura NLC zaproponowana przez Jores i wsp. [91].

Ci sami autorzy [92] badali takze fizykochemiczne wtasciwosci NLC za pomocg
'H — NMR oraz ESR. Potwierdzili, ze struktura NLC nie pozwoli, ze wzgledu na budowe
krystaliczng statych lipidow, osiggna¢ wysokiej inkorporacji substancji leczniczej, ani
tez nie zapewni jej ochrony przed $rodowiskiem wodnym.

Dodatkowo strukture przedstawiong na ryc. 14 potwierdzajg wyniki badan

metodg transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM) [93]. W obrazie mikroskopowym
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czastki nanoemulsji uwidaczniaty sie jako sferyczne struktury, natomiast dyspersja SLN
charakteryzowata sie odmiennym wygladem. Patrzac od gory czastki SLN byty ksztattu
kolistego lub eliptycznego, a widok z boku ujawniat ich strukture ptytkowa (w postaci
cienkich igiet). Z kolei struktura NLC (10% - 50% Miglyolu) miata charakter posredni
pomiedzy strukturg nanoemulsji i SLN. Widoczne byty cienkie ptytki o ksztatcie
kolistym, na konhcach ktérych znajdowaly sie mikrokropelki ptynnego oleju. Przy
zawartosci Miglyolu 10%, olej przylegat do powierzchni ptytki tworzac strukture
dwufazowa. Przy wzroscie stezenia (30% i wiecej), olej lokalizowat sie na jednym z
koncow ptytki statego lipidu formujac krople i tym samym tworzac strukture ksztattem
przypominajacg tyzeczke (ang. ,nanospoon”). Obserwowane struktury przedstawia

schemat (Ryc. 15).

Miglyol 10% Miglyol < 30%

Ryc. 15. Struktura ,tyzeczkowa” NLC [93].

Nanostrukturalne nos$niki lipidowe powinny przewyzszaé czastki SLN pod
wzgledem zdolnosci inkorporowania i uwalniania substancji leczniczej, gdyz poprzez
zréznicowanie przestrzenne matrycy majg umozliwi¢ inkorporacje wiekszej ilosci
substancji leczniczej oraz ograniczy¢ zjawisko wykluczania jej z czgstek podczas
przechowywania.

Podjeto prébe inkorporacji retynolu w NLC ztozonych z Compritolu i Miglyolu
[88]. Porownywano matryce lipidowe ze wzrastajgca iloscig Miglyolu: 0% (SLN), 8%,
16%, 28%, 38% i 100% (nanoemulsja). Uzyskano zamykanie 0,33% retynolu w SLN,
natomiast w uktadzie lipidow Compritol/Miglyol zamykano 3,8% substancji lecznicze;j.

Stwierdzono wplyw zawartosci oleju na szybko$¢ uwalniania retynolu. Przedtuzony
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profil uwalniania substancji czynnej wykazaty uktady z niskg zawartoscig Miglyolu (8% i
16%), natomiast przy ilosci 28% i 38% uwalnianie substancji leczniczej przebiegato
zgodnie z profilem uwalniania obserwowanym dla emulsji.

Jako modelowg substancje lipofilowg inkorporowano takze znacznik - 2,2,6,6-
tetrametylo-1-piperydynyloksy benzoesan [91]. Matryce lipidowg stanowit Compritol z
dodatkiem Miglyolu w ilosci 2%, 4% i 10%, a jako emulgator zastosowano poloksamer
188 (2,5%). Badania wykazaty, ze wiekszos¢ inkorporowanego znacznika zostata
wykluczona do otoczki nanosfer, a nawet do fazy wodne;.

Podobnie jak w przypadku SLN, zaproponowano zwiekszenie stezenia fazy
lipidowej w zawiesinach NLC nawet do 95%, tworzac koncentraty. Ta posta¢ ma
zapobiega¢ trwatej agregacji czastek lipidowych i w konsekwencji ma by¢ osiggana
stabilnos¢ fizyczna ukifadu po rozcienczeniu [20, 77]. Zaklada sie, ze struktura
stezonych uktadoéw przypomina krzemionke koloidalng, gdzie czgstki lipidowe tworzg
sie¢ ztozong z tancuszkéw peret’, co stabilizuje uktad przed rozcienczeniem. Réznice

pomiedzy zawiesing NLC i koncentratem przedstawia ryc. 16.

zawiesina czastek aglomeracja
lipidowych

rozcienczenie @ @ @
- @ g ) (53]
% 9 ¢

aplikacja

koncentrat NLC, dyspersja
(stabilna sie¢) nanoczastek

Ryc. 16. Struktura zawiesiny i koncentratu NLC [20].
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Wedtug Millera i wsp. [20] NLC mogg by¢ podawane wszystkimi drogami
opisanymi dla SLN. Przewiduje sie uzyskanie przediuzonego uwalniania substanciji
leczniczych z NLC po podaniu podskérnym lub domiesniowym, np. erytropoetyny, lub
podanie dozylne paklitakselu. Stata matryca nanoczastek lipidowych ma chroni¢ przed
rozktadem chemicznym substancje lecznicza, np. retynol czy koenzym Qi [20].

Podobnie jak SLN réwniez NLC mogg znalez¢ zastosowanie w kosmetyce jako
nosniki sktadnikéw aktywnych, perfum czy nawet srodkow odstraszajacych owady [20,
43]. Do czastek NLC wprowadzano np. filtry stoneczne, co dato efekt synergistyczny z

efektem rozpraszania swiatta przez czastki lipidowe [94].

8. OCENA TOKSYCZNOSCI LIPOSFER W ZALEZNOSCI OD DROGI PODANIA

Brak dostatecznych danych na temat dziatan niepozadanych liposfer na tkanki,
a takze ewentualnej toksycznosci tej postaci leku, stanowi gtéwny czynnik decydujacy
0 wyborze miejsca ich aplikacji i zastosowania.

Pomimo zatozenia, ze zawiesiny liposfer majg by¢ przeznaczone do podawania
pozajelitowego, do dnia dzisiejszego zadna z dyspersji SLN lub NLC nie weszta na
rynek farmaceutyczny [18]. Nie jest to zwigzane ze stosowaniem emulgatorow, gdyz
udowodniono, ze uktady te mozna tworzy¢ z emulgatorami akceptowanymi do podania
pozajelitowego: lecytyna, polisorbatem 80, poloksamerem 188, glikocholanem sodu,
Spanem 85 [1, 18].

Mdller i wsp. [95, 96] badali in vitro cytotoksyczno$¢ SLN na bazie myrystynianu
glicerolu i Compritolu. Jako emulgatoréw uzyto lecytyny, polisorbatu 80, poloksameru
oraz glikocholanu sodu. Poréwnywano wiasciwosci toksyczne otrzymanych liposfer
wobec ludzkich granulocytéw i stwierdzono, ze dziatanie cytotoksyczne jest nizsze w
poréwnaniu z mikrosferami ztozonymi z polimeréw biodegradowalnych PLA/GA. Wyniki
badan in vitro sugerujg, ze badane liposfery spetnialy konieczne wstepne warunki dla
postaci, ktére majg by¢ wprowadzone do lecznictwa.

W przeciwienstwie do podania pozajelitowego, podanie miejscowe czy doustne
nie stanowi problemu i uktady moga by¢ w tym celu stosowane bez bardziej
szczegotowych badan toksykologicznych. Dla miejscowego podania dopuszczalne sg
wszystkie sktadniki uzywane do sporzadzania liposfer. Przy podaniu doustnym mozna
z kolei wykorzysta¢ kazdy lipid i emulgator stosowany w postaciach aplikowanych

doustnie, takich jak: tabletki, peletki czy kapsutki.
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Wprawdzie dotychczasowe badania nie pozwalajg jeszcze na zastosowanie
kliniczne liposfer, lecz ich intensywnos¢ daje nadzieje na zaistnienie w lecznictwie tej

nowej postaci leku.
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Biodegradowalne substancje jak lipidy sg obiecujgcymi sktadnikami
nowoczesnych postaci leku i duza ilos¢ publikacji poswiecona jest ich zastosowaniu w
uktadach koloidalnych, ktorych technologie wspétczesnie zalicza sie do
nanotechnologii farmaceutycznych. Wsréd licznych prac poswieconych czastkom
ztozonym z lipidéw statych w temperaturze pokojowej i temperaturze ciata ludzkiego
niemal wszystkie poswiecone sg czastkom o wymiarach ponizej 1 um, przeznaczonym
do podania dozylnego, okreslanym jako nanosfery lipidowe (SLN - Solid Lipid
Nanoparticles). Nieliczne publikacje dotycza mikrosfer lipidowych - czastek o wielkosci
1-50 um. Zawiesiny takich czgstek mogg by¢ podawane pozajelitowo — na drodze
wstrzykniecia podskérnego, domiesniowego czy okotostawowego. W efekcie mozna
oczekiwaé przediuzonego dziatania, na skutek biodegradacji wolniejszej niz po
wstrzyknieciu nanosfer.

Celem pracy byto sporzadzenie czgstek lipidowych o srednicy powyzej 1 um,
ktore stanowityby biodegradowalne nosniki leku o przedtuzonym dziataniu,
przeznaczone przede wszystkim do podania pozajelitowego. Zatozono uzycie
wytacznie emulgatoréw akceptowanych do uzycia parenteralnego: fosfolipidéw,
poloksameru, polisorbatu oraz estrow sorbitanu z kwasami ttuszczowymi. Jako gtéwny
badany lipid wytypowano palmitostearynian glicerolu, na podstawie biozgodnego
sktadu chemicznego i odpowiedniej temperatury topnienia (55°C). Glicerol obecny w
uktadach regulowat ciSnienie osmotyczne.

Metody otrzymywania nanosfer lipidowych sg opisane w licznych pracach, a
najczesciej stosowang jest metoda emulgowania i homogenizacji na gorgco.
Zastosowano do otrzymania mikrosfer lipidowych podobng metode, z tg réznica, ze nie
stosowano etapu homogenizacji wysokocisnieniowej, co pozwalato na uzyskanie
mikrosfer lipidowych. Zatozono, ze wielko$¢ czastek liposfer powinna zawiera¢ sie w
zakresie 1-30 um, tak by odpowiadata wielkosci czgstek w zawiesinach pozajelitowych
stosowanych w praktyce klinicznej. Formg aplikacyjng liposfer powinna by¢ jatowa
zawiesina w izotonicznej fazie wodnej.

Poniewaz w badaniach wstepnych zaobserwowano, Zze podstawowym
problemem zwigzanym z trwato$cig dyspersiji liposfer w fazie wodnej jest ich Zzelowanie
z wytworzeniem uktadu potstatego, poszukiwano sktadu i sposobu sporzgdzania
zawiesin  mikrosfer tak, by zachowywaty pilynng konsystencje podczas
dtugoterminowego przechowywania. Wzieto pod uwage tworzenie matryc liposfer z

lipidu statego (gtéwnie palmitostearynianu glicerolu - Precirol ATO 5), jak réwniez z
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lipidu stalego w mieszaninie z olejem (Miglyol), tworzac ukfady analogiczne do
opisanych w literaturze nanostrukturalnych nosnikéw lipidowych (NLC).

Zawiesiny liposfer zawieraty 10% fazy lipidowej. Alternatywng formg mikrosfer
lipidowych, podobnie jak dla nanosfer, mogtyby byé koncentraty liposfer. Podjeto wiec
badania nad koncentratami zawierajgcymi 50% fazy lipidowe;j.

Badania histologiczne prowadzone na zwierzetach miaty wyjasni¢, czy badane
mikrosfery lipidowe ulegajg biodegradacji po wielokrotnym domiesniowym podaniu
zwierzetom.

Najistotniejszym etapem zaplanowanych badan byta ocena stopnia inkorporacji
substancji leczniczych w mikrosferach lipidowych i w tym celu tworzono zawiesiny i
koncentraty liposfer z modelowymi substancjami o zréznicowanej lipofilnosci:
bupiwakaing, stearynianem bupiwakainy oraz indometacyna. Zmiany sktadu liposfer
oraz sposobu ich sporzadzania miaty stuzy¢ zwiekszeniu zamykania tych substancji w
matrycy lipidowej liposfer. Kolejne doswiadczenia pozwalaty wyjasni¢, w jaki sposob
substancja lecznicza oddziatywuje z czgstkami lipidowymi i czy charakter tych
oddziatywah moze zapewni¢ jej przedtuzone uwalnianie, co mogtoby mieé
zastosowanie w praktyce klinicznej. Badania te prowadzono majac na uwadze czesto
rozbiezne wyniki publikowanych prac dotyczacych zdolnosci nanosfer lipidowych do
inkorporaciji substanciji leczniczych.

Temat badawczy realizowano wykorzystujac szereg metod analitycznych:
analize ilosciowg substancji leczniczych prowadzono metodg HPLC, analize wielkoSci
czastek liposfer — metoda dyfrakcji laserowej i mikroskopowg, ponadto analizowano
wiasciwosci reologiczne koncentratow liposfer, a do identyfikacji syntezowanego

stearynianu bupiwakainy uzyto techniki réznicowej kalorymetrii skaningowej (DSC).
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1. ODCZYNNIKI | APARATURA

1.1. Odczynniki

o Acetonitryl (Merck, Darmstadt, Niemcy)

o Alkohol cetylowy (Henkel, Hamburg, Niemcy)

o Alkohol cetostearylowy (Henkel, Hamburg, Niemcy)

o Bupiwakaina (otrzymano z ZF Polfa, Warszawa)

o Chlorek sodu (Kopalnia Soli, Wieliczka)

o Compritol 888 ATO - dibehenian glicerolu, behenian glicerolu (Gatteffose, Lyon,
Francja)

o Eozyna (POCH, Gliwice)

o Faza ruchoma do chromatografii bupiwakainy i stearynianu bupiwakainy:

40% (v/v) acetonitryl
25% (v/v) metanol

35% (v/v) 0,01 mol/l roztworu buforowego fosforanowego pH 7,7 o sktadzie:

potasu diwodorofosforan (KH,PO,) 0,97 g
potasu wodorofosforan (K;HPOy) 1,24 g
woda oczyszczona do 500 ml
o Faza ruchoma do chromatografii indometacyny:
roztwér octanu sodu 0,01 mol/l 35% (wag/wag)
metanol bezwodny do HPLC 65% (wag/wag)
korekta za pomoca kwasu octowego lodowatego do pH 3,61
o Gliceryna bezwodna cz.d.a. (POCH, Gliwice)
o Hematoksylina (Fluka Chemie, Buchs, Szwajcaria)
o Hydroksyetyloceluloza (Hercules, Wilmington DE, USA)
o Indometacyna (otrzymano z ZF Jelfa, Jelenia Géra)
o Karmeloza sodowa - Karboksymetyloceluloza sél sodowa (Sigma — Aldrich

Chemie, Steinheim, Niemcy)

o Kwas octowy lodowaty cz.d.a. (Merck, Darmstadt, Niemcy)

. Kwas solny (POCH, Gliwice)

o Kwas stearynowy (Loba Feinchemie, Fischamend, Austria)

o Lecytyna jajowa - Lipoid E-80 (Lipoid, Ludvigshafen, Niemcy)
o Metanol cz.d.a. (POCH, Gliwice)

o Metanol do chromatografii HPLC (POCH, Gliwice)
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Miglyol 812 - olej MCT, Medium Chain Triglicerydes (Celo Caesar&Loretz,
Hilden, Niemcy)

o Mounting medium DPX (POCH, Gliwice)

o Parafina ptynna (Laboratorium Galenowe PZF-Cefarm, Gdansk)

o Parafina stata (Baker Chemical, Phillipsburg N.J., USA)

o Polisorbat 80 (Fluka Chemie, Buchs, Szwaijcaria)

) Poloksamer 188 - Pluronic F 68, Synperonic F 68 (Boehringer Ingelheim,

Heidelberg, Niemcy)
Potasu diwodorofosforan - KH,PO, cz.d.a. (POCH, Gliwice)
Potasu wodorofosforan - K;HPO, cz.d.a. (POCH, Gliwice)

o Precirol - palmitostearynian glicerolu (Gatteffosé, Lyon, Francja)

Roztwér buforowy fosforanowy pH 7,4 do uwalniania indometacyny:

roztwér diwodorofosforanu potasu (KH,PO,4) 0,2 mol/l 5,00 ml
roztwér wodorotlenku sodu (NaOH) 0,2 mol/l 3,93 ml
woda oczyszczona do 20,0 ml
) Sodu octan bezwodny cz.d.a. (POCH, Gliwice)
) Span 40 - palmitynian sorbitanu (Fluka Chemie, Buchs, Szwajcaria)
o Tripalmitynian glicerolu (Sigma — Aldrich Chemie, Steinheim, Niemcy)
) Tristearynian glicerolu (Fluka Chemie, Buchs, Szwaijcaria)
o Woda oczyszczona otrzymana przez wymiane jonowg i odwrocong osmoze -

system Elix3 (Millipore, Bedford, USA)
o Wodorotlenek sodu cz.d.a. (POCH, Gliwice)

o Wosk pszczeli biaty - Cera alba (Pharma-Cosmetic, Krakéw)

1.2. Aparatura

. Cieplarka (Termometal, Andrzejow)

o Dewar na ciekty azot typ KB 20 (Cryometal, Ri¢any, Rep. Czeska)

o Dezintegrator ultradzwiekéw typ UD-20 (Techpan, Putawy)

. Dyfraktometr laserowy, MasterSizer\E (Malvern Instruments, Malvern, Wielka
Brytania)

o Kriostat CM 1900 (Leica, Niemcy)

o taznia z ultradzwiekami typ UM-1 (Unitra, Unia, Olsztyn)
Mieszadlo szybkoobrotowe Ultra-Turrax T25 (Janke & Kunkel, [IKA-
Labortechnik, Staufen, Niemcy)
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Mieszadto magnetyczne typ MM4 (Spoétdzielnia Pracy Artykutdéw Techniczno-
Metalowych, Poznan)

Mikroskop biologiczny typ B1 223A (Motic, Wetzlar, Niemcy) wyposazony w
kamere Panasonic typu GP-KR 222 (Matsushita, Communication Industrial,
Japonia) i program analizy obrazu Multiscan

Osmometr (Knauer, Berlin, Niemcy)

Pehametr, model 350 (Orion Beverly, USA) wyposazony w elektrode
kombinowang ERH-11 (P.E.A.F. ,Hydrometr”)

Reometr: Rheomat 115 typu ptytka — ptytka (Contraves, Wenzel Laborshop,
Niemcy)

Réznicowy kalorymetr skaningowy DSC 822° heat flux (Mettler Toledo, USA)

Sterylizator parowy ASHE (Spétdzielnia Pracy Mechanikéw, Warszawa)

Waga typ WPS 1200/C (Zaktad Mechaniki Precyzyjnej, Radwag, Radom)

Waga analityczna typ PRLT A14 (Zaktad Mechaniki Precyzyjnej, Gdansk)

Waga analityczna, elektroniczna WAX 62 (Zaktad Mechaniki Precyzyjnej,
Radwag, Radom)

Wiréwka WE-6 (Zaktad Mechaniki Precyzyjnej, Warszawa)

Wirowka typ 4122 (Hevans CHRUST, Osterrode, Niemcy)

Wysokocisnieniowy homogenizator laboratoryjiny 8.30 H (APV Gaulin,
Hilversum, Holandia)

Wytrzasarka do probowek Vortex (DHN, Warszawa)

Wytrzasarka mechaniczna z termostatowang taznig wodna, typ 375 (Elan)

Zamrazarka typ TZ121E (PPSD, Zagan)

Zestaw do HPLC (Merck Hitachi, Darmstad, Niemcy)

Integrator model D-2500A,

Detektor UV-VIS L-4250,

Pompa typ L-6200A

1.3. Materiaty

Celulozowa btona dializacyjna M. W. 12400 (Sigma, St. Louis, USA)

Sposoéb kondycjonowania btony:

Wycieto odcinek rekawa btony dlugosci 9 cm, zalano wrzgcgq wodg

oczyszczong i delikatnie podgrzewano w ciggu 5 min (temp. 90°C). Przeniesiono do

zimnej wody oczyszczone;.

Klipsy wykonane z materiatu Nylon 66 (Sigma, St. Louis, USA)
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Kolumna Lichrospher 100 RP 18 (5 pm, 250 x 4 mm) (Merck Hitachi, Darmstad,
Niemcy)

Kolumna Lichrospher 100 RP 18 (5 pm, 125 x 4 mm) (Merck Hitachi, Darmstad,
Niemcy)

Saczek Microcon YM — 100 (regenerowana celuloza, limit filtracji 100 000 Da),
(Millipore, Bedford, USA) (Ryc. 18).
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2. OTRZYMYWANIE ZAWIESINY LIPOSFER DO BADAN WSTEPNYCH
2.1. Skfad i podstawowy sposéb sporzadzania zawiesin liposfer
W badaniach wstepnych sporzadzano liposfery z uzyciem lipidu Precirol w

stezeniu 10% (wag/wag), a zawartos¢ emulgatoréw pojedynczych lub w mieszaninie

wynosita 3 — 7% (wag/wag):

Lipid (Precirol ATO 5) 10,0
Emulgator 3,0-7,0
Woda do 100,0

Jako emulgatoréw uzyto: lecytyny jajowej, polisorbatu 80, poloksameru 188 i
Spanu 40. W tabeli 4 przedstawiono sktad tworzonych ukfadow Z1 — Z9. Zawiesiny

liposfer Z6 - Z9 zawieraty glicerol w ilosci 2,3% (wag/wag).

Tabela 4. Skiad (% wag/wag) zawiesin liposfer otrzymywanych w badaniach

wstepnych

Uktad| Z1 72 73 74 75 76 77 78 79
Precirol 10,0
Lecytyna 2,0 - 40 | 24 | 3,0 | 40 | 24 - -
Polisorbat 80 1,0 | 2,0 - 4,0 - 1,0 1,0 | 2,0 | 3,0
Poloksamer 188 1,5 3,0 3,0 - - - - -
Span 40 - - - - - - - 1,0 -
Glicerol - 2,3
Woda do 100,0
Catkowitailos¢ | 45 | 50 | 70 | 6,4 | 3,0 | 50 | 34 | 30 | 3,0
emulgatora [%]

W celu sporzadzenia zawiesiny liposfer mieszanine wody i emulgatora lub
wody z emulgatorem i glicerolem, podgrzewano mieszajgc do temp. 80°C + 2°C. Lipid
topiono ogrzewajac na fazni wodnej w tej samej temperaturze. Do stopionego lipidu
dodawano faze wodna, mieszajgc za pomoca szybkoobrotowego mieszadta typu Ultra

— Turrax (8000 obr./min przez 5 min). Gorgce ukfady dozowano do fiolek poj. 20 ml,
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zamykano zatyczkg gumowa i kapslem, a nastepnie chtodzono pozostawiajgc w temp.
4°C.
Przy sporzadzaniu zawiesin wstepnych (Z1 — Z4) stosowano chiodzenie w

temperaturze pokojowej lub w lodzie.

2.2. Dobér parametréow technologicznych

Uktady sporzadzano zgodnie z opisem w p. 2.1 zmieniajac niektére z
parametrow technologicznych:

a) temperatura sporzadzania - temperatura procesu wynosita 65° lub 80°C,

b) czas mieszania - w czasie dyspergowania fazy lipidowej w wodnej stosowano
mieszanie za pomocag mieszadta szybkoobrotowego Ultra — Turrax przez 5 lub

10 min z szybkos$cig 8000 obr./ min,

c) stosowanie ultradzwiekéw - zastosowano dodatkowo etap sonikacji: po 5
min mieszania mieszadtem szybkoobrotowym uktady przenoszono do dezintegratora
ultradzwiekowego i poddawano dziataniu ultradZzwiekéw o czestotliwosci 22 kHz, w
czasie 5 min,

d) sposob chifodzenia - badano wptyw szybkosci chtodzenia na zelowanie
uktaddéw: po etapie mieszania lub dziatania ultradzwiekéw gorace uktady przenoszono
do fiolek poj. 20 ml i pozostawiano w temperaturze pokojowej (15 - 25°C) lub w lodzie
(0 - 4°C) przez 1 h. Podczas chtodzenia uktady nie byly mieszane,

e) odpowietrzanie pod zmniejszonym cisnieniem - zawiesiny liposfer, ktore
ulegaty pienieniu przenoszono do kolbki ssawkowej, podtagczanej do wodnej pompy
prézniowej na czas 30 min. W tym czasie uktad powoli mieszano za pomocg mieszadta

magnetycznego.
2.3. Sporzadzanie liposfer z lipidem mieszanym

Sporzadzano zawiesiny, w ktérych matryce lipidowg stanowita mieszanina
Precirolu i alkoholu cetylowego lub Precirolu i Miglyolu w ré6znym stosunku wagowym.

Sktad badanych uktaddéw przedstawiono w tabeli 5. Liposfery wykonano zgodnie z

opisem w p. 2.1 w temp. 80°C z zastosowaniem etapu sonikacji lub bez tego etapu.
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Tabela 5. Skfad (% wag/wag) zawiesin liposfer tworzonych z mieszaning lipidéw

Uklad 710 711 712
Precirol 8,0 10,0 8,0
Alkohol cetylowy 2,0 - -
Miglyol - 5,0 2,0
Polisorbat 80 2,0 1,2 2,0
Glicerol 2,3 - 2,3
Woda do 100,0

2.4. Stabilizacja zawiesiny liposfer polimerami hydrofilowymi

Przeprowadzono modyfikacje fazy wodnej zawiesiny liposfer. Jako faze
dyspergujacg stosowano roztwory polimeréw o niskich lepkosciach (50 — 200 cps):
karbomeru, karmelozy sodowej, metylocelulozy i hydroksyetylocelulozy.

Zawiesiny liposfer sporzadzono zgodnie z opisem w p. 2.1. Faze wodna, ktérg
stanowity roztwory polimeréw hydrofilowych w mieszaninie z polisorbatem i glicerolem,
podgrzewano do temp 80°C. Fazy wodng i lipidowg taczono mieszajgc mieszadtem
szybkoobrotowym, a uktad chiodzono w temp. 4°C. Stezenie zastosowanych
roztworow polimerow przedstawiono w tabeli 6.

Udziat (% wag/wag) pozostatych sktadnikobw w otrzymanych uktadach

przedstawiat sie nastepujaco:

Precirol 8,0

Miglyol 2,0
Polisorbat 80 2,0
Glicerol 2,3

Roztwér polimeru do 100,0

Badano wptyw sonikacji na wiasciwosci zawiesin liposfer w wybranych
uktadach: Z13, Z 14c i Z15.
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Tabela 6. Stezenie (% wag/wag) polimeréw w fazie wodnej zawiesin liposfer

(Precirol:Miglyol 4:1)

Uklad 714 716
713 715
Polimer a b c a b c
Karbomer 0,2 - - -
Karmeloza sodowa - 0,1 105110 - -
Metyloceluloza - - 0,5
Hydroksyetyloceluloza B B B 0,1 105 10

2.5. Wyjalawianie zawiesin liposfer

Zawiesiny liposfer po etapie chiodzenia wyjalawiano w autoklawie w
zamknietych kapslem fiolkach poj. 20 ml. Stosowano nastepujgce warunki
wyjatawiania: temp. 121°C, nadcisnienie 101,4 kPa, czas 15 min. Po wyréwnaniu
cisnienia w komorze autoklawu gorgce uktady wyjmowano, wstrzgsano i pozostawiano
w temperaturze pokojowej do ostygniecia.

Wyijatawianiu poddano uktad Z12 sporzadzony z zastosowaniem sonikacji oraz

zawiesiny liposfer z dodatkiem polimeru w fazie dyspergujacej: Z16.

3. INKORPORACJA BUPIWAKAINY W LIPOSFERACH

3.1. Rozpuszczalnosé bupiwakainy w wodzie oraz buforach pH 8,0 i pH 7,0

50 mg bupiwakainy zasady dodawano do 10 ml wody lub buforu fosforanowego

pH 8,0 lub pH 7,0 i mieszano za pomocg mieszadta magnetycznego w zamknietych

fiolkach, przez 24 h w temperaturze pokojowej (20°C + 1°C). Zawiesine sgczono przez

sgczek membranowy 0,45 pm. Przesgcz rozcienczano wodg i stezenie bupiwakainy

oznaczano metodg HPLC (p. 10.3).
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3.2. Rozpuszczalnos¢ bupiwakainy zasady w lipidach oraz wspétczynnik

podziatu lipid/woda

e Miglyol - rozpuszczalnosé
Przeprowadzono badanie rozpuszczalnosci bupiwakainy zasady metodg
potilosciowa. Do probowek z Miglyolem dodawano bupiwakaine w ilosciach: 20, 50, 80,
100 i 200 mg/g lipidu i ogrzewano do rozpuszczenia substancji leczniczej. Po

ochtodzeniu przeprowadzono obserwacje wizualne i mikroskopowe.

e Miglyol / woda — wspétczynnik podziatu
Przygotowano roztwdr nasycony bupiwakainy zasady w wodzie wytrzgsajac
500 mg substancji w 10 ml wody przez 24 h w temperaturze pokojowej. Odsgczono
nierozpuszczong substancje i oznaczono stezenie bupiwakainy w roztworze. Do 5 ml
roztworu nasyconego dodano 5 ml Miglyolu i uktad wytrzgsano z uzyciem wytrzasarki
Vortex przez 5 min. Fazy rozdzielono. W fazie wodnej oznaczono stezenie
bupiwakainy metodg HPLC (p. 10.3). W celu okreslenia wspotczynnika podziatu

Miglyol/woda przeprowadzono trzy niezalezne badania.

o Lipidy state - rozpuszczalnosé¢
Badanie rozpuszczalnosci przeprowadzono metodg pdtilosciowa. Odwazony
lipid ogrzewano na fazni wodnej do stopienia, dodawano bupiwakaine i mieszano do
rozpuszczenia. llos¢ bupiwakainy wynosita 1, 5, 10, 15, 20 lub 25% w stosunku do
masy lipidu. Na szkietko podstawowe nanoszono cienkg warstwe otrzymanego
roztworu. Preparat pozostawiono w temperaturze pokojowej na czas 24 h, po czym

obserwowano pod mikroskopem obecnos¢ krysztatdéw bupiwakainy.

e Precirol / woda — wspoétczynnik podziatu

Do 1,0 g Precirolu dodano 200 mg bupiwakainy i ogrzano do temp. 80°C, a
nastepnie dodano 9,0 g wody o tej samej temperaturze. Mieszano mieszadtem
magnetycznym przez 10 min utrzymujgc temp. 80°C. Uklad ochiodzono w
temperaturze pokojowej, a nastepnie pozostawiano na 24 h w temp. 4°C. Faze
lipidowa oddzielano przez saczenie (saczek bibutowy). Lipid na saczku przemywano
okreslong ilosciag wody (5 ml) i 0,25% roztworem HCI (10 ml). W otrzymanych
przesgczach oznaczano stezenie bupiwakainy metodg HPLC (p. 10.3).

Przeprowadzono trzy niezalezne badania.
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3.3. Synteza stearynianu bupiwakainy i identyfikacja otrzymanej substancji

Otrzymywanie stearynianu bupiwakainy
Otrzymywano stearynian bupiwakainy z zastosowaniem metody stapiania,
uzywajac jako substraty bupiwakaine zasade i kwas stearynowy. Stosunek molowy obu

substancji wynosit 1:1.

Odwazono dokfadnie 2,500 g zasady bupiwakainy (m.cz. 288,43) oraz 2,465 g
kwasu stearynowego (m.cz. 284,49). Substancje wymieszano i topiono w probéwce
zanurzonej w parafinie ciektej o temp. 120°C + 2°C. Otrzymany stop mieszano i
chtodzono w temperaturze pokojowej, a nastepnie proszkowano w schtodzonym

mozdzierzu.

Analiza stearynianu bupiwakainy metoda réznicowej kalorymetrii skaningowej
(DSC)

Badanie wykonano w Katedrze i Zakfadzie Chemii Analitycznej Akademii
Medycznej w Gdansku.

Pomiary przeprowadzono przy uzyciu réznicowego kalorymetru skaningowego
DSC 822° (heat flux), o zakresie temperaturowym od -150 do 700°C. Odwazki
produktu otrzymanego metodg opisang powyzej, o masie ok. 10 mg, ogrzewano w
zamknietych tyglach aluminiowych (poj. 40 pl) z szybkoscig wzrostu temperatury
10°C/min. Rejestrowano termogramy DSC badanych zwigzkow. Wyniki poddano
analizie z uzyciem programu STAR® SYSTEM. Analizie kalorymetrycznej poddano

réwniez bupiwakaine zasade oraz kwas stearynowy.

3.4. Rozpuszczalnosé stearynianu bupiwakainy w wodzie i lipidach

Rozpuszczalnosé¢ w wodzie

50 mg stearynianu bupiwakainy dodawano do 10 ml wody i mieszano za
pomocg mieszadta magnetycznego przez 24 h w temperaturze pokojowej (20°C +
1°C). Zawiesine saczono przez sgczek membranowy 0,45 um. Przesgcz rozcienczano
wodg i stezenie stearynianu bupiwakainy oznaczano metodg HPLC (p. 10.3).

Przeprowadzono trzy niezalezne badania.
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Rozpuszczalno$é w lipidach
Przeprowadzono badanie rozpuszczalnosci stearynianu bupiwakainy w
Precirolu, Miglyolu i mieszaninie Precirolu z Miglyolem w stosunku 4:1 metodg

potilosciowg opisang ponizej.

e Precirol oraz Precirol z Miglyolem (4:1)

Odwazony Precirol lub Precirol z Miglyolem (4:1) ogrzewano na tazni wodnej do
stopienia Precirolu i dodawano okreslong ilos¢ stearynianu bupiwakainy, a nastepnie
mieszano do rozpuszczenia. Stearynian bupiwakainy dodawano w ilosci: 0,1; 0,2; 0,5;
1; 2; 5; 10; 20 i 25% w stosunku do masy lipidu. Na szkietko podstawowe nanoszono
cienka warstwe otrzymanego roztworu. Plytke pozostawiono w temperaturze pokojowej
na 24 h, a nastepnie przeprowadzono obserwacje mikroskopowe pod katem obecnosci

krysztatéw substancji leczniczej.

e Miglyol
Do probéwek z Miglyolem dodawano stearynian bupiwakainy w ilosci: 2, 5, 10,
20 i 25% w stosunku do masy lipidu i ogrzewano do rozpuszczenia substanciji

leczniczej. Po ochtodzeniu prowadzono obserwacje wizualne i mikroskopowe.

3.5. Sporzadzanie zawiesiny liposfer z bupiwakaing Ilub stearynianem

bupiwakainy

Zawiesiny liposfer sporzadzano metoda opisang w p. 2.1. Do stopionego lipidu
dodawano odwazong substancje leczniczg: bupiwakaine lub stearynian bupiwakainy.
Po rozpuszczeniu substanciji leczniczej w lipidzie faze lipidowag dyspergowano w fazie
wodnej zawierajgcej emulgator (polisorbat 80) i glicerol. Nie stosowano etapu sonikac;ji.
Otrzymano zawiesiny liposfer z bupiwakaing lub stearynianem bupiwakainy stosujac
dwa rodzaje matryc lipidowych: z Precirolu jako samodzielnego lipidu (uktady ZB1 -
ZB3) lub z lipidu mieszanego Precirol:Miglyol w stosunku 4:1 (uktady ZB4 — ZB8).
Sktad otrzymanych zawiesin liposfer przedstawia tabela 4. llo§¢ dodawanej substancji
leczniczej w przeliczeniu na bupiwakaine zasade wynosita 0,5%, z wyjatkiem uktadu
ZB1 (0,25%) i ZB3 (1,0%).

Dodatkowo do fazy wodnej zawiesin ZB6, ZB7 i ZB8 dodawano polimery

hydrofilowe: karmeloze sodowag, hydroksyetyloceluloze i poloksamer.
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W celu maksymalnej inkorporacji bupiwakainy w liposferach uktady
doprowadzano do pH 8,0 dodajac roztwér NaOH (0,1 mol/l) przed etapem chtodzenia
(Tabela 7).

Tabela 7. Skfad (% wag/wag) zawiesin liposfer z bupiwakaing lub stearynianem

bupiwakainy

Uklad | ZB1 7B2 7ZB3 ZB4 7B5 ZB6 7B7 ZB8
Bupiwakaina 0,25 0,5 1,0 0,5 - 0,5 0,5 0,5
Stearynian

- - - - 1,0 - - -

bupiwakainy
Precirol 10,0 8,0
Miglyol - 2,0
Polisorbat 80 3,0 2,0
Glicerol 2.3
CMC - - - - - 1,0 - -
HEC - - - - - - 1,0 -
Poloksamer - - - - - - - 5,0
0,1 mol/l NaOH do pH 8,0
Woda do 100,0

CMC - karmeloza sodowa
HEC - hydroksyetyloceluloza
3.6. Préba sporzadzenia liposfer ze stearynianem bupiwakainy tworzacym

matryce lipidowa

Zawiesine liposfer sporzadzano metodg opisang w p. 2.1. Faze lipidowg
stanowit stearynian bupiwakainy lub stearynian bupiwakainy z nadmiarem kwasu

stearynowego. Skfad przedstawiono w tabeli 8.

Tabela 8. Skiad (% wag/wag) zawiesin liposfer ze stearynianem bupiwakainy

tworzacym matryce lipidowg

Uklad 7BY9 7ZB10
Stearynian bupiwakainy 2,0 2,0
Kwas stearynowy - 2,0
Polisorbat 80 2,0 2,0
Glicerol 2,3
Woda do 100,0
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4. SPORZADZANIE | BADANIE KONCENTRATOW LIPOSFER

4.1. Sporzadzanie koncentratéw liposfer

Otrzymywano koncentraty liposfer zawierajagce 50% (wag/wag) lipidu.
Mieszanine lipidow (Precirol i Miglyol 4:1) topiono w tazni wodnej i ogrzewano do temp.
80°C, a nastepnie dyspergowano w goracej (temp. 80°C) mieszaninie wody, glicerolu i
emulgatora. Jako emulgator zastosowano polisorbat 80 w ilosci 2,0 g/100 ¢
koncentratu. Dyspersje mieszano za pomocg szybkoobrotowego mieszadta Ultra —
Turrax (8000 obr./min, przez 5 min). Aby zapobiec przedwczesnemu zestaleniu fazy
lipidowej, ukfad ogrzewano podczas mieszania. Gorgce emulsje dozowano do fiolek i

chtodzono pozostawiajgc w temp. 4°C.

4.2. Badanie koncentratow liposfer

Obserwowano koncentraty nierozciehczone oraz rozcienczone wodg w
stosunku 1:5. Po dodaniu wody zawiesiny wytrzgsano recznie przez 2 min, a dla
poréwnania mieszano za pomocg wytrzgsarki do probowek Vortex (3 min) lub
mieszadia szybkoobrotowego Ultra — Turrax (4 min), a takze stosujac ultradzwieki 22
kHz (5 i 15 min). Podczas sonikacji przez 15 min temperatura ukfadu znacznie
wzrastata (do 65°C), dlatego po 5 min zastosowano chtodzenie w lodzie. Ponadto, aby
symulowa¢ warunki podania klinicznego, przeprowadzano jednorazowg ekstruzje
rozcienczonego koncentratu przez igte strzykawki o Srednicy 0,4 mm. Przedtem
koncentraty rozcienczano woda w stosunku 1:5 i wstepnie mieszano za pomocg
wytrzgsarki Vortex przez 1 min.

Koncentraty nierozcienczone i po rozcienczeniu obserwowano wizualnie
oceniajgc barwe, homogennos¢ i konsystencje uktadéw. Pod mikroskopem badano
ksztatt i wielko§¢ czastek liposfer, a takze krystalizacje substancji lecznicze;j.
Przeprowadzano rowniez badanie pH rozcienczonych koncentratéw. Elektrode
zanurzano w ukfadach rozcienczonych wodg w stosunku 1:5 lub 1:1 i przeprowadzano
pomiar (p. 7.4). W rozcienczonych koncentratach badano réwniez wielko$¢ liposfer

metodag dyfrakcji laserowej (p. 7.2).
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4.3. Wyjatawianie koncentratéw liposfer

Koncentraty liposfer po etapie chtodzenia wyjatawiano w autoklawie w
zamknietych korkami i kapslami fiolkach poj. 20 ml. Stosowano nastepujgce warunki
wyjatawiania: temp. 121°C, nadcisnienie 101,4 kPa, czas 15 min. Po etapie
wyjatawiania gorace fiolki z koncentratem wstrzgsano i pozostawiano do ochtodzenia w

temperaturze pokojowe;.

5. SPORZADZANIE KONCENTRATOW LIPOSFER Z BUPIWAKAINA |
STEARYNIANEM BUPIWAKAINY

Ukiady sporzadzano metodg opisang w p. 4.1. Substancje leczniczg
(bupiwakaine lub stearynian bupiwakainy) rozpuszczano w stopionym lipidzie, przed
etapem emulgowania faz.

Sktad otrzymanych koncentratow przedstawiono w tabeli 9. Zastosowano
bupiwakaine zasade w ilosci 2 i 10% (wag/wag) oraz stearynian bupiwakainy - 4%, co
odpowiada 2% (wag/wag) bupiwakainy zasady. Ponadto do uktadéw dodawano
roztwér 0,1 mol/l NaOH w ilosci 0,5 g/100 g koncentratu w celu uzyskania pH uktadow

w granicach 8,0 - 8,5.

Tabela 9. Sktad (% wag/wag) koncentratéow liposfer z bupiwakaing Iub

stearynianem bupiwakainy

Uklad KB 1 KB 2 KB3
Bupiwakaina 2,0 10,0 -
Stearynian ] ] 40
bupiwakainy
Precirol 40,0
Miglyol 10,0
Polisorbat 80 2,0
Glicerol 2.3
0,1 mol/l NaOH 0,5
Woda do 100,0
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Ukfady przechowywano w temperaturze 4°C. Prowadzono obserwacje wizualne
konsystencji oraz pomiary wielkosci czastek koncentratow nierozcienczonych i po
rozcienczeniu wodg w stosunku 1:5. Rozcienczenia przygotowywano mieszajgc
koncentraty recznie (2 min) oraz przy uzyciu wytrzgsarki Vortex (2 min) lub z
zastosowaniem ultradzwiekéw (p. 4.2). W ukfadach rozcienczonych przeprowadzono
pomiary wartosci pH. Uklady obserwowano takze pod mikroskopem (p. 7.3).

W celu uzyskania z koncentratu zawiesiny liposfer w formie zblizonej do formy
aplikacyjnej, rozcienczano koncentrat w stosunku 1:5 roztworem kwasu solnego 0,015
mol/l, co pozwolito na otrzymanie uktadu o pH ok. 6,75 i rozpuszczenie ewentualnych
krysztatow substancji lecznicze;.

Oznaczano stezenie bupiwakainy w fazie wodnej zakwaszanych

rozcienczonych koncentratow stosujgc wirowanie i ultrafiltracje (p. 10.2).

6. SPORZADZANIE ZAWIESIN | KONCENTRATOW LIPOSFER Z INDOMETACYNA

6.1. Rozpuszczalnos$¢ indometacyny w lipidach

Przeprowadzono badania rozpuszczalnosci indometacyny w lipidach metodag
potilosciowg (p. 3.2). Do badan uzyto rézne lipidy: Precirol, Miglyol, Compritol, parafine
ptynng oraz mieszaniny Precirolu z Miglyolem, alkoholem cetylowym, alkoholem
cetostearylowym, kwasem stearynowym, Compritolem i woskiem pszczelim.
Indometacyne dodawano w ilosci: 0,1 — 10,0% (wag/wag) w stosunku do masy lipidu.

Odwazong ilos¢ lipidu, pojedynczego lub w mieszaninie, ogrzewano do
stopienia na szkietku zegarkowym. Do stopionego lipidu dodawano odwazong ilos¢
indometacyny i mieszajgc delikatnie ogrzewano na tazni wodnej do rozpuszczenia.
Uzyskany roztwor przenoszono na mikroskopowe szkietko podstawowe,
rozprowadzajgc w postaci cienkiej warstwy i pozostawiano w temperaturze pokojowe;j.
Preparaty obserwowano po 24 h oraz po 7 i 14 dniach pod mikroskopem przy

powiekszeniu 400 i 600 x.
6.2. Sporzadzanie zawiesin liposfer z indometacyng

Zawiesiny liposfer sporzadzano metoda opisang w p. 2.1. Zawiesiny zawieraty
10% lipidu. Byt to Precirol lub mieszanina Precirolu z lipidem dodatkowym: kwasem

stearynowym, alkoholem cetostearylowym, alkoholem cetylowym lub Miglyolem.
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Indometacyne rozpuszczano w stopionym lipidzie przed etapem dyspergowania w
fazie wodnej. Sporzadzane uktady zawieraty indometacyne w ilosci 20 mg/g lub 50
mg/g lipidu, co odpowiada stezeniu 0,2% Ilub 0,5% (wag/wag) w zawiesinie. Sktad
zawiesin liposfer z indometacyng podano w tabeli 10.

Podjeto réwniez prébe inkorporowania indometacyny do liposfer przez
dodawanie do stopionego lipidu jej roztworu etanolowego o stezeniu 33%. Mieszano
faze lipidowa w temp. 80°C przez 10 min, a nastepnie tgczono z fazg wodna.

Sporzadzano takze zawiesiny liposfer z poloksamerem (0,5%), gdzie faze
wodng stanowit roztwor poloksameru w mieszaninie z polisorbatem i glicerolem

(Tabela 10). Wszystkie uktady sporzgdzano bez etapu sonikacji.

Tabela 10. Skfad (% wag/wag) zawiesin liposfer z indometacyng
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Uklad | ZI1 | Z12 | Z13 | Z14 | Z15 | Z16 | Z17 | Z18 | Z19

Indometacyna | 02 | 02 | 055 | 02 | 05 | 02 | 02 | 04 | 02 | 05

Precirol 10,0 8,0 6.0 8,0

Miglyol - 20 | 20 | 20 | 20 | 20

Alkohol

cetostearylowy B 2,0 - - - -

Kwas
stearynowy

Alkohol
cetylowy

Etanol 95° - - - - - - - - 0,8 -

Poloksamer - - - - - - - - 5,0 -

Polisorbat 80 2,0

Glicerol 2,3

Woda do 100,0

Uktady przechowywano w temp. 4°C. Prowadzono obserwacje wizualne i pod
mikroskopem. Oceniano konsystencije, barwe, obecnos¢ krysztatow substancji

leczniczej w fazie wodnej, wielko$¢ czgstek liposfer oraz dokonywano pomiaru pH.

66




Oznaczano stezenie indometacyny w fazie wodnej zawiesin ZI 7 i ZI 9, w
ktérych nie dochodzito do krystalizacji substanciji leczniczej. Z powodu zjawiska
krystalizacji nie badano fazy wodnej uktadéw zawierajacych 0,4% lub 0,5% (wag/wag)

indometacyny.

6.3. Sporzadzanie koncentratéw liposfer z indometacyna

Koncentraty liposfer sporzagdzano metoda opisang w p. 4.1. Indometacyne
rozpuszczano w stopionym lipidzie przed etapem dyspergowania w fazie wodnej.
Sporzadzono koncentraty liposfer zawierajgce 50% (wag/wag) lipidu i indometacyne w
stezeniu 20 mg i 40 mg/g lipidu (odpowiednio: 1% i 2% substancji leczniczej w
koncentracie).

Sktad koncentratéw z indometacyng przedstawiono w tabeli 11.

Tabela 11. Sktad (% wag/wag) koncentratow liposfer z indometacyng

Uklad | KI1 KI 2 KI3 KI 4 KI5 KI 6 K17
Indometacyna 1,0 1,0 2,0 1,0 1,0 1,0 5,0
Precirol 50,0 40,0 40,0 40,0 30,0 40,0 50,0
Miglyol . - . - 10,0
Kwas - 10,0 10,0 - - - -

stearynowy

Alkohol . - - 10,0 - - -
cetylowy

Alkohol . - - - 10,0 - -
cetostearylowy

Polisorbat 80 2,0

Glicerol 2.3

Woda do 100,0

Oznaczano stezenie indometacyny w fazie wodnej rozcienczonego koncentratu
liposfer Kl 6, stosujagc metode wirowania i ultrafiltracji. Przed etapem rozdziatu faz i

ultrafiltracji koncentrat rozcienczano 60% metanolem (p. 10.2).
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7. BADANIA WEASCIWOSCI FIZYKOCHEMICZNYCH LIPOSFER

7.1. Ocena wizualna

Zawiesiny i koncentraty liposfer poddawano obserwacji wizualnej. Oceniano

konsystencje i homogennosc¢ oraz barwe otrzymanych uktadéw.

7.2. Oznaczanie wielkosci czastek

Wielkos$¢ czastek liposfer badano za pomoca dyfraktometru laserowego typu
Mastersizer E, uzywajac wody jako ptynu rozpraszajgcego. Koncentraty liposfer
badano po uprzednim rozciehczeniu wodg w stosunku 1:5 (p. 4.2). Wyznaczano
procentowy udziat czastek w zakresie wielkosci od 0,05 uym do 80 um. Rozktad
wielkosci czastek wyznaczano postugujac sie programem komputerowym
wykonujgcym obliczenia wedtug teorii Mie [97].

Rozktad wielkosci czgstek opisywano nastepujgcymi parametrami:

d (0,5) mediana sSrednicy; ponizej tej wartosci zawiera sie srednica 50%
czgstek obecnych w uktadzie badanym
d (0,9) maksymalna $rednica 90% czastek

d nax Srednica najwiekszych wykrywanych czgstek.
7.3. Obserwacje mikroskopowe
Uktady obserwowano pod mikroskopem optycznym, przy uzyciu powiekszenia
400- i 600- krotnego. Oceniano wielkos¢, ksztatt czgstek oraz obecnosé krysztatow
substancji leczniczej i aglomeratéw liposfer. Obserwowano zawiesiny i koncentraty
liposfer nierozcienczone oraz po rozciehczeniu. Koncentraty rozciehczano w stosunku
1:5 wodg, bezwodnym metanolem lub metanolem 60% (v/v) (p. 4.2).

7.4. Pomiar pH

Wartos¢ pH badano bezposrednio po sporzadzeniu uktadow oraz w trakcie

przechowywania. Pomiary przeprowadzono poprzez bezposrednie zanurzenie
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elektrody w zawiesinach liposfer. Koncentraty liposfer rozcienczano przed pomiarem

wodg w stosunku 1:1 lub 1:5.

8. BADANIA REOLOGICZNE

Badania wykonano w Katedrze Technologii Wydziatu Farmaceutycznego i
Biofarmaceutycznego Uniwersytetu im. Christiana — Albrechta w Kilonii (Niemcy). Do
badan reologicznych uzyto reometr Rheomat 115 z uktadem pomiarowym typu Searle,
ptytka — ptytka (Ryc. 17).

Ryc. 17. Reometr Rheomat 115.

Badaniom reologicznym poddawano koncentraty liposfer bez substanciji
leczniczej oraz z bupiwakaing lub indometacyng. Ponadto badano wptyw stezenia
emulgatora na wtasciwosci reologiczne koncentratow bez substancji leczniczej. Jako
emulgatora uzyto polisorbatu 80 w stezeniach: 2 i 10% (wag/wag). Sktad badanych

koncentratdéw przedstawia tabela 12.

Tabela 12. Sktad (% wag/wag) koncentratéw poddanych badaniom reologicznym

Uktad K1 KI 6 KB 4 K2
Indometacyna - 1,0 - -
Bupiwakaina - - 0,5 -
Precirol 40,0
Miglyol 10,0
Polisorbat 80 2,0 10,0
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Glicerol 2.3
Woda do 100,0

Wiasciwoéci uktadow badano po wykonaniu, a takze po 28 dniach

przechowywania w temperaturze pokojowej oraz w temp. 4°C.

Badania przeprowadzano w temperaturze pokojowej (20°C + 2°C). Koncentraty
przechowywane w temp. 4°C przed pobraniem prébki pozostawiano przez kilka godzin
w temperaturze pokojowej. Badania prowadzono stosujac proby o masie ok. 1 g. Dla

kazdego ukfadu wykonano trzy niezalezne analizy.

Minimalna szybko$¢ $cinania (D) wynosita 0,0 s i wzrastata do warto$ci
maksymalnej D=21,5 s, a nastepnie malata do D=0,0 s™. Rejestrowano reogramy jako

krzywe zaleznosci naprezenia scinajgcego od szybkoéci scinania t = f (D) [98].

9. SZYBKOSC UWALNIANIA INDOMETACYNY Z LIPOSFER

Badano szybkos¢ uwalniania indometacyny z nastepujacych ukfaddéw:
koncentratu Kl 6 (stezenie indometacyny wynosito 20 mg/g lipidu, Tabela 11)
nierozcienczonego i rozcienczonego wodg w stosunku 1:5. Aby uzyska¢ zawiesine
liposfer, koncentrat mieszano z uzyciem wytrzasarki Vortex przez 30 s oraz dodatkowo
recznie przez 2 min. Rozcienczony koncentrat natychmiast uzyto do badan.

W badaniu zastosowano btone dializacyjng, ktérg wczesniej kondycjonowano
(str. 53).

Do woreczka utworzonego z btony dializacyjnej (tulejka: & 16 mm, dtugos$¢ 9
cm) spietej klipsem, odwazano 1,0 g koncentratu lub 2,0 g rozcienczonego koncentratu
(zawiesiny). Drugi koniec rekawa z btony zamykano réwniez klipsem wcze$niej
usuwajac powietrze. Worek dializacyjny z badanym ukfadem umieszczano w zlewce
zawierajgcej 100 ml buforu fosforanowego pH 7,4 o temp. 37°C. Zlewke szczelnie
przykrywano i pozostawiano w termostatowanej wytrzgsarce (80 obr./min; amplituda 9)
w temp. 37°C + 1°C. Badanie uwalniania indometacyny prowadzono przez 48 h. W
okreslonych odstepach czasu (po 4, 8, 24 i 48 h), przenoszono worek dializacyjny do
kolejnej zlewki zawierajgcej 100 ml buforu fosforanowego o temp. 37°C. Do analizy
pobierano 1,0 ml ptynu akceptorowego, rozcienczano metanolem do stezenia w
zakresie 10° — 10”° g/ml i oznaczano w prébce zawarto$¢ indometacyny metodq HPLC
(p. 10.4).
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10. ANALIZA ILOSCIOWA BUPIWAKAINY | INDOMETACYNY

10.1. Oznaczanie zawartosci bupiwakainy i indometacyny w zawiesinach i

koncentratach liposfer

Odwazano dokfadnie ok. 50 mg zawiesiny lub koncentratu i umieszczano w
kolbie miarowej poj. 25 ml (uktady z bupiwakaing) lub 50 ml (uktady z indometacyng).
Do kolby dodawano metanol i w celu stopienia lipidu kolbe umieszczano w tazni
wodnej tagodnie ogrzewajgc. Po stopieniu lipidu zawartos¢ kolby wytrzgsano recznie i
po chtodzeniu uzupetniano metanolem, a wytrgcony lipid odsgaczono przez bibute
filtracyjng. Przed analizg bupiwakainy przesacz rozciehczano w stosunku 1:10 woda.

Stezenie substanciji leczniczych oznaczano metodg HPLC opisang w p. 10.3i 10.4.

10.2. Oznaczanie stezenia substancji leczniczych w fazie wodnej zawiesin i

koncentratéw liposfer

a) bupiwakaina

Faze wodng zawiesin liposfer do oznaczenia stezenia substancji leczniczych
uzyskiwano metoda ultrafiltracji. Uktady z bupiwakaing lub stearynianem bupiwakainy
byly zakwaszane przed ultrafiltracjg 10% roztworem kwasu solnego do pH ok. 2.
Umieszczano w probowkach wirbwkowych 300 pl zawiesiny liposfer lub
rozcienczonych koncentratéw i wirowano przez 20 min (rozcienczone koncentraty) lub
40 min (zawiesiny) stosujgc predkos¢ 3000 obr./min. Po tym czasie nastepowato
wstepne rozdzielenie faz. Pobierano 100 ul fazy wodnej i nanoszono na saczek
ultrafiltracyjny typu Microcon YM - 100 (Ryc. 18). Wirowano przez 20 min z szybkoscig
3000 obr./min. Pobierano 10 ul ultrafiltratu, dodawano 990 ul wody i w roztworze
oznaczano stezenie bupiwakainy lub stearynianu bupiwakainy metodg opisang w p.
10.3.
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Ryc. 18. Saczek ultrafiltracyjny typu Microcon YM — 100.
b) indometacyna

Stezenie indometacyny w fazie wodnej oznaczano tylko w tych zawiesinach i
koncentratach liposfer, gdzie matryce lipidowg stanowita mieszanina Precirolu z
Miglyolem.

Zawiesiny liposfer z indometacyng rozcienczano 60% metanolem (1:1), a
nastepnie wirowano przez 20 min z predkoscig 3000 obr./min. Nanoszono 100 pl na
saczek ultrafiltracyjny i wykonywano ultrafiltracje wirujac z predkoscig 300 obr./min
przez 20 min. Przesacz rozcienczano bezwodnym metanolem i w otrzymanym
roztworze oznaczano stezenie substancji leczniczej metodg HPLC (p. 10.4).

Koncentrat liposfer z indometacyng rozcienczano woda w stosunku 1:5. W celu
zdyspergowania uktadu zastosowano rézne techniki mieszania: recznie przez 2 min i
dziatajgc ultradzwiekami przez 5 min. Nastepnie do rozciehczonego koncentratu
dodawano 25 ml 65% metanolu w celu rozpuszczenia krysztatow substancji leczniczej i
wymieszano. Nanoszono na sgczek ultrafiltracyjny 100 pl préby i wirowano z
predkoscig 3000 obr./min przez 20 min. Pobierano 30 ul ultrafiltratu, dodawano 270 ul
bezwodnego metanolu i w roztworze oznaczano stezenie indometacyny (p. 10.4).

Ostatecznie zastosowano bardzo intensywne mieszanie koncentratu
rozcienczonego 60% metanolem. Koncentrat (1,0 g) poczatkowo rozcienczono wodg
1:5 i poddano dziataniu ultradzwiekéw przez 15 min, nastepnie rozciehczono dodajac
25 ml 65% metanolu i poddano ultrafiltracji. Otrzymany przesacz rozcienczono (1:10)

bezwodnym metanolem i w roztworze oznaczano stezenie indometacyny (p. 10.4).

10.3. Metoda oznaczania iloSciowego bupiwakainy i stearynianu bupiwakainy z

zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)

Zastosowano metode HPLC odwréconych faz. Uzyto kolumne o wymiarach 250
x 4 mm z wypetnieniem oktadecylokrzemowym (C18). Faze ruchoma stanowita

mieszanina: acetonitryl (40% v/v), metanol (25% v/v) i 0,01 mol/l bufor fosforanowy
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(35% v/v), ktorg doprowadzano do pH 7,7 za pomocg kwasu fosforowego. Szybkos¢

przeptywu fazy ruchomej wynosita 1 ml/min.

Roztwory bupiwakainy lub stearynianu bupiwakainy nanoszono na kolumne za
pomocg petli dozujacej poj. 20 ul. Analityczna dtugo$¢ fali, przy ktérej dokonywano
rejestracji chromatogramow wynosita 220 nm.

Stezenie bupiwakainy i stearynianu bupiwakainy w analizowanych roztworach,

Cs (g/ml) obliczano na podstawie wzoru:

¢, - CuxA
A,

C. - stezenie roztworu wzorcowego
A, — pole powierzchni piku roztworu badanego
Ay, — pole powierzchni piku roztworu wzorcowego

W celu okreslenia powtarzalnosci i liniowosci metody przygotowywano roztwory
wzorcowe bupiwakainy i stearynianu bupiwakainy o stezeniach od 5 x 107 do 2 x 10°
g/ml. Jako rozpuszczalnika uzyto wody oczyszczonej lub fazy ruchome;j.

Czas retencji (tr) dla bupiwakainy wynosit ok. 12,0 min. Na chromatografie préb
sporzadzonych z liposfer niezawierajacych bupiwakainy nie stwierdzono w tych
warunkach piku innych substanciji interferujgcych. Wyznaczono nastepujace rownanie

regresji dla krzywej wzorcowej bupiwakainy w wodzie:

A= 22928 C + 3,0741
R?=0,9995

10.4. Metoda oznaczania ilosciowego indometacyny 2z zastosowaniem

wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)

Uzyto metode HPLC odwréconych faz. Do rozdziatu chromatograficznego
wykorzystano kolumne o wymiarach 125 x 4 mm 2z wypehieniem
oktadecylokrzemowym (C18). Faze ruchomg stanowita mieszanina 0,01 mol/l roztworu
octanu sodu (35% wag/wag) oraz bezwodnego metanolu (65% wag/wag). Bufor przed
zmieszaniem z metanolem doprowadzano do pH 3,6 za pomocg lodowatego kwasu

octowego. Szybkos¢ przeptywu fazy ruchomej wynosita 1 ml/min.
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Roztwory indometacyny nanoszono na kolumne za pomoca petli dozujacej poj.
20 pl. Analityczna dtugos$¢ fali wynosita 260 nm.
Stezenie indometacyny w analizowanych roztworach, C; (g/ml) obliczano na

podstawie wzoru:

Ci:M
Ay

C. - stezenie roztworu wzorcowego
A — pole powierzchni piku roztworu badanego
Ay — pole powierzchni piku roztworu wzorcowego

W celu okreslenia powtarzalnosci i liniowosci metody przygotowywano roztwory
wzorcowe indometacyny o stezeniach od 10 g/ml do 10”° g/ml. Jako rozpuszczalnika
uzyto bezwodnego metanolu lub fazy ruchome;j.

Czas retencji (tr) dla indometacyny wynosit ok. 6,0 min. Na chromatografie préb
sporzadzonych z liposfer niezawierajgcych indometacyny nie stwierdzono w tych
warunkach piku innych substancji interferujgcych Wyznaczono nastepujace rownanie

regresji dla krzywej wzorcowej indometacyny w bezwodnym metanolu:

A= 32952 C — 2,4998
R?=1,0000

11. BADANIE HISTOLOGICZNE TKANKI MIESNIOWEJ PO WSTRZYKNIECIU
ZAWIESINY NANOSFER | MIKROSFER LIPIDOWYCH

11.1. Sporzadzanie zawiesiny mikrosfer lipidowych

Zawiesine mikrosfer lipidowych otrzymywano 2z koncentratu liposfer.

Sporzadzono koncentrat liposfer metodg opisang w p. 4.1 o sktadzie przedstawionym

ponizej:
Precirol 40,0
Miglyol 812 10,0
Polisorbat 80 2,0
Glicerol 2,3
Woda do 100,0
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Koncentrat rozciehczano w stosunku 1:5 izotoniczng mieszaning glicerolu z
wodg i wymieszano za pomocg wytrzasarki do proboéwek Vortex przez 1 min. Ukfad
rozdozowano do fiolek poj. 20 ml i wyjatowiono (121°C, 15 min, nadcisnienie 101,4
kPa).

Przeprowadzono badanie wielkosci mikrosfer lipidowych rozcienczonego
koncentratu symulujgc podanie za pomoca strzykawki z igtg 0,5 mm. Badano rowniez

wartosci pH oraz cisnienia osmotycznego.

11.2. Sporzadzanie zawiesiny nanosfer lipidowych

Zawiesine nanosfer lipidowych sporzadzano metodg z zastosowaniem goracej

homogenizacji wysokocisnieniowej. Sktad zawiesiny nanosfer lipidowych

przedstawiono ponize;j:

Precirol 8,0
Miglyol 812 2,0
Polisorbat 80 2,0
Glicerol 2,3
Woda do 100,0

Faze lipidowg (Precirol i Miglyol) ogrzewano do temp. 80°C. Faze wodng
(polisorbat 80 i glicerol w wodzie) rowniez ogrzewano do tej samej temperatury. Faze
lipidowg dyspergowano w goracej fazie wodnej mieszajgc za pomocg
szybkoobrotowego mieszadta Ultra — Turrax przez 5 min. Nastepnie goracg emulsje
wstepng przeniesiono do ogrzanego homogenizatora i na gorgco homogenizowano
pod cisnieniem 500 bar stosujgc 5 cykli. Emulsje dozowano do fiolek poj. 20 ml i
chtodzono w temp. 4°C. Zawiesine liposfer wyjatawiano w autoklawie (121°C, 15 min).

Przeprowadzono badanie wielkosci nanosfer lipidowych po ekstruzji przez igte

0,4 mm. Badano rowniez warto$¢ pH oraz ci$nienia osmotycznego.

11.3. Sporzadzanie izotonicznego roztworu polisorbatu 80

Rozpuszczano polisorbat 80 w mieszaninie wody z glicerolem, uzyskujac

roztwor o sktadzie:

Polisorbat 80 2,0
Glicerol 2,3
Woda do 100,0
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Po doktadnym wymieszaniu skfadnikow roztwér sgczono przez sgczek 0,2 um,
rozdozowano do fiolek poj. 20 ml i wyjatowiono w autoklawie (121°C; 15 min).
Przeprowadzono badanie cisnienia osmotycznego oraz wartosci pH

sporzgdzonej mieszaniny.

11.4. Podawanie domiesniowe zawiesin nanosfer i mikrosfer lipidowych

Uzyskano zezwolenie nr 7/05 na przeprowadzenie doswiadczeh z
wykorzystaniem zwierzat, wydane przez Lokalng Komisje Etyczng Akademii
Medycznej w Gdansku.

Jako zwierzat doswiadczalnych uzyto samce szczuréw szczepu Wistar o masie
ok. 200 g. Zwierzeta pochodzity z Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im.
M. Mossakowskego PAN w Warszawie. Do badan uzyto 12 szczuréw, ktére podzielono
na trzy grupy liczace po 4 osobniki i umieszczono w oznakowanych klatkach. Przez
okres 10 dni szczury przechodzity aklimatyzacje. W tym czasie i w trakcie badania byty
karmione standardowg suchg karmg dla gryzoni.

Jako tkanke docelowg podawania badanych uktadéw wybrano miesien udowy.
Golono udo szczura w przeddzieh kazdego podania. Miejsce wstrzykniecia
oznakowano na skorze pozbawionej siersci.

Czterem osobnikom w danej grupie wstrzykiwano domiesniowo jeden z
badanych uktadéw. Wstrzykniecia dokonano trzykrotnie, co trzy dni. Jednorazowa ilo$é
wstrzykiwanego preparatu wynosita 200 pl. Zawiesine mikrosfer lipidowych
wstrzykiwano do miesnia za pomocg jednorazowej strzykawki z igtg 0,5 mm, natomiast
zawiesine nanosfer lipidowych oraz roztwér podawano strzykawkg z igtg 0,4 mm. Ryc.

19 pokazuje wstrzykniecie domiesniowe zawiesiny liposfer.
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Ryc. 19. Podanie domig$niowe zawiesiny liposfer.

Trzeciego dnia od ostatniego podania preparatéw zwierzeta usypiano i
pobierano tkanke miesniowg z miejsca wstrzyknie¢. Jako tkanka kontrolna zostata

pobrana analogiczna tkanka miesniowa z drugiego uda zwierzecia.

11.5. Badania histologiczne

Badania histologiczne przeprowadzono w Katedrze Histologii i Immunologii
Akademii Medycznej w Gdansku.

Tkanki miesniowe pobrane od zwierzat zamrazano w temp. -30°C. Nastepnie
przygotowywano preparaty do badanh histologicznych, tngc tkanki na grubosé¢ 50 pym, w
temp. -28°C za pomocg kriostatu ,Leica” CM 1900. Otrzymane skrawki mrozeniowe
barwiono topograficznie hematoksyling przez 5 min (wybarwiajac jagdra komérkowe) i
eozyng przez 1 min (wybarwiajgc cytoplazme komoérkowa). Po kazdym barwieniu
ptukano skrawki w biezgcej wodzie. Nastepnie wybarwione preparaty odbarwiano w
alkoholu i przeswietlano w ksylenie. Po zabarwieniu skrawki zatapiano w substancji
zabezpieczajacej tzw. ,mounting medium” zawierajgcej ksylen (DPX). Preparaty

obserwowano pod mikroskopem przy powiekszeniu 10x i 20x.
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IV. WYNIKI
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USTALENIE SKLADU | SPOSOBU SPORZADZANIA ZAWIESINY LIPOSFER
Doboér parametréow technologicznych

W badaniach wstepnych sporzadzano zawiesiny liposfer (Z1 — Z9), w ktorych
udziat lipidu (Precirol) wynosit 10% (wag/wag), a zawartos¢ emulgatora byta zmienna.
Zastosowane stezenia emulgatoréw w zawiesinach wstepnych miescity sie w
granicach 3,0 — 7,0% (Tabela 4). Charakteryzowano zawiesiny liposfer otrzymane w
réznych warunkach: zmieniano czas mieszania mieszadtem szybkoobrotowym (5 i 10
min), temperature emulgowania (65 i 80°C) i chtodzenia uktadéw (20°C i w lodzie).
Pomiar wielkosci czgstek prowadzono bezposrednio po sporzadzeniu liposfer i po 7
dniach przechowywania w temp. 4°C (bez dostepu $wiatta).

Wyniki pomiaru wielkosci czgstek dla uktadow doswiadczalnych Z1 — Z4, w

zaleznosci od warunkéw technologicznych i czasu przechowywania, prezentuje ryc. 20.

Ryc. 20. Wielkos¢ czastek liposfer w uktadach doswiadczalnych Z1 — Z4 (Tabela 4) po

wykonaniu Woraz po 7 dniach . przechowywania w temp 4°C: wplyw czasu
mieszania mieszadtem Ultra-Turrax (5i 10 min), temp. sporzadzania (65 i 80°C)

oraz temp. chtodzenia (20°C i w lodzie) na wielkos¢ czastek, d (0,5) i d (0,9).
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c.d. Ryc. 20.
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Otrzymywane uktady charakteryzowaty sie ptynng konsystencja. Gestg
konsystencje bezposrednio po wykonaniu miat jedynie ukfad Z3, mieszany przez 10
min i ogrzewany do 80°C. Uktad ten zelowat podczas przechowywania.

Wielko$¢ czastek w otrzymywanych uktadach Z1 — Z4 roznita sie znaczaco. W
zaleznosci od uktadu najwieksze czastki, wedtug pomiaru metodg dyfrakcji laserowej,
miaty wielkos¢ od 20 uym do 70 um. Bezposrednio po sporzadzeniu najwieksze
liposfery zaobserwowano w uktadzie Z3 (4% lecytyny): 50% czastek ukfadu, w
zaleznosci od warunkow sporzgdzania, miato Srednice do ok. 7 — 25 ym. Natomiast
najmniejsze czastki liposfer tworzyty sie w uktadzie Z4 (lecytyna z polisorbatem jako
emulgator): w obu temperaturach emulgowania, niezaleznie od czasu mieszania i
temperatury chtodzenia, wielkos¢ 50% czastek byta zblizona i wynosita do 3 — 4 um.
Nie zaobserwowano réwniez znaczgcego wptywu warunkéw sporzadzania na wartosé
parametru d (0,9) w tym ukfadzie.

Temperatura emulgowania uktadéw miata wptyw na wielko$¢ czastek w
uktadach: Z1, Z2 i Z3. Ogrzewanie uktadéw w trakcie sporzadzania do temp. 80°C przy
mieszaniu przez 5 min, pozwalato na uzyskanie mniejszych czastek liposfer w
poréwnaniu do temp. 65°C.

Nie zaobserwowano zdecydowanej zaleznosci wielkosci liposfer i szybkosci
chtodzenia uktadow. W wyniku szybkiego chtodzenia mniejsze czastki obserwowano
tylko w ukfadzie Z3 wykonywanym z mieszaniem przez 10 min.

Mieszanie przez 10 min nie jest jednak korzystne w procesie sporzgadzania
liposfer, poniewaz prowadzi do zbyt duzego napowietrzenia uktadéw, co skutkowato
duzg iloscig piany na powierzchni zawiesiny liposfer. Nie uzyskano znaczacego
zmniejszenia wielkosci liposfer, natomiast dochodzito do szybkiego zelowania w
zawiesinach Z1, Z2 i Z3, ktérego nie obserwowano, gdy stosowano mieszanie przez 5
min. Zelowaniu nie zapobiegato odpowietrzanie tych uktadow.

Poza wystepowaniem zjawiska Zelowania w uktadach mieszanych przez 10
min, nie stwierdzono duzych zmian wielkosci czastek liposfer w zawiesinach Z1 - Z4
przechowywanych przez 7 dni, niezaleznie od warunkéw sporzadzania. W uktadzie Z3
mieszanym przez 5 min po 7 dniach czgstki miaty nawet mniejszg wielkos¢ (wartos¢ d
(0,9) wynosita po sporzadzeniu ok. 50 um, a po 7 dniach ok. 22 um). Podobnie,
obserwowano mniejsze czastki po 7 dniach w uktadzie Z2 sporzgdzanym w temp.
65°C.

Ustalono, Zze najbardziej optymalne wiasciwosci sposréd uktaddw
doswiadczalnych z Precirolem wykazywaty zawiesiny Z2 (polisorbat z poloksamerem) i

Z4 (polisorbat z lecytyna).
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Na ryc. 21 przedstawiono rozktad wielkosci czastek zawiesin Z2 i Z4 po

sporzadzeniu (chtodzenie w temperaturze pokojowej i w lodzie) oraz po 7 dniach

przechowywania w temp. 4°C.
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Ryc. 21. Rozkfad wielkosci czgstek w zawiesinach Z2 i Z4, otrzymanych w temp. 80°C
(A - chtodzenie w temp. 20°C; B - chtodzenie w lodzie): po sporzadzeniu (t=0) i
po 7 dniach przechowywania w temp. 4°C.

W obrazie mikroskopowym zawiesin liposfer zaobserwowano utozenie czastek

lipidowych w charakterystyczne ,fancuszkowe” struktury. Obraz czastek liposfer

charakterystycznie uktadajgcych sie przedstawia ryc. 22. W czasie dalszego
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przechowywania (1 — 2 miesigce) we wszystkich zawiesinach liposfer Z1 — Z4

dochodzito do zelowania - konsystencja zmieniata sie z ptynnej na potptynng i pétstata.

Ryc. 22. Obraz mikroskopowy czgstek liposfer ukfadajgcych sie tancuchowo.

Badano wartos¢ pH uktadédw po sporzadzeniu oraz po 7 dniach
przechowywania. Wyniki przedstawiono w tabeli 13. Wartosci pH uktadow Z1, Z2 i Z3
byty niskie, ponizej 5,0, lecz tylko nieznacznie wyzsze pH oznaczono w zawiesinach

sporzadzanych w temp. 65°C.

Tabela 13. Wptyw temperatury sporzadzania i czasu przechowywania (temp. 4°C) na

wartos¢ pH zawiesin liposfer Z1 — Z4

65°C 80°C
Czas 5> =0 7dni | =0 7 dni
71 4,4 4,3 4,3 4,3
72 4,4 4.4 4,2 4,2
73 5,1 5,2 4,8 5,2
74 3,7 3,6 3,5 3,7

Uklady doswiadczalne Z1 — Z4 (Tabela 4) sporzadzano réwniez stosujac

dodatkowo etap sonikacji przez 5 min. Wyniki pomiaréw wielkosci tak otrzymanych
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liposfer przedstawia tabela 14. Pomiar wielkosci czgstek prowadzono bezposrednio po

sporzadzeniu oraz po 7 dniach przechowywania w temp. 4°C.

Tabela 14. Wielkos$¢ liposfer w zawiesinach doswiadczalnych Z1 — Z4 sporzadzanych z
zastosowaniem ultradzwiekow: wartosci d (0,5) i d (0,9) po sporzadzeniu i po 7

dniach przechowywania w temp. 4°C (um)

Uklady sporzadzane w temp. 65°C

71 72 73 74

yd

)

chlodzenies— 20°C lod 20°C lod 20°C lod 20°C /f

d(0,5) - 1,70 0,60 0,51 15,3 2,06
d(0,9) - 49,3 1,65 1,28 57,9 4,55

t

d (0,5) - 12,7 51,3 46,5 11,8 -
d (0,9) - 53,9 74,8 73,8 61,2 -

Rozdzial faz
Rozdzial faz

7 dni

Uklady sporzadzane w temp. 80°C

71 72 73 74

chlodzeniey > 29°c | 16d | 20°C | léd | 20°C | léd | 20°C | lod

d(0.5) - 1,38 1,03 0,75 16,3 9,74

=)
L

d (0,9) - 2,99 10,6 5,35 493 66,5

d (0,5) - - 40,5 29,8 - -

Rozdzial faz
Rozdziatl faz

7 dni

d (0,9) - - 70,6 63,9 - -

(-) zelowanie

Etap sonikacji prowadzit do zmniejszenia wielkosci czastek liposfer w
przypadku zawiesiny Z2 (emulgatory: polisorbat, poloksamer) chtodzonej w
temperaturze pokojowej. Poréwnanie wynikéw zawartych na ryc. 20 i w tabeli 14
wskazuje, ze dla zawiesiny Z2 sporzadzonej w temp. 80°C $rednia wielko$¢ czastek d
(0,5) zmniejszyta sie z 3,13 ym do 1,03 pm, natomiast wartos¢ d (0,9) uktadu
zmniejszyta sie z 19,3 ym do 10,6 um. W ukfadzie chtodzonym w lodzie sonikacja
réwniez prowadzita do zmniejszenia wielko$ci czastek: wartosé d (0,5) ulegta zmianie z
2,71 ym do 0,75 uym, oraz d (0,9) z 11,4 ym do 5,35 uym.
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Takiej zaleznosci nie zaobserwowano w zawiesinie Z3 (lecytyna, poloksamer)
chtodzonej w temperaturze pokojowej. 50% czastek zawiesiny Z3 charakteryzowata
wielkos¢ do 16,3 pm, a wiec wieksza w porownaniu do uktadu sporzadzanego bez
sonikacji, gdzie wielkos¢ 50% czastek miescita sie ponizej 7,2 um. Ponadto po 7
dniach przechowywania ukfad sonikowany Z3, chtodzony w lodzie lub sporzadzany w
temp. 80°C i chtodzony w temperaturze pokojowej, zelowat.

Niemozliwe do wykonania tg metodg okazaly sie zawiesiny Z1 (lecytyna,
polisorbat, poloksamer) i Z4 (lecytyna, polisorbat), poniewaz w formulacji Z1
dochodzito do zelowania, gdy ukfad chtodzono w temperaturze pokojowej, natomiast w
trakcie sporzadzania zawiesiny Z4 nastepowat trwaty rozdziat faz.

Jedynie zawiesine Z2 mozna byto otrzymaé stosujgc etap sonikacji w obu
temperaturach emulgowania i sposobach chtodzenia. Czagstki liposfer uktadu Z2
sporzadzonego w temp. 80°C miaty wiekszg srednice. Przyktadowo warto$¢ d (0,9)
uktadu chtodzonego w temperaturze pokojowej wynosita 10,6 um, byta wiec wieksza w
poréwnaniu z d (0,9) = 1,65 ym w ukfadzie sporzadzanym w temp. 65°C.

Podczas przechowywania uktadu Z2 w temp. 4°C juz po 7 dniach dochodzito
jednak, niezaleznie od warunkéw otrzymywania, do dramatycznego zwiekszania sie

wielkosci czgstek liposfer i uklady ulegaty zelowaniu w czasie kolejnych 3 -5 tygodni.

Dalsze ukfady zawierajgce lecytyne z polisorbatem w stezeniu 1% (wag/wag)
(Z6 — Z7) lub bez polisorbatu (Z5) (Tabela 4) sporzadzano albo stosujgc sonikacje (Z7)
albo bez tego etapu (Z5, Z6 i Z8). Niezaleznie od stezenia lecytyny i obecno$ci
polisorbatu uktady Z5 — Z7 nie byly trwate. Réwniez ukfad emulgatoréw polisorbat i

Span 40 (Z8) nie stabilizowat zawiesiny liposfer, co obrazuje tabela 15.

Tabela 15. Wyniki obserwacji zawiesin liposfer Z5 — Z8 podczas sporzgdzania i

przechowywania

Uklad Obserwacje

75 destabilizacja (brak homogenno$ci, wystapienie grudek) w trakcie
mieszania mieszadtem szybkoobrotowym

76 wydzielanie si¢ kropli oleju podczas mieszania, po sporzadzeniu
uklad gestnieje
bez sonikacji - gestnienie po 1 dniu; catkowite zelowanie po 4

z7 tygodniach;
sonikacja - zelowanie podczas chtodzenia

73 po ochtodzeniu konsystencja ptynna; po 24 h zelowanie
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Ukfad Z9 (Tabela 4) sporzadzono z samodzielnym emulgatorem - polisorbatem
80 w stezeniu 3%. Bezposrednio po sporzadzeniu ukfad, niezaleznie czy byt
sonikowany, pozostawat ptynny.

Na ryc. 23 poréwnano pod wzgledem wielkosci czgstek uktad Z9 z zawiesinami
liposfer, ktore posiadalty w swoim skladzie oprécz polisorbatu poloksamer (Z2) lub
lecytyne (Z4) (Tabela 4). Zawiesiny tych liposfer wykonywano bez etapu sonikaciji.
Wielkos¢ 50% czastek liposfer w uktadach Z2 i Z4 byta poréwnywalna i mieécita sie
ponizej odpowiednio 2,7 um i 3,0 ym, natomiast w uktadzie Z9 czastki byly mniejsze -
50% miescito sie w zakresie ponizej 1,5 um. W uktadach Z2 i Z4 wielko$¢ 90% czgstek
liposfer miescita sie ponizej odpowiednio: 11,3 i 13,3 um, a natomiast w uktadzie Z9
wartos¢ d (0,9) wynosita 3,15 um.

Zawiesina liposfer Z9, wykonana bez etapu sonikacji po 7 dniach
przechowywania w temp. 4°C Zzelowata, natomiast wykonana 2z udziatem
ultradzwiekow, po tygodniu przechowywania w temp. 4°C, byta ptynna, a wielkos¢ 90%
czastek uktadu miescita sie ponizej 12 um. Roéwniez w tym uktadzie dochodzito jednak

do zelowania w czasie krotszym niz 3 miesigce.

16 -

[%] — 272
14 - o
124 Z9
10 -

Ryc. 23. Rozkifad wielkosci czgstek w uktadach Z2, 74 i Z9 (Tabela 4),
bezposrednio po wykonaniu bez uzycia ultradzwiekéw.
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Liposfery z Precirolem w mieszaninie z innymi lipidami

Sporzadzano zawiesine liposfer Z10 (Tabela 5), gdzie jako matryce lipidowg
uzyto mieszanine Precirolu i alkoholu cetylowego w stosunku 4:1, a emulgatorem byt
polisorbat (2%).

Bezposrednio po sporzadzeniu uktad byt ptynny. Po 7 dniach przechowywania
w temp. 4°C nastgpita zmiana konsystencji na pétpltynna. Pomimo tego wielko$¢
liposfer nie zmienita sie znaczaco podczas przechowywania uktadu w czasie do 6
tygodni w temp. 4°C. Po sporzadzeniu, w zakresie ponizej 10,6 pym miescita sie
wielkos¢ 90% czastek, natomiast po 6 tygodniach wartos¢ d (0,9) wynosita 16,8 um, a
wartos¢ d (0,5) wynosita 5,6 pm.

Pod mikroskopem zaobserwowano, ze czastki liposfer w tym uktadzie miaty

ksztatt tezkowaty. Obraz mikroskopowy zawiesiny liposfer Z10 przedstawia ryc. 24.

Y10 pm
10 n

Ryc. 24. Obraz mikroskopowy zawiesiny liposfer Z10 (Precirol: alkohol cetylowy
4:1).

Sporzadzano takze zawiesiny liposfer Z11 i Z12 z matryca lipidowg ztozong z
Precirolu i oleju Miglyol (Tabela 5).

Przy sporzadzaniu zawiesiny Z11 (Precirol : Miglyol 2:1) na etapie sonikacji
wystapito znaczne pienienie uktadu. Podczas chtodzenia, po ok. 10 min zawiesina

zgestniata do konsystencji potptynne;j.
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Stabilniejszym uktadem z matrycq lipidowg ztozong z Precirolu i Miglyolu,

0,9) i d (0,5) oraz ilos¢ (%) czastek w przedziatach wielkosci — wptyw
(0,9) (0,5) (%) cza; p ply

czgstek uktadu Z12 przedstawiono w tabeli 16.

warunkoéw przechowywania

okazata sie =zawiesina Z12, gdzie stosunek Precirol

Miglyol

wynosit 4:1.

Przechowywanie d (0,5) d (0,9) Udzial (%) czastek w
zakresie wielko$ci (um)
czas temp. (um) (nm) 1-10 10-30

Uklad bez sonikacji

t=0 1,64 3,77 80,5 1,1

7 dni 4°C 1,63 3,94 76,9 0,6

14 dni 4°C 3,16 10,05 80,2 9,7

6 tygodni 4°C 60,7 76,8 12,7 9,8
Uklad sonikowany

t=0 0,76 3,03 35,7 0,8

7 dni 4°C 0,7 3,89 31,4 1,2

6 miesigcy 4°C 1,39 17,1 53,2 4,1

6 miesigcy temp. pok. 63,8 77,2 6,5 7,0

2 lata 4°C 32,9 75,5 8,9 9,4

2 lata temp. pok. 59,9 76,7 6,9 9,0

Obserwowano wyglad tego uktadu, konsystencje, wielkos¢ czastek po sporzadzeniu
oraz podczas przechowywania w temp. pokojowej i 4°C w czasie do 2 lat. Ptynna
konsystencja oraz barwa ukfadu Z12 po sporzadzeniu nie zmieniata sie w czasie
przechowywania w temperaturze pokojowej. Zawiesina liposfer przechowywana w
temp. 4°C bezposrednio przeniesiona do temperatury pokojowej miata bardziej gestg

konsystencje, lecz w krotkim czasie ulegata uptynnieniu. Wyniki pomiarow wielkosci

Tabela 16. Wielko$¢ czastek liposfer w zawiesinie Z12 (Precirol : Miglyol): wartosci d

Podczas przechowywania uktadu w temperaturze pokojowej zaobserwowano

zwiekszenie wielkosci liposfer. W uktadzie sporzgdzanym bez etapu sonikacji wielkos¢
90% czastek po sporzadzeniu miescita sie ponizej 3,77 um, natomiast po 6 tygodniach

przechowywania w temp. 4°C wzrosta do 76,8 ym. W ukitadzie sonikowanym
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zwiekszanie wielkosci czastek zachodzito wolniej, poniewaz wartos¢ d (0,9) po
sporzadzeniu wynosita 3,03 um, a po 6 miesigcach w temp. 4°C - 17,1 uym.

Uktad sonikowany przechowywano w dwoch temperaturach: pokojowej i 4°C.
Temperatura przechowywania ukfadoéw miata znaczacy wptyw na szybkosé wzrostu
wielkosci czastek liposfer. W ukfadzie sporzadzanym z uzyciem ultradzwiekoéw, po 6
miesigcach przechowywania w temp. 4°C 90% czastek miato wielko$¢ ponizej 17,1
pm. Natomiast w uktadzie przechowywanym w tym samym czasie w temperaturze
pokojowej wartosc d (0,9) wynosita 77,2 ym. Po 2 latach réznice nie byly tak znaczace.

Warto$¢ pH otrzymanego uktadu wynosita 4,91 i nie ulegata istothym zmianom
podczas przechowywania.

Wzrost wielkosci czastek lipidowych wykazany metoda dyfrakcji laserowej nie
zostat potwierdzony badaniami mikroskopowymi. W obrazie mikroskopowym nie
wykrywano czastek o wielkosci kilkudziesieciu mikrometrow, a jedynie obserwowano
aglomeraty czagstek, ktére nie byly obecne po ekstruzji uktadéw przez igte strzykawki.
Na ryc. 25 przedstawiono obraz mikroskopowy zawiesiny liposfer Z12 sporzadzonej
bez uzycia ultradzwiekéw, przechowywanej przez 6 tygodni i poddanej ekstruzji przez

igte strzykawki.

Ryc. 25. Obraz mikroskopowy zawiesiny liposfer Z12 (Precirol: Miglyol 4:1).
Dtugos¢ podziatki wynosi 10 pm. (W prawym gornym rogu widoczny jest pecherz

powietrza).

Stabilizacja zawiesiny liposfer polimerami hydrofilowymi
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Sporzadzono zawiesiny liposfer Z13 — Z16 (p. 2.4), ktére skladem emulgatora
(polisorbat) i lipidu odpowiadaty uktadowi Z12. Do fazy wodnej dodane zostaty jednak
polimery hydrofilowe: metyloceluloza, karmeloza sodowa, hydroksyetyloceluloza lub
karbomer. Wyniki obserwacji wptywu dodatku polimeréw oraz sonikacji na wielko$¢

czastek liposfer po sporzadzeniu przedstawiono w tabeli 17.

Po sporzadzeniu wszystkie uktady byly ptynne, chociaz zaobserwowano, ze

wraz ze wzrostem stezenia polimeru konsystencja uktadéw zmienia sie na bardziej

gesta.

Etap sonikacji wptynagt na zmniejszenie wielkosci czastek w uktadach z
udziatem metylocelulozy (Z15) i karmelozy sodowej (Z14c) i réwniez umozliwit
otrzymanie zawiesiny liposfer z karbomerem (Z13), poniewaz w tym przypadku
zawiesiny otrzymywane bez sonikacji ulegaty szybkiemu zelowaniu.

Dodatek polimeru w uktadach Z15, Z16a i Z16b nie spowodowat znaczacej
zmiany wielkoéci czgstek, w poréwnaniu z uktadem bez polimeru (Z12). Natomiast
karmeloza sodowa i hydroksyetyloceluloza w stezeniu od 0,5 do 1% przyczynity sie do
zwiekszenia wielkoéci czastek, czego wynikiem jest warto$¢ d (0,5), ktéra wynosi dla
uktadu Z16¢ 4,46 um, a dla Z14b i Z14c — odpowiednio 15,4 uymi 10,0 ym.

Tabela 17. Wielkos$¢ liposfer w zawiesinach (Precirol: Miglyol 4:1) z fazg dyspergujaca

zawierajgcq polimery hydrofilowe

Udzial (%) czastek w

Uklad | Polimer | Stezenie | Sonikacja d((0,5) d (0,9) Zakresie(wiZlkoqéci (um)
pm) | (pm)
1-10 [ 10-30] >30
0 - n.b. n.b. zelowanie

Z13 | karbomer | - 0,2% 152 | 448 | 450 | 631 | 128
Z14a 0,1% - 1,20 | 2,88 57,3 1,5 4,85
Z14b CMC 0,5% - 15,4 36,8 30,8 44,3 22,8
714c 1.0% - 10,0 18.8 47,6 49,3 0,37
’ + 2,72 14,7 79,8 9,01 5,33
0 - 2,20 6,75 83,7 1,05 5,30

Z15 MC 0,5% + 0,82 2,80 41,9 0,18 0
Z16a 0,1% - 1,65 3,85 75,6 0,75 3,15
Z16b HEC 0,5% - 1,60 | 4,96 77,1 0,51 2,85

Z16¢ 1,0% - 4,46 10,8 85,6 11,7 0

n.b. - nie badano

MC - metyloceluloza

CMC - karmeloza sodowa
HEC — hydroksyetyloceluloza
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Zawiesiny liposfer z udziatem karmelozy sodowej (Z14) i hydroksyetylocelulozy
(Z16) obserwowano podczas przechowywania (temp. 4°C) w czasie do 1 miesigca.

Wyniki obserwacji wielko$ci czgstek przedstawiono na ryc. 26.
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Ryc. 26. Wielkos¢ liposfer (um) w zawiesinach sporzadzonych z roztworem karmelozy
sodowej lub hydroksyetylocelulozy jako fazg rozpraszajaca (Z14 i Z16, Tabela
6) 1 przechowywanych w temp. 4°C: wptyw stezenia polimeru 0,1%, 0,5% i

1,0%.
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Zblizong wielkos¢ czastek do ukfadu bez polimeru (uktad Z12, Tabela 16)
wykazata zawiesina liposfer Z14a z karmelozg sodowg (0,1%), a takze uktad Z16a i
Z16b z hydroksyetylocelulozg (0,1% i 0,5%), gdzie wartos¢ d (0,5) wynosita
odpowiednio: 1,20 ym, 1,65 pm i 1,60 ym.

Wraz ze wzrostem stezenia karmelozy sodowej do 0,5% lub 1,0% (uktad Z14ai
Z14b) nastepowat znaczacy wzrost wielkosci liposfer (d (0,5) 10 — 15 ym). W
przypadku uktadu z hydroksyetylocelulozg taki wzrost obserwowano po zwiekszeniu

stezenia do 1,0%.

Najbardziej stabilnym uktadem otrzymanym z udziatem karmelozy sodowej
okazata sie formulacja zawierajgca polimer w stezeniu 1%, poniewaz wielkos¢ czastek
liposfer podczas przechowywania przez 1 miesigc w temp. 4°C, nie zwiekszata sie
znaczaco, co nastgpito w uktadach o mniejszym stezeniu karmelozy sodowe;.
Natomiast w zawiesinach z hydroksyetylocelulozg (Z16) najbardziej stabilnym uktadem
podczas przechowywania w czasie 7 dni w temp. 4°C, okazata sie zawiesina
zawierajgca 0,5% polimeru w fazie wodnej. Po 1 miesigcu przechowywania wielkos¢
czgstek w tym ukfadzie praktycznie nie wzrosta i 90% czastek miato wielko$¢ ponizej

4,2 um.

Wyjatawianie zawiesin liposfer

Wyjatawiano (p. 2.5) zawiesine liposfer ztozong z mieszaniny Precirolu i
Miglyolu i zawierajacg polisorbat w stezeniu 2% (zawiesina Z12, sporzadzona z
etapem sonikacji). Ponadto poddano wyjatowieniu ukfady o takim samym sktadzie, lecz
zawierajgce dodatek hydroksyetylocelulozy (zawiesiny Z16). Uklady po wyjatowieniu
przechowywano w temperaturze pokojowej bez dostepu Swiatta. Wyniki pomiaréow

wielkosci liposfer wyjatowionych zawiesin Z12 i Z16 przedstawiono na ryc. 27.

Etap wyjatawiania nie wptynat na konsystencje zawiesin, natomiast miat wptyw
na wielkos¢ czgstek liposfer. Liposfery wyjatowione miaty wieksze czastki w
porownaniu z niepoddanymi procesowi wyjatawiania, niezaleznie, czy w fazie wodnej
byta obecna hydroksyetyloceluloza. W zawiesinie Z12 zmiana byta niewielka - nie
doszto, do znaczacego wzrostu wartosci d (0,5), a tylko wartos¢ d (0,9) wzrosta po

wyjatowieniu z 3,03 ym do 7,85 um. Z kolei w uktadach Z16, w ktérych przed

92



wyjatowieniem oznaczono wartosci d (0,5) w zakresie 3 — 8 um, po wyjatowieniu
nastgpit wzrost tego parametru do 20 — 30 pm i réwniez doszto do znacznego

zwiekszenia wartoéci d (0,9).

Wyniki  zobrazowane na ryc. 27 wskazujg, ze w obecnosci
hydroksyetylocelulozy podczas wyjatawiania dochodzi do wielokrotnego wzrostu
wielkosci czagstek liposfer, co potwierdzajg obserwacje mikroskopowe. Z kolei zmiany
obserwowane w uktadzie Z12, bez polimeru, nie sg duze. Warto$¢ d (0,5) wyjatowionej

zawiesiny liposfer Z12 nadal zawiera sie ponizej 1 uym (0,54 pm).

Przechowywanie ukfadéw wyjatowionych w temperaturze pokojowej przez 1
miesigc spowodowato wzrost wielkosci czastek liposfer we wszystkich uktadach.
Przyktadowo wartos¢ d (0,9) wyjatowionej zawiesiny Z12 wzrosta z 7,85 ym do 26 ym,

natomiast dla zawiesiny Z16b z 24,5 ym do 35,6 um.
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Ryc. 27. Wplyw wyjatawiania na wielkos¢ liposfer w zawiesinach Z12 (bez
polimeru w fazie wodnej) i Z16 (hydroksyetyloceluloza w fazie wodnej) po
sporzadzeniu (t=0) oraz po 7 dniach i 1 miesigcu przechowywania w temperaturze
pokojowej; (nw — zawiesiny przed wyjatowieniem).

ZAWIESINY LIPOSFER Z BUPIWAKAINA ORAZ STEARYNIANEM BUPIWAKAINY

W celu inkorporacji w liposferach bupiwakainy zasady prowadzono wstepne
badania rozpuszczalnos$ci substancji w buforach fosforanowych pH 7,0 i pH 8,0 oraz w
wodzie (p. 3.1, str. 58). Wartos¢ pH nasyconego roztworu wodnego bupiwakainy
wynosita 8,02. Wyniki badan rozpuszczalnosci (wartosci srednie z trzech oznaczen)
przedstawiono w tabeli 18. Najwyzszg rozpuszczalnos¢ bupiwakainy wyznaczono w
buforze fosforanowym pH 7,0, gdzie dochodzi do czesciowego tworzenia soli
bupiwakainy.

Rozpuszczalnos¢ w Miglyolu oznaczona pétilosciowo miescita sie w zakresie 50
— 80 mg/g. Wyznaczono réwniez wspotczynnik podziatu Miglyol/woda, ktéry wynosi
13,9.

Tabela 18. Rozpuszczalno$¢ (mg/ml) bupiwakainy zasady w wodzie i buforach

fosforanowych (temperatura pokojowa)

Rozpuszczalnik Rozpuszczalnos¢
(mg/ml)
Woda 0,203
Bufor pH 7,0 1,035
Bufor pH 8,0 0,239

94



Oceniano rozpuszczalnos¢ bupiwakainy w lipidach statych. Badanie
przeprowadzono pdtilosciowo stosujgc serie stezen: 1% - 25% (wag/wag) bupiwakainy
w stosunku do lipidu (p 3.2). Ponadto do badan uzyto mieszanine lipidu statego
Precirolu i oleju Miglyol. Wyniki badania rozpuszczalnosci bupiwakainy zasady w
wybranych lipidach przedstawia tabela 19. Najwiekszg rozpuszczalnos¢ bupiwakainy
uzyskano w Precirolu.

Bupiwakana zasada ulegata wytraceniu z mieszaniny Precirolu z Miglyolem w
stezeniu 2%.

Wyznaczono wspotczynnik podziatu dla statego lipidu Precirol metodg opisang

w p. 3.2 (str. 59). Wspotczynnik podziatu Precirol/woda wynosi 3741.

Tabela 19. Rozpuszczalnos¢ (X) bupiwakainy w wybranych lipidach i ich mieszaninach

o Bupiwakaina Stearynian
Lipid bupiwakainy
X (% wag/wag)
Compritol X<1,0 -
Precirol 20,0<X<25,0 X>25
Parafina stala 1,0<X<5,0 -

Tripalmitynian glicerolu 10,0<X<15,0 -

Tristearynian glicerolu 10,0<X<15,0 -
Witepsol 5,0<X<7,0 -
Wosk pszczeli biaty 5,0<X<10,0 -
Precirol : Miglyol (4:1) 1,0<X<2,0 0,2<X<0,5

Sporzadzanie lipofilowej pochodnej bupiwakainy — stearynianu bupiwakainy

Prowadzono synteze metodag stapiania stosujgc jako substraty bupiwakaine

zasade i kwas stearynowy (str. 60).
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Uzyskano produkt o barwie kremowej, ktéry poddano badaniu metodg
réznicowej kalorymetrii skaningowej DSC, opisang w p. 3.3 (str. 60). Na ryc. 28
przedstawiono termogram stearynianu bupiwakainy, a takze poréwnawczo -

bupiwakainy i kwasu stearynowego.

Efekty endotermiczne zaobserwowano w nastepujgcych temperaturach:
1) bupiwakaina — 112,27°C
2) kwas stearynowy — 71,05°C

3) stearynian bupiwakainy otrzymany metoda stapiania — 42,14°C.

Aexo
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Ryc. 28. Termogramy DSC: 1) bupiwakainy; 2) kwasu stearynowego; 3) stearynianu

bupiwakainy.

Na podstawie przeprowadzonych badan produktu reakcji bupiwakainy zasady i
kwasu stearynowego ustalono, ze powstat nowy zwigzek, ktéry uznano za stearynian
bupiwakainy. Na termogramie stearynianu bupiwakainy zaobserwowano niewielki pik
odpowiadajgcy kwasowi stearynowemu, co swiadczy o pewnym zanieczyszczeniu
stearynianu bupiwakainy nadmiarem kwasu stearynowego. Nie wyjasniono przyczyn

istnienia niewielkiego piku odpowiadajacego temp. ok. 49°C.
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Prowadzono badanie rozpuszczalnoéci stearynianu bupiwakainy w wodzie w
temperaturze pokojowej. W tym celu wykonano trzy niezalezne badania. Oznaczona
rozpuszczalnos¢ zwigzku wynosita 0,149 mg/ml. Wartos¢ pH nasyconego wodnego

roztworu stearynianu bupiwakainy wynosita 8,46.

Potilosciowo badano rozpuszczalnos¢ stearynianu bupiwakainy w lipidach:

Precirolu, Miglyolu i mieszaninie Precirol : Miglyol (4:1).

Stearynian bupiwakainy charakteryzowat sie wiekszg rozpuszczalnoscig w
Precirolu niz bupiwakaina w postaci zasady - nawet przy stezeniu 250 mg/g nie
obserwowano krysztatéw wytrgconej substancji (Tabela 19). Natomiast w mieszaninie
Precirolu z Miglyolem obserwowano krysztaty wolnej bupiwakainy (w postaci igiet) przy
stezeniu 5 mg/g, a wiec mniejszym niz w badaniach bupiwakainy (Tabela 19).

Rozpuszczalnosé w Miglyolu miescita sie w zakresie 20 - 50 mg/g lipidu.

Zawiesiny liposfer z bupiwakaing lub stearynianem bupiwakainy

Otrzymano uktady zawierajace 10% (wag/wag) lipidu Precirol. Wstepnie
inkorporowano bupiwakaine zasade w ilosci: 25 mg/g, 50 mg/g i 100 mg/g lipidu
(odpowiednio 0,25%, 0,5% i 1,0% w zawiesinie) — otrzymujac uktady ZB1, ZB2 i ZB3
(Tabela 7). Zawiesiny liposfer z wiekszg zawartoscig bupiwakainy zelowaty w czasie 24

h, natomiast uktad Z1 pozostat ptynny.

Ponadto sporzadzano zawiesiny liposfer na bazie lipidu mieszanego Precirol :
Miglyol (4:1) z bupiwakaing zasadg w ilosci 50 mg/g lipidu (0,5% w zawiesinie - uktad
ZB4). Stearynian bupiwakainy wprowadzano do liposfer w ilosci 100 mg/g lipidu (1% w
zawiesinie - uktad ZB5), co odpowiadato rownowaznej ilosci bupiwakainy, tzn. 50 mg/g
lipidu. Aby zwiekszy¢ trwatosé¢ fizyczng uktadéw, do fazy wodnej zawiesin dodawano
polimery hydrofilowe, tworzac zawiesiny ZB6, ZB7 i ZB8 (Tabela 7). Wszystkie uktady

zawierajgce Precirol z Miglyolem byty ptynne po sporzadzeniu.

Zawiesiny liposfer, gdzie fazga rozpraszajgca byly roztwory polimeréw
hydrofilowych (karmeloza sodowa - ZB6 i hydroksyetyloceluloza - ZB7),
charakteryzowaty sie mniej ptynng konsystencja w porownaniu do uktadow bez
dodatku polimeréw. Konsystencja uktadu ZB7 zmienita sie na potptynng w czasie
przechowywania (2 dni). Z kolei uktad ZB8 (z poloksamerem) nie wykazywat zmiany

konsystencji.

97



Ostateczna warto$¢ pH zawiesin liposfer (korygowana do wartosci 8,0 za

pomocg 0,1 mol/l roztworu NaOH) wynosita 7,3 - 7,8.

Podczas przechowywania w temp. 4°C zachodzita krystalizacja substanc;i
leczniczej w fazie wodnej wszystkich sporzadzonych zawiesin. Czas, po ktérym

obserwowano to zjawisko przedstawia tabela 20.

W uktadzie ZB3, zawierajacym 1% bupiwakainy krysztaty substancji leczniczej
Po 24 h
zaobserwowano ich obecnos¢ we wszystkich zawiesinach liposfer z Precirolem (ZB1 —
ZB3). W ukladzie ZB4 Miglyol 4:1)

zaobserwowano po 48 h przechowywania. W zawiesinie ZB5 zawierajacej stearynian

widoczne byly okiem nieuzbrojonym bezposrednio po sporzadzeniu.

(Precirol krystalizacje bupiwakainy
bupiwakainy, krystalizacje bupiwakainy (krysztaty w postaci charakterystycznych igiet)

zaobserwowano pézniej niz w zawiesinie liposfer z bupiwakaing zasada (ZB4).

Obecno$¢ poloksameru w fazie wodnej liposfer nie zapobiegta krystalizacii
bupiwakainy bezposrednio po sporzadzeniu ukfadu (ZB8), natomiast w uktadach z
karmelozg sodowg i hydroksyetylocelulozg (ZB6 i ZB7) krystalizacja byta op6zniona i

nastgpita odpowiednio po 3 i 7 dniach przechowywania.

Tabela 20. Szybkos$¢ krystalizacji i zawartos¢ bupiwakainy w fazie wodnej liposfer

sporzadzonych z bupiwakaing lub stearynianem bupiwakainy

Inkorporowana Krystalizacja Ilo$¢ substancji
Polimer w fazie
Uklad substancja substancji leczniczej w fazie
wodnej

lecznicza leczniczej wodnej*
7B1 bupiwakaina - <24h nie oznaczano
7ZB2 bupiwakaina - <24h nie oznaczano
7ZB3 bupiwakaina - po sporzadzeniu nie oznaczano
7B4 bupiwakaina - 48 h 100,4 %

stearynian
ZBS5 ) ) - 3 dni 93,4 %

bupiwakainy

7B6 bupiwakaina 1% CMC 3 dni 87,0%
7B7 bupiwakaina 1% HEC 7 dni 101,0 %
7B8 bupiwakaina 5% poloksamer <24h nie oznaczano

CMC - karmeloza sodowa

HEC - hydroksyetyloceluloza

* - (%) catkowitej dawki, badanie po 24 h
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Na ryc. 29 przedstawiono wyglad zawiesiny liposfer (uktad ZB2) w fiolce, w

ktorej widoczne sg okiem nieuzbrojonym krysztaty bupiwakainy.

Ryc. 29. Krysztaty bupiwakainy w zawiesinie liposfer widoczne okiem nieuzbrojonym.

W ukfadach, w ktérych krystalizacja byta opdzniona oznaczano stezenie
bupiwakainy w fazie wodnej uzyskanej metodg ultrafiltracji (p. 10.2). W celu
rozpuszczenia ewentualnych krysztatdbw bupiwakainy uktady przed filtracjg
zakwaszano. Woyniki (srednia z wynikow otrzymanych dla trzech prébek)
przedstawione w tabeli 20 swiadcza, ze catkowita (ZB4, ZB7) lub prawie catkowita

(ZB5, ZB6) dawka bupiwakainy wykrywana byta w fazie wodnej.

W zawiesinach liposfer, gdzie nie dochodzito do krystalizacji substancji
leczniczej bezposrednio po sporzadzeniu, przeprowadzano rowniez pomiary wielkosci
czastek liposfer. Na ryc. 30 przedstawiono rozktad wielkosci czastek dla uktadéw: ZB4,
ZB5, ZB6 i ZB7.

—Z7B4
—ZB5
——ZB6
—ZB7

Ryc. 30. Rozkiad wielkosci liposfer w zawiesinach (ZB4 — ZB7, Tabela 7) z

inkorporowang substancjg lecznicza.
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W poréwnaniu z uktadem bez bupiwakainy (Z12) wielko$¢ czastek nieznacznie
zwiekszyta sie po inkorporacji substancji leczniczej: w zawiesinie Z12 50% czastek
miato wielkos¢ do 1,64 um (Tabela 16), natomiast w uktadzie z bupiwakaing (ZB4) do
2,8 ym, a ze stearynianem bupiwakainy (ZB5) do 2,6 pm. Wartosci d (0,9)
przedstawiaty sie odpowiednio: 3,77 um (Z12) oraz 7,2 um (ZB4) i 7,4 ym (ZB5).

W rozktadzie wielkosci czgstek zaobserwowano wptyw obecnosci substancii
leczniczej oraz polimeréw hydrofilowych: karmelozy sodowej i hydroksyetylocelulozy
na wielkos¢ czastek liposfer. W zawiesinie ZB6 z karmeloza sodowa wszystkie czastki
majg rozmiar w zakresie 1 — 30 pym (d (0,5) wynosi 8,02 um), natomiast w zawiesinie
ZB7 dodatek hydroksyetylocelulozy umozliwit uzyskanie czastek mniejszych ($rednia
wielkos¢ d (0,5) wynosita 1,4 ym), a 21% czastek posiadato rozmiar ponizej 1 pum.
Metoda dyfrakcji laserowej wykrywano rowniez sktonnos$¢ tak matych liposfer do

aglomeraciji, o czym swiadczy frakcja (9%) powyzej 30 um (Ryc. 30).

Préba sporzadzenia liposfer ze stearynianem bupiwakainy jako faza lipidowa

zawiesiny

Ze wzgledu na wiasciwosci lipofilowe stearynianu bupiwakainy, podjeto préobe
sporzadzenia zawiesiny stearynianu bupiwakainy bez dodatkowego lipidu
tworzgcego matryce (p. 3.6). Podczas sporzadzania uktadu fazy wodna i lipidowa
nie ulegty doktadnemu zdyspergowaniu, natomiast po 30 min chiodzenia w temp.
4°C, nastgpit trwaly ich rozdziat. Roéwniez po wprowadzeniu namiaru kwasu

stearynowego nie uzyskano zawiesiny liposfer o zadowalajgcej homogennosci.

KONCENTRATY LIPOSFER

Otrzymywano skoncentrowane zawiesiny liposfer zawierajace 50% lipidu
mieszanego Precirol : Miglyol (4:1). Koncentraty sporzadzano metodg opisang w p. 4.1
(str. 63). Podczas chiodzenia uktady zelowaly do konsystencji potstatej.

Koncentraty przeznaczone sg do podania po rozcienczeniu. Badano wplyw
sposobu mieszania podczas rozcienczania na stopien rozproszenia czastek liposfer w
rozcienczanych koncentratach. Ukfady mieszano recznie, z uzyciem wytrzgsarki
Vortex, mieszadta szybkoobrotowego Ultra-Turrax, a takze z wykorzystaniem
ultradzwiekow (p. 4.2).

Podczas obserwacji  mikroskopowych  rozcienczonych  koncentratow

mieszanych recznie zaobserwowano, ze liposfery sg potgczone w wieksze aglomeraty
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o rozmiarach powyzej 30 ym, natomiast pojedyncze czastki posiadaty wielkos¢ ok. 10
pm. Wielkos¢ czastek liposfer, po zastosowaniu mieszania recznego oraz
ultradzwiekoéw, mierzono metoda dyfrakcji laserowej. Wyniki pomiaréw przedstawia
tabela 21. Srednia wielko$¢ czastek w koncentratach mieszanych recznie wynosita ok.
20 ym, a wielko$¢ ok. 54% czastek miescito sie w zakresie wielkosci 10 — 30 ym,
tymczasem w wyniku mieszania za pomoca ultradzwiekdw 5 i 15 min, najwiecej
czastek liposfer miescito sie w zakresie wielkosci 1 — 10 uym, odpowiednio: ok. 62 i
74%.

Dluzsze mieszanie, za pomocg wytrzasarki Vortex Ilub mieszadta
szybkoobrotowego Ultra — Turrax, prowadzi do ,rozrywania” czastek z utratg ich
ksztaltéw kulistych. W efekcie liposfery sg nieregularne i dochodzi do szybkiego
gestnienia i zelowania rozcienczonego ukfadu. Koncentraty nierozcienczone i po
rozcienczeniu poddawano obserwacjom mikroskopowym. Obraz mikroskopowy
koncentratu nierozcienczonego i rozciehczonego przedstawiono na ryc. 31. Na obrazie
mikroskopowym koncentratu nierozcienczonego widoczne sg czastki liposfer ciasno
utozone, natomiast po rozcienczeniu uktadu mozna zaobserwowaé, Ze nastgpito

zdyspergowanie pojedynczych liposfer w wielokrotnej objetosci uzytej wody.

Tabela 21. Wplyw wyjatawiania i sposobu mieszania na wielkos¢ czastek liposfer w

rozcienczanych koncentratach (rozciehczenie wodg 1:5)

Udzial (%) czastek w zakresie wielko$ci (um)

Spos6b d (0,5) | d(0,9)

mieszania (nm) (nm) <1 1-10 10-30 >30

Koncentraty nie wyjalowione

Recznie 2 min 20,85 | 43,68 1,0 15,1 53,9 30,0
sonikacja 5 min 1,29 3,19 34,0 61,9 2,2 1,9
sonikacja 15 min | 1,42 3,16 24,5 73,4 1,6 0,5

Koncentraty wyjalowione

Recznie 2 min 50,0 74,9 0,9 9,5 18,2 71,4
Vortex 2 min 43,1 73,8 1,0 12,6 22,8 63,6
sonikacja 5 min 45,7 74,2 0,9 11,2 21,0 66,9

sonikacja 15 min | 34,4 71,7 1,5 18,4 24,6 55,5
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Ryc. 31. Koncentrat liposfer (50% lipidu): nierozcienczony (a) i rozcienczony woda w
stosunku 1:5 z sonikacjq (b).

Wyjatawianie koncentratéw liposfer

Koncentraty liposfer wyjatawiano zgodnie z opisem w p. 4.3. Koncentraty
rozcienczano wodg w stosunku 1:5, z uzyciem réznego rodzaju mieszania: recznie (2
min), z uzyciem wytrzasarki Vortex (2 min), stosujac ultradzwieki (5 i 15 min). Badano
wplyw etapu wyjatawiania na wielkos¢ liposfer. Wyniki pomiaréw wielkosci czastek
liposfer koncentratéw wyjatowionych przedstawiono w tabeli 21.

Zaobserwowano wplyw etapu wyjatawiania na wielko$¢ czgstek liposfer w
koncentracie. 90% czastek, niezaleznie od sposobu mieszania w trakcie rozcienczania
koncentratu wyjatowionego, miato srednice do 75 pm. W uktadzie sonikowanym przez
15 min w zakresie wielkosci powyzej 30 um mieécito sie ok. 55% czastek. W
porownaniu z koncentratami niewyjatowionymi, czgstki koncentratow wyjatowionych
byly wieksze. W ukfadzie sonikowanym przez 15 min niejatowym, srednia wielko$¢
czgstek wynosita 1,4 um, natomiast w rozcienczonym w ten sam sposob uktadzie
wyjatowionym wartos¢ ta wzrosta do 34,4 uym.

Badano wptyw ekstruzji rozcienczonych koncentratow przez igte strzykawki na
wielkos¢ czastek liposfer (p. 4.2). Rozklad wielkosci czgstek koncentratu

wyjatowionego lub niewyjatowionego po ekstruzji przez igte przedstawiono na ryc. 32.
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Ryc. 32. Rozktad wielkosci czastek koncentratu liposfer rozcienczonego wodg w
stosunku 1:5 (Vortex 1 min): koncentrat niewyjatowiony (A) po ekstruzji przez
igte 0,5 mm (B); koncentrat wyjatowiony (C) po ekstruzji przez igte 0,4 mm (D).

Po wyjatowieniu uktadu 90% czastek zawierato sie w zakresie wielkosci 0,5 - 26
pum. Ekstruzja uzyskanej wyjatowionej dyspersiji liposfer przez igte 0,4 mm pozwolita na
wyeliminowanie agregatow czgstek powstatych przy wyjatawianiu i w rezultacie 90%
czastek charakteryzowato sie srednicg ponizej 11 um.

Przeprowadzano badanie pH rozcienczonego koncentratu liposfer. Warto$¢ pH
koncentratu liposfer bez substancji leczniczej, rozcienczonego wodg w stosunku 1:5

wynosita 5,49.

KONCENTRATY LIPOSFER Z BUPIWAKAINA LUB STEARYNIANEM
BUPIWAKAINY

Sktad sporzgdzonych koncentratow przedstawiono w tabeli 9 (str. 64).
Zawieraty one 50% (wag/wag) lipidu mieszanego Precirol i Miglyol (4:1). Do fazy
lipidowej wprowadzano bupiwakaine w ilosci 40 mg/g i 200 mg/g lipidu, a stearynianu
bupiwakainy w iloéci 80 mg/g lipidu, co w efekcie pozwalato na uzyskanie koncentratow
zawierajgcych bupiwakaine w stezeniu odpowiednio 2% i 10% (wag/wag), a stearynian

bupiwakainy w stezeniu 4%, (2% w przeliczeniu na bupiwakaine).
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Otrzymywane uktady miaty konsystencje poistatg oraz biatg barwe i nie roznity
sie barwa, konsystencjg oraz wielkoscig czastek od uktadu nie zawierajgcego
substancji leczniczej. Rozcienczany z mieszaniem recznym koncentrat bez substanciji
leczniczej posiadat 90% czastek o wielkosci do 43,7 um, przy wartosci d (0,5)
wynoszacej 20,9 um, natomiast dla koncentratu z substancjg leczniczg wielkosci te
wynosity odpowiednio: 46,2 umi 21,2 um.

Koncentraty liposfer obserwowano pod mikroskopem zaréwno w formie
nierozcienczonej, jak i po rozcienczeniu, oceniajac zjawisko krystalizacji substancji
leczniczej. We wszystkich koncentratach nierozcienczonych (KB 1, KB 2 i KB 3)
podczas przechowywania przez 2 lata nie zauwazono Kkrystalizacji substancji
leczniczej. W uktadach z bupiwakaing w formie zasady (KB 1 i KB 2), rozcienczanych
wodg w stosunku 1:5, juz po sporzadzeniu rozcienczenia w obrazie mikroskopowym
zaobserwowano krysztaty substancji leczniczej. Nie zaobserwowano krysztatéw
bezposrednio po rozcienczeniu w obrazie mikroskopowym rozcienczonego koncentratu
ze stearynianem bupiwakainy (KB 3). Natomiast krysztaty pojawity sie po 2 dniach
przechowywania (temp. 4°C). Warto§¢ pH koncentratow rozcienczonych wodg z
bupiwakaing zasadg wynosita odpowiednio: 8,5 i 8,4, natomiast ze stearynianem
bupiwakainy 8,1.

Krysztaty substancji leczniczej, ktére pojawity sie w obrazie mikroskopowym po
rozcienczeniu koncentratow (Ryc. 33), miaty posta¢ charakterystycznych igiet, ktére w
zaleznosci od stezenia substancji leczniczej wystepujg pojedynczo lub tworzg skupiska

(peki, gwiazdki).

Ryc. 33. Krysztaty bupiwakainy w rozcienczonym koncentracie liposfer: pojedyncze (a)
i w skupiskach (b). Dtugos¢ podziatki wynosi 10 ym.
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W celu okreslenia stopnia inkorporacji substancji leczniczej w koncentratach
liposfer, przeprowadzono badanie jej stezenia w fazie wodnej. Badano koncentraty
rozcienczone roztworem kwasu solnego o stezeniu 0,015 mol/l w stosunku 1:5, co
pozwalato na uzyskanie pH zawiesiny 6,5 — 7,0. Byto to konieczne dla rozpuszczenia
ewentualnych krysztatow bupiwakainy. Poczatkowo do uzyskania rozproszen liposfer
stosowano mieszanie reczne w czasie 2 — 3 min. Wyniki oznaczen przedstawiono w
tabeli 22.

Zastosowano rowniez mieszanie bardziej energiczne rozcienczonych
koncentratéw za pomocg ultradzwiekéw (15 min). Badaniom poddano uktady KB 2 i KB
3 (Tabela 9). Koncentraty do badan przechowywano w formie nierozcienczonej.
Rozciehczenia  koncentratow  sporzadzano bezposrednio przed badaniem.
Bezposrednio po sporzadzeniu oraz podczas przechowywania oznaczano ilo$é

bupiwakainy i stearynianu bupiwakainy w fazie wodnej koncentratow (Tabela 22).

Zaobserwowano zaleznos¢ pomiedzy iloscig inkorporowanej substanciji
leczniczej, a iloscig oznaczang w fazie wodnej. Przy inkorporacji 2% bupiwakainy (40
mg/g lipidu), w fazie wodnej uktadu KB 1 oznaczono 82,6% catkowitej dawki
(zamykano wiec w matrycy lipidowej bupiwakaine w ilosci ok. 7 mg/g lipidu), natomiast
przy zwiekszaniu ilosci wprowadzanej bupiwakainy do 200 mg/g lipidu (KB 2),
oznaczana ilos¢ substancji leczniczej w fazie wodnej ulegata zmniejszeniu. Wykrywano
tylko 28,9% dawki, co oznaczatoby, ze bupiwakaina ulegata zamykaniu w liposferach w
ilosci ok. 140 mg/g lipidu. Zwiekszong inkorporacje stearynianu bupiwakainy do 44,5
mg/g lipidu sugerowat réwniez wynik jego oznaczenia w fazie wodnej uktadu KB 3.

Stwierdzono, Ze ilo$¢ substancji leczniczej oznaczanej w fazie wodnej podczas
przechowywania koncentratu przez 1 miesigc w temp. 4°C, nie zmienia sie znaczaco,
nawet przy stezeniu 10% bupiwakainy (uktad KB 2).

Na oznaczang ilos¢ substancji leczniczej w fazie wodnej miat jednak wptyw
sposéb wykonania rozcienczenia koncentratu (Tabela 22). Poréwnujac ukfad KB 2
rozcienczony z mieszaniem recznym i z uzyciem wytrzgsarki Vortex, zaobserwowano
zwiekszenie ilosci obecnej w fazie wodnej substancji przy intensywniejszym mieszaniu:
z 28,9% do 93,2%. Catkowitg dawke substancji leczniczej wykrywano tez w fazie
wodnej podczas sporzgdzania rozcienczenia KB 2 i KB 3, gdy przy mieszaniu

stosowano sonikacje.
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Tabela 22. llos¢ bupiwakainy (% catkowitej dawki) oznaczona w fazie wodnej

koncentratow przechowywanych w temp. 4°C — wptyw sposobu mieszania

Mieszanie re¢czne 2 min Vortex Sonikacja
Uklad S min 15 min
t=0 1 dzien 8 dni 1 miesiac t=0
KB1 82,6 - 95,4 - -
KB 2 28,9 28,9 28,5 93,2 101,9
KB 3 44,4 53,3 41,9 - 113,8

ZAWIESINY | KONCENTRATY LIPOSFER Z INDOMETACYNA

W celu inkorporacji indometacyny w liposferach, przeprowadzono ocene
rozpuszczalnosci indometacyny w lipidach statych i ich mieszaninach, zgodnie z
metodykg opisang w p. 6.1. Jako podstawowy lipid uzyto Precirol oraz dodatkowo
badano olej Miglyol i jego mieszaniny z wybranymi statymi lipidami, a takze parafine
ptynng. Badanie przeprowadzono potilosciowo wprowadzajac indometacyne w ilosci
0,1% - 10% w stosunku do masy lipidu. Wyniki przedstawia tabela 23.

W Precirolu, jako samodzielnym lipidzie, krystalizacja substancji leczniczej
zachodzita juz przy stezeniu 5%. Lepszg rozpuszczalno$é indometacyny uzyskano w
mieszaninie Precirolu z alkoholem cetylowym Iub alkoholem cetostearylowym. W
Compritolu, zarbwno w samodzielnym lipidzie, jak i w mieszaninie z Precirolem,
indometacyna nie rozpuszczata sie nawet w stezeniu 0,1%.

W Miglyolu indometacyna rozpuszczata po ogrzaniu, jednak juz w stezeniu
0,1% krystalizowata po ochtodzeniu. Natomiast w parafinie ptynnej nie rozpuszczata
sie w tym stezeniu rowniez na gorgco. Mieszanina Precirolu z Miglyolem (4:1)

zapewniata rozpuszczenie przy stezeniu indometacyny ponizej 0,5%.

Tabela 23. Rozpuszczalnos¢ (X) indometacyny w wybranych lipidach i ich
mieszaninach
Lipidy X (% wag/wag)

Precirol 2,0<X<5,0

Precirol : Miglyol (4:1) 0,2<X<0,5

Precirol : Miglyol (1:4) X<0,1

Precirol : Alk. cetylowy (4:1) X>10,0

Precirol : Alk. cetostearylowy (4:1) X>10,0

Precirol : Miglyol : Alk. cetylowy (3:1:1) 0,5<X<1,0
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Precirol : Miglyol : Alk. cetostearyl (3:1:1) 0,5<X<1,0
Precirol : Kwas stearynowy 2,0<X<5,0
Precirol : Compritol (4:1) X<0,1
Precirol : Wosk pszczeli biaty (4:1) X<0,1
Miglyol X<0,1
Compritol X<0,1
Parafina ptynna X<0,1

Zawiesiny liposfer z indometacyna

Do sporzadzenia zawiesin liposfer zawierajgcych indometacyne w stezeniu
0,2% i 0,5% (20 i 50 mg/g lipidu) uzyto réznego rodzaju matryc lipidowych, w ktérych
podstawowym lipidem byt Precirol. Sktad zawiesin liposfer z indometacyng (Z1 1 — ZI
10) przedstawiono w tabeli 10 (str. 66).

Bezposrednio po sporzadzeniu wszystkie uklady byty ptynne. Podczas
przechowywania konsystencja zawiesin ZI 2 i ZI 6 zmienita sie z ptynnej na poistata,
natomiast zawiesiny ZI 4 - na potptynna, a w uktadach ZI 3 i ZI 5 (0,5% indometacyny)
na pétstata. W zadnym z badanych uktadéw okiem nieuzbrojonym nie zaobserwowano
krystalizacji substancji leczniczej.

Wartos¢ pH wszystkich zawiesin miescita sie w zakresie 4,5 — 5,5. Ukfady
obserwowano pod mikroskopem. We wszystkich uktadach, gdzie indometacyna byta
wprowadzana w wyzszym stezeniu tzn. 40 i 50 mg/g lipidu (uktady ZI 3, ZI 5, ZI 8 i ZI
10), krystalizacje substancji leczniczej zaobserwowano juz po sporzgdzeniu. W tabeli
24 zamieszczono wyniki obserwacji mikroskopowych krystalizacji substancji leczniczej
w ukfadach z indometacyng w ilosci 20 mg/g lipidu, bezposrednio po sporzadzeniu i po
7 dniach przechowywania w temp. 4°C. Charakterystyczne krysztaty indometacyny

obserwowane w tych zawiesinach liposfer - igty tworzace peki - przedstawia ryc. 34.

Tabela 24. Obserwowana pod mikroskopem krystalizacja indometacyny w zawiesinach

liposfer (zawarto$¢ indometacyny 20 mg/g lipidu)

Czas badania
Uklad Sklad matrycy lipidowej Po
. Po 7 dniach
sporzadzeniu
711 Precirol +
712 Precirol : Kwas stearynowy (4:1) +
714 Precirol : Alkohol cetylowy (4:1) +
716 Precirol : Miglyol : Alkohol : - +
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cetostearylowy (3:1:1)
717 Precirol : Miglyol (4:1) - +
719 Precirol : Miglyol (4:1) - -
+ obecnos$¢ krysztalow indometacyny w fazie wodne;j

- brak krysztatow indometacyny w fazie wodnej

-* krysztaty widoczne po 3 tygodniach

Ryc. 34. Obraz mikroskopowy zawiesiny liposfer z krystalizujacg indometacyng (ukfad
z Precirolem — ZI 1). Dtugos$¢ podziatki wynosi 10 um.

W badanych uktadach, zawierajgcych indometacyne w stezeniu 0,2%,
krystalizacja substancji leczniczej zachodzita w réznym czasie. Po sporzadzeniu
krysztaty indometacyny w fazie wodnej zaobserwowano w uktadach z Precirolem jako
samodzielnym lipidem (ZI 1), z mieszaning Precirolu i kwasu stearynowego (ZI 2) oraz
alkoholu cetylowego (ZI 4), natomiast po 7 dniach krystalizacja wystgpita w
zawiesinach liposfer ZI 6i Z1 7.

Opbzniong krystalizacje substancji leczniczej zaobserwowano w zawiesinie
liposfer ZI 9, zawierajacej indometacyne w stezeniu 0,2% i poloksamer w fazie wodne;j.
Krysztaty indometacyny zaobserwowano w obrazie mikroskopowym dopiero po 3
tygodniach przechowywania uktadu w temp. 4°C.

Pomimo opéznionej krystalizacji indometacyny w ukfadach ZI 9 oraz ZI 7 po ich
sporzadzeniu wykrywano w fazie wodnej odpowiednio 102,0% i 100,0% catkowitej

dawki substancji leczniczej.
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Aby zwiekszyé inkorporacje substancji leczniczej, sporzgadzano zawiesiny
liposfer z indometacyng dodajac do fazy lipidowej, ztozonej z Precirolu i Miglyolu (4:1),
indometacyne w postaci roztworu etanolowego (Uktad ZI 8, Tabela 10). Bezposrednio
po sporzadzeniu w obrazie mikroskopowym zawiesiny wykrywano Kkrysztaty
indometacyny.

W uktadach, gdzie indometacyna nie wykrystalizowata bezposrednio po
sporzadzeniu (ZI 6 i ZI 7), przeprowadzono pomiar wielkosci czastek liposfer metodg

dyfrakcji laserowej. Wyniki pomiaréow przedstawiono na ryc. 35.
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Ryc. 35. Rozktad wielkosci liposfer w zawiesinach ZI 6 (Precirol i Miglyol) i ZI 7

(Precirol, Miglyol i alkohol cetostearylowy), badanych po sporzadzeniu.

Wprawdzie wartoéci d (0,5) dla obu ukfadéw nie roznity sie znacznie (5,2 ym i
3,45 ym odpowiednio dla ZI 6 i ZI 7), to jednak w ukfadzie ZI 6 dochodzito do

aglomeracji czastek i 9% czastek wykrywano w zakresie wielkosci powyzej 31 um.

Koncentraty liposfer z indometacyna

Sporzadzano koncentraty liposfer zawierajgce 50% lipidu oraz indometacyne w
stezeniu 1%, 2% i 5% (p. 6.3, str. 67). Uzyto Precirolu jako samodzielnego lipidu oraz
jego mieszaniny z kwasem stearynowym, alkoholem cetylowym, alkoholem
cetostearylowym oraz Miglyolem. Sktad koncentratow liposfer z indometacyng
przedstawiono w tabeli 11.

Otrzymane koncentraty miaty konsystencje potstatg i biatg barwe, niezaleznie

od stezenia indometacyny.
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Ukfady nierozcienczone i po rozcienczeniu wodg obserwowano pod
mikroskopem po 24 h po sporzadzeniu oraz po 7 dniach przechowywania w temp. 4°C.
Wyniki obserwacji koncentratow (indometacyna w stezeniu 1%) nierozcienczonych i po
rozcienczeniu wodg przedstawiono w tabeli 25.

Bezposrednio po sporzadzeniu w koncentracie nierozcienczonym, na bazie
Precirolu (KI 1), zaobserwowano krysztaty indometacyny, natomiast w uktadach z
lipidem mieszanym Precirol z kwasem stearynowym (KI 2) oraz z Miglyolem i
alkoholem cetostearylowym (Kl 5) krysztaty substancji leczniczej pojawity sie podczas
przechowywania, odpowiednio po 4 i 7 dniach. W nierozcienczonych uktadach Ki 4 i Kl
6 krystalizacji nie zaobserwowano. W koncentracie Kl 7, zawierajgcym indometacyne
w stezeniu 5%, obecne byty czastki nierozpuszczonej substancji leczniczej — w postaci
ptytek, a nie igiet. W uktadzie Kl 3 nierozcienczonym (indometacyna 2%) réwniez
zaobserwowano krysztaty indometacyny.

Koncentraty rozcieficzano wodg w stosunku 1:5, mieszajac recznie przez 2 min
lub bardziej intensywnie z uzyciem wytrzasarki Vortex przez 3 min (p. 4.2, str. 63).

W obrazie mikroskopowym rozcienczonych koncentratow mieszanych recznie
krysztaty indometacyny zaobserwowano w ukfadzie z Precirolem (Kl 1) oraz jego
mieszaning z Miglyolem i alkoholem cetostearylowym (Kl 5), natomiast w pozostatych
uktadach krysztaty pojawity sie po 7 dniach. Przy zastosowaniu bardziej intensywnego
mieszania (Vortex) krysztaly indometacyny zaobserwowano po 24 h w fazie wodnej

wszystkich rozciehczonych koncentratéw.

Tabela 25. Krystalizacja indometacyny w koncentratach liposfer (substancja w
stezeniu 1%): wyniki obserwacji mikroskopowych w trakcie przechowywania w temp.
4°C

Koncentraty rozcienczone

Koncentraty wodg 1:5
Uklad Skl?d. matr.ycy nierozcienczone Mieszanie
lipidowej Vortex
reczne
24 h 7 dni 24h | 7dni | 24h | 7 dni
KI1 Precirol + + n.b. n.b.
KI2 Precirol:kwas i . ) n n

stearynowy (4:1)
Precirol:alkohol
KI4 cetylowy (4:1) i i i i i
Precirol:Miglyol:alkohol
KI'S cetostearylowy (3:1:1) ) i i i
KI 6 | Precirol : Miglyol (4:1) - - - + +
+ obecno$¢ krysztatdéw indometacyny w fazie wodnej

- brak krysztalow indometacyny w fazie wodnej
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n.b. nie badano

Oznaczano stezenie substancji leczniczej w fazie wodnej koncentratu liposfer Kl 6
zawierajgcego indometacyne w stezeniu 1%. Aby rozpusci¢ ewentualne
krysztaty substancji leczniczej, koncentrat rozcienczano 60% metanolem (p.
10.2). Wyniki oznaczeh stezenia substancji leczniczej przedstawiono w tabeli
26.

Rowniez w tym przypadku zastosowano do uzyskania dyspersji liposfer rozny
sposob mieszania: reczne i sonikacje. Stwierdzono, ze przy uzyciu ultradzwiekéw oraz
dodatkowo 60% metanolu, wykrywano catkowita dawke indometacyny w fazie wodne;j
uktadu.

Tabela 26. llos¢ indometacyny (% catkowitej dawki), oznaczona w fazie wodnej

rozcienczonego koncentratu liposfer

Phvn do Ilo$¢ substancji
Uklad T . Sposob mieszania leczniczej w fazie
rozcienczenia .
wodnej
KI6 | Woda recznie 3 min 60,9
KI6 | Woda ultradzwigki 15 min 75,8
KI 6 | 60% metanol ultradzwieki 15 min 97,5

BADANIA REOLOGICZNE KONCENTRATOW LIPOSFER

Koncentraty liposfer poddano badaniom reologicznym. Sktad badanych liposfer
przedstawiono w tabeli 12. Zawieraty one bupiwakaing lub indometacyne w stezeniu
odpowiednio: 0,5% i 1% (wag/wag) oraz polisorbat 80 w stezeniu 2%. Ponadto
poréwnywano koncentraty bez substancji leczniczej, zawierajace 2% lub 10%

polisorbatu.

Badania przeprowadzano po sporzadzeniu oraz podczas przechowywania
koncentratéw przez 28 dni w temperaturze pokojowej i 4°C. Badania wykonano

postugujac sie reometrem z uktadem pomiarowym ptytka - ptytka (str. 69).
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Na ryc. 36 przedstawiono reogramy badanych koncentratéw wyznaczone po

sporzadzeniu i po 28 dniach przechowywania. Krzywe reprezentujg wartosci srednie z

3 pomiarow. Wartos¢ odchylenh nie przekraczata 2 - 5%. Na pojedynczy reogram

sktada sie krzywa wstepujaca i zstepujaca. Krzywe wstepujgce oznaczono strzatkg
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Ryc. 36. Krzywe ptyniecia koncentratu bez substancji leczniczej zawierajagcego: 2%
(K1) lub 10% (K2) polisorbatu i koncentratow zawierajacych bupiwakaine (KB 4)

iindometacyne (Kl 6): po wykonaniu uktadu (t=0)

oraz po 28 dniach
lub w temp. 4°C ~—

(D - szybkos¢ scinania, mPa — wartosci naprezenia $cinajacego).
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Przy zastosowaniu programu komputerowego MathBook+ (wersja 2.6)
obliczono pola powierzchni petli histerezy (powierzchnia zawierajgca sie pomiedzy
krzywa ptyniecia wstepujaca i zstepujaca) dla wszystkich badanych koncentratow.

Wyniki pomiaréw przedstawia tabela 27.

Tabela 27. Pola powierzchni petli histerezy (mPa x s ') koncentratéw po sporzadzeniu

(t=0) oraz po 28 dniach przechowywania w temperaturze pokojowej (20°C) i

temp. 4°C
t=28 dni
Uklad =0
20°C 4°C
K1 2889,5 2451,3 4194,3
K2 2735,1 1065,4 1540,8
KB 4 135,8 745,2 1443,4
KI 6 -167,5 4379,0 31432

Badajac krzywe plyniecia koncentratow po wykonaniu stwierdzono, ze
najwiekszg petlg histerezy charakteryzowaty sie uktady nie zawierajgce substanciji
leczniczej K1 i K2 i nie stwierdzono istotnej réznicy powierzchni petli histerezy w
zwigzku ze wzrostem stezenia polisorbatu z 2% do 10%. W koncentracie zawierajagcym
10% polisorbatu mierzone naprezenia scinajgce zaréwno dla krzywej wstepujacej, jak i

zstepujacej byty mate, co $wiadczy o matym uporzadkowaniu struktury wewnetrzne;j.

Zaobserwowano wptyw obecnosci substancji leczniczej na wielkos¢ petl
histerezy. W uktadzie KB 4 z bupiwakaing, po sporzadzeniu, petla histerezy byta ok. 20
razy mniejsza w poréwnaniu do ukfadu K1 bez substancji leczniczej, natomiast w

uktadzie Kl 6 z indometacyng petli histerezy nie obserwowano.

Podczas przechowywania w czasie 28 dni we wszystkich uktadach
obserwowano zmiane przebiegu reogramow, cho¢ niekoniecznie ze zmiang
powierzchni petli histerezy. W przypadku koncentratu K1 przechowywanego w temp.
4°C nastgpit wzrost powierzchni petli histerezy (1,5 razy). Taki efekt zaobserwowano
takze w przypadku koncentratu zawierajgcego substancje leczniczg: dla uktadu KB 4
powierzchnia petli ulegta zwiekszeniu ok. 10 razy, a w uktadzie Kl 6 podczas
przechowywania nastgpito pojawienie sie petli histerezy. W koncentratach bez
substanciji leczniczej, przechowywanych w temperaturze pokojowej, nie dochodzito do

zwiekszenia powierzchni petli histerezy, a nawet nastepowato jej zmniejszenie.
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Istotny wptyw temperatury przechowywania na wiasciwosci reologiczne
zaobserwowano w ukfadzie K1, dla ktérego po 28 dniach wyznaczona powierzchnia
petli histerezy byta znacznie wieksza, gdy uktad przechowywano w temp. 4°C, niz gdy

przechowywano go w temperaturze pokojowe;.

SZYBKOSC UWALNIANIA INDOMETACYNY Z KONCENTRATOW LIPOSFER

Metodg opisang w p. 9 badano szybkos¢ uwalniania indometacyny z
koncentratu Kl 6 nierozcienczonego (Tabela 11, indometacyna w stezeniu 20 mg/g

lipidu) i po rozcienczeniu woda w stosunku 1:5.

llos¢ indometacyny oznaczang w pitynie akceptorowym wyrazano jako %
catkowitej dawki. Uzyskane krzywe obrazujgce szybkos¢ uwalniania indometacyny z

badanych uktadéw przedstawiono na ryc. 37.

Uwalnianie indometacyny z nierozcienczonego koncentratu przebiegato w
sposob spowolniony, przy czym szybkosé uwalniania ulegata zmniejszeniu w czasie.
Po 8 h w plynie akceptorowym oznaczono ok. 40% catkowitej dawki substancji
leczniczej, natomiast ponad 80% ulegto uwolnieniu w czasie 48 h. W badaniu profilu
uwalniania indometacyny z koncentratu rozcienczonego zaobserwowano gwattowne
uwolnienie substancji leczniczej w czasie do 4 h (ok. 80%), a catkowite uwolnienie

nastgpito po 8 h.

Ukfady pobrane z worka dializacyjnego po 48 h poddano badaniu

mikroskopowemu i nie wykryto w nich krysztatéw indometacyny.
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Ryc. 37. Szybkos¢ uwalniania indometacyny z koncentratu nierozcienczonego (a) i

koncentratu rozcienczonego (b).
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BADANIA HISTOLOGICZNE TKANKI MIESNIOWEJ PO WSTRZYKNIECIU
ZAWIESINY NANOSFER | MIKROSFER LIPIDOWYCH

Prowadzono badanie histologiczne tkanki miesniowej po 3-krotnym

wstrzyknieciu domiesniowym zawiesin liposfer w odstepach co 3 dni.

Przed podaniem preparatéw zwierzetom badano wielkos¢ liposfer oraz wartosé

pH i cisnienia osmotycznego.

Wyniki zawarte w tabeli 28 wskazuja, ze podawane zawiesiny liposfer byty
izotoniczne, a ich odczyn byt lekko kwasny, poniewaz nie korygowano pH uktadow i

podczas wyjatawiania dochodzito do czesciowej hydrolizy lipidéw [99].

Tabela 28. Wartosci pH i ci$nienia osmotycznego preparatdow podawanych zwierzetom

x Cisnienie osmotyczne
Wart H
artosep (mOsm/kg)

Zaw1t.as1.na mikrosfer 4,65 309

lipidowych
Zaw1.es.1na nanosfer 4,96 303

lipidowych
Roztwor polisorbatu 5,6 274

Na ryc. 38 zobrazowano wielkoS¢ czastek w zawiesinach liposfer. Wyniki
dowodzg, ze zwierzetom podano, tak jak zatozono, liposfery w postaci nanosfer i
mikrosfer. Wielko$¢ 90% czastek mikrosfer lipidowych, mierzona po ekstruzji przez igte
miescita sie ponizej 11,8 um, a wielkos¢ d (0,5) wynosita 4,55 um, natomiast wartosci d

(0,9) i d (0,5) nanosfer lipidowych wynosity odpowiednio: 1,03 umi 0,41 um.
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Ryc. 38. Rozktad wielko$ci czgstek zawiesin mikrosfer (A) i nanosfer (B) lipidowych

przeznaczonych do podania zwierzetom.

Na ryc. 39 Przedstawiono obrazy wybarwionych tkanek miesniowych

uzyskanych z miesnia po podaniu mikrosfer lipidowych, nanosfer lipidowych oraz

roztworu izotonicznego polisorbatu, a takze wybarwiong tkanke kontrolna.

Ryc. 39. Obraz mikroskopowy (powiekszenie 10x) tkanki miesniowej po podaniu:
mikrosfer lipidowych (a), nanosfer lipidowych (b), roztworu polisorbatu (c) oraz
tkanka kontrolna (d).

Po iniekcji nanosfer lipidowych, mikrosfer lipidowych i izotonicznego roztworu
polisorbatu w tkankach mie$niowych nie stwierdzono zmian patologicznych. Nie

zaobserwowano takze rozrostu tkanki. W poréwnaniu z tkankg kontrolng, nie wykazano
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istotnych réznic w obserwowanych preparatach histologicznych. W miejscu podania
liposfer (zarowno nanosfer jak i mikrosfer) nie zaobserwowano pozostato$ci czastek

lipidowych.
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V. DYSKUSJA WYNIKOW
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Prace dotyczace technologii mikrosfer lipidowych sg nieliczne i nie wskazuje sie
standardowej metody ich sporzadzania. Zatozono, ze dla celéw niniejszej pracy
zawiesiny mikrosfer lipidowych bedg sporzadzane metodg emulgowania fazy lipidowe;j
w fazie wodnej na gorgco, w temperaturze przewyzszajacej temperature topnienia
lipidu. W fazie wodnej rozpuszczano emulgator. Chtodzenie powstatej emulsji prowadzi
do krzepniecia lipidu i otrzymania zawiesiny lipidowych czgstek statych stabilizowanej
uzytym emulgatorem. Opisany w literaturze naukowej i patentach proces sporzadzania
nanosfer lipidowych obejmuje etap homogenizacji wysokocisnieniowej [1]. Aby uzyskaé
czastki wieksze, w formie mikrosfer, pominieto ten etap wytwarzania. Natomiast
emulgowanie prowadzono z wykorzystaniem mieszadfa wysokoobrotowego.

Jako lipidu podstawowego tworzacego matryce liposfer uzyto
palmitostearynianu glicerolu wystepujgcego pod nazwg handlowg Precirol. Wedtug
deklaracji producenta jest to mieszanina mono-, di- i triglicerydow ze znacznym
udziatem diglicerydow. W pierwszym etapie badan sporzgdzano zawiesiny liposfer
zawierajgce 10% fazy lipidowe;j.

Prowadzono szereg dodwiadczen wstepnych w celu ustalenia parametrow
technologicznych procesu: szybkosci i czasu mieszania, temperatury emulgowania,
szybkosci chtodzenia, tak by otrzymac liposfery o wielkosci kilku-kilkudziesieciu
mikrometrow w postaci stabilnej ptynnej zawiesiny w fazie wodnej. Oceniano réwniez
mozliwo$¢ zastosowania dodatkowego etapu — homogenizacji uktadu z uzyciem
ultradzwiekow.

Mikrosfery lipidowe przeznaczone bylyby do wstrzykiwah podskérnych,
domiesniowych, jak rowniez mogtyby by¢ wykorzystane w lekach do oczu lub do
podania dopochwowego czy doodbytniczego. W lekach do wstrzykiwan dopuszcza sie,
by czgstki zawieszone miaty wielkos¢ do 30 um, a nawet wiecej, jezeli jest to
uzasadnione farmakokinetykg substancji leczniczej. W toku prowadzonych badan
uzyskiwano liposfery o wielkosci 1-20 pym i te wielkos¢ uznawano za odpowiednia.

Stosujac Precirol jako samodzielny lipid tworzgacy matryce liposfer ustalono
optymalne warunki sporzadzania uktadow: emulgowanie faz powinno odbywac sie w
temp. 80°C, a czas emulgowania z uzyciem mieszadia szybkoobrotowego nie powinien
przekracza¢ 5 min. Nizsza temperatura emulgowania (65°C) prowadzita zazwyczaj do
powstania liposfer wiekszych (ryc. 20, Tabela 14), natomiast przedtuzenie mieszania
do 10 min wigzato sie ze zbyt duzym napowietrzeniem ukfadu i skutkowa¢ to mogto
niestabilnoscig zawiesiny liposfer (zelowaniem). Nastepujace odpowietrzanie uktadu
nie zwiekszato jego stabilnosci fizyczne.

Wbrew przewidywaniom nie stwierdzono istotnego wptywu szybko$ci chtodzenia

liposfer, a wiec szybkosci krystalizacji lipidu, na wtasciwosci fizyczne otrzymywanych
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zawiesin Z1-Z4 (str. 79-82). Zostato to potwierdzone w pdzniejszych badaniach z
udziatem substanciji leczniczych. Ostatecznie za regute przyjeto chtodzenie powolne w
temperaturze pokojowej, bez mieszania.

Duzo uwagi poswiecono ustaleniu, czy korzystne dla wtasciwosci liposfer jest
zastosowanie po mieszaniu mieszadtem szybkoobrotowym dodatkowo etapu sonikacji.
Pod wptywem sonikacji, tak jak przewidywano, powstawaty liposfery o mniejszych
rozmiarach — w duzej czesci byly to czastki, ktére mogty by¢ klasyfikowane jako
nanosfery lipidowe (Tabela 14, Tabela 17). W zaleznos$ci od skfadu zawiesiny liposfer,
w czasie procesu sonikacji dochodzito czesto do destabilizacji uktadu objawiajacej sie
zwiekszeniem wielkosci czgstek, szybkim zelowaniem lub rozdziatem faz (Tabela 14).
Z drugiej jednak strony zawiesiny liposfer Z12 (Precirol i Miglyol) wykazywaty wiekszg
trwatos¢ fizyczng, w poréwnaniu z zawiesinami liposfer sporzgdzanych bez etapu
sonikacji, w ktérych dochodzito szybciej do aglomeracji czastek podczas
przechowywania (Tabela 16). Ostatecznie liposfery z substancjg leczniczg
sporzadzano bez etapu sonikac;ji.

Podstawowym czynnikiem decydujacym jednak o trwatosci fizycznej zawiesiny
liposfer zbudowanych z danego lipidu jest rodzaj emulgatora, co udowodniono
wprowadzajgc do liposfer z Precirolem rézne emulgatory: polisorbat 80, lecytyne
jajowa, poloksamer, Span 40 (Tabela 4). Na podstawie krotkoterminowych (do 7 dni)
badan trwatosci (Ryc. 20) jako najbardziej stabilne wytypowano zawiesiny liposfer
zawierajgce 3% polisorbatu (Z9, po sonikacji) lub co najmniej 2% polisorbatu w
mieszaninie z poloksamerem lub lecytyng jajowg (Z2, Z4). Niestety we wszystkich tych
uktadach dochodzito w czasie dtuzszego przechowywania (1-2 miesigce) do zelowania.
W obrazie mikroskopowym juz wczesniej obserwowano tahcuchowe” sieciowanie
czastek liposfer (Ryc. 22), co ostatecznie prowadzito do budowania struktury zelu.

Zjawisko zelowania opisane w zawiesinach nanosfer lipidowych (str. 19-22)
stanowi wiec rowniez problem w zawiesinach mikrosfer lipidowych, jest wiec
niezalezne od wielkosci czastek lipidowych. Prowadzone byly, nieopisane w niniejszej
pracy, doswiadczenia polegajgce na rozdziale metodg ultrawirowania liposfer na
poszczegodlne frakcje pod wzgledem wielkosci w celu ustalenia, czy zelowanie
nastepuje z powodu obecnosci w ukladzie nanosfer lipidowych. Nie potwierdzono tej
hipotezy, poniewaz zelowaniu ulegatly réwniez uklady w duzej czesci pozbawione
frakcji nanosfer lipidowych. Ostatecznie nie zaobserwowano korelacji pomiedzy
wielkoscig czgstek a szybko$cig zelowania. Westesen i Siekmann [53] wykazali, ze
uzycie fosfolipidéw prowadzi do zelowania SLN, lecz zjawisko to mozna wyeliminowaé
stosujgc dodatek emulgatora pomocniczego. Takiego efektu nie uzyskano jednak w

przypadku zbudowanych z Precirolu mikrosfer lipidowych taczac w uktadach Z1, Z4, Z6
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i Z7 lecytyne jajowa z polisorbatem, chociaz uktady te byly trwalsze niz zawiesina Z5
stabilizowana wytacznie lecytyng (Tabela 15).

Uznajac, ze niesatysfakcjonujgca stabilnosé fizyczna zawiesin mikrosfer
lipidowych moze by¢ zwigzana z typem lipidu sporzadzano liposfery z lipidu
mieszanego: Precirolu z alkoholem cetylowym lub Miglyolem. Dodatek statego lipidu
nie zapobiegat aglomeracji liposfer objawiajacej sie zelowaniem uktadu, natomiast
ptynne zawiesiny nie Zelujgce nawet w czasie 2 lat uzyskiwano wprowadzajac do
matrycy liposfer 20% ciektych triglicerydédw w postaci Miglyolu. W ten sposob
uzyskiwano, przez analogie do NLC (str. 40) nanostrukturalne mikrosfery lipidowe.
Miglyol jest potsyntetycznym olejem farmaceutycznym posiadajgcym monografie
farmakopealng (Ph. Eur.), zlozonym z triglicerydédw nienasyconych kwaséw
ttuszczowych o srednio dtugich tancuchach weglowych (C8-C12) i jest akceptowany w
podaniu pozajelitowym. Wybor stosunku ilosciowego Precirolu i Miglyolu oparto na
doniesieniach z pismiennictwa [20, 90, 93].

Satysfakcjonujaca stabilnos¢ zawiesiny liposfer osiggnieto uzywajac polisorbatu
w stezeniu 2%. Jednak nie byto mozliwe otrzymanie zawiesiny zawierajgcej to samo
stezenie emulgatora ze wzrastajgcym stezeniem fazy lipidowej do 20%, gdyz
zawiesiny ulegaty zelowaniu w czasie 24 h [100].

Konsystencja zawiesin liposfer zbudowanych z Precirolu i Miglyolu pozostawata
ptynna pomimo stosunkowo szybkiej aglomeracji czastek, co wykazano badaniem z
uzyciem dyfraktometru laserowego (Tabela 16). Poczatkowo zmiane wielkosci czastek
obserwowang w obrazie uktadéw uzyskiwanym metoda dyfrakcji laserowej wigzano ze
wzrostem wielkosci pojedynczych czgstek lipidowych. Jednak badania mikroskopowe
wskazywaty tylko na nieliczne pojedyncze czgstki o wielkosci Kkilkudziesieciu
mikrometrow. Uznano wiec, ze wzrost wielkosci czgstek w uktadach przechowywanych
oznaczany metodg dyfrakcji laserowej obrazuje proces aglomeracji. Aglomeracja
czgstek nastepowata wolniej, gdy stosujac etap sonikacji tworzono w uktadzie znaczng
frakcje nanosfer lipidowych (Tabela 16). Badania mikroskopowe i instrumentalne
wykazaty, ze aglomeraty czgstek lipidowych sg likwidowane podczas ekstruzji uktadéw
przez igte strzykawki (Ryc. 25 32).

Zjawisku aglomeracji czastek liposfer prébowano zapobiec wprowadzajac do
uktadéw polimery hydrofilowe zwiekszajgce lepko$¢ fazy rozpraszajacej. Wykryto, ze w
czasie 1 miesigca nie dochodzi do aglomeracji czastek lipidowych, jezeli dodawano do
fazy wodnej 1% karmelozy sodowej lub 0,5% hydroksyetylocelulozy (Ryc. 26). Nalezy
jednak zwréci¢ uwage, ze uktady sporzadzane z dodatkiem tych polimeréw, zawieraty
zwykle liposfery o rozmiarach wiekszych niz ukfady bez substancji zwiekszajgcych

lepkos¢ lub tylko z matym ich dodatkiem (Tabela 17). Nieprzydatnym polimerem dla
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stabilizacji liposfer otrzymywanych bez etapu sonikacji okazat sie karbomer, gdyz w
jego obecnosci nastepowato zelowanie uktadu (str. 90).

W  przeciwienstwie do korzystnego wplywu polimerow hydrofilowych na
stabilnos¢ uktadow nie wyjatawianych, nie zaobserwowano takiego efektu w
zawiesinach liposfer wyjatawianych w autoklawie (Ryc. 27). W ukiadzie z
hydroksyetyloceluloza, niezaleznie od jej stezenia dochodzito do znacznego
zwiekszenia wielkosci liposfer po etapie wyjatawiania. W uktadzie Z12 (poddawany
sonikacji), bez polimeru hydrofilowego nie obserwowano istotnej zmiany wielko$ci
czastek liposfer, chociaz podczas przechowywania tego ukfadu dochodzito do
aglomeraciji liposfer szybciej niz w uktadzie nie podawanym wyjatawianiu (Tabela 16).
Proces wyjatawiania termicznego nie prowadzit do zelowania liposfer z matrycg
Precirol : Miglyol.

Podsumowujac czes$¢ badan poswiecong technologii mikrosfer lipidowych i ich
stabilnosci nalezy stwierdzi¢, ze nie udato sie uzyskac trwatych fizycznie uktadow z
Precirolem jako samodzielnym lipidem, pomimo stosowania réznych emulgatorow i
sposobow sporzadzania zawiesin liposfer. Warunkiem uzyskania uktadéw ptynnych w
czasie dtugotrwatego przechowywania byto zastosowanie matrycy lipidowej z Precirolu
z dodatkiem Miglyolu. Takie liposfery, stabilizowane polisorbatem 80 (2%), mozna
wyjatawiaé termicznie i stanowig one potencjalnie preparaty, ktére mogg byc¢
podawane pozajelitowo pomimo obserwowanej aglomeracji czastek podczas
przechowywania, poniewaz aglomeraty sg likwidowane w czasie wstrzykiwania z
uzyciem strzykawki z odpowiednio cienkg igta.

Kolejny etap pracy poswiecono mozliwosci zastosowania mikrosfer lipidowych
w zawiesinach jako no$nikéw substancji leczniczych.

Jako modelowe lipofilowe substancje lecznicze wybrano bupiwakaine i
indometacyne. Wszystkie uktady sporzgdzano stosujgc w roli emulgatora polisorbat 80
w stezeniu 2% oraz glicerol jako $rodek doprowadzajacy do izotonii.

W obecnosci uzytych substancji leczniczych stabilno$¢ fizyczna zawiesin
liposfer nie ulegata istotnej zmianie. Na przykfad zawiesiny liposfer z bupiwakaing na
bazie Precirolu z Miglyolem pozostawaty ptynne przez co najmniej 6 miesiecy. W
zawiesinach liposfer zawierajgcych substancje lecznicze czastki liposfer pozostawaty
kuliste, a ich wielkosS¢ byta zblizona do obserwowanej w uktadach podstawowych (str.
99, 109).

Bupiwakaina (wzor ponizej) jest substancjg leczniczg miejscowo znieczulajaca

o budowie amidowej (pochodna ksylidyny). Jest stabg zasadg o statej dysocjacji pK,
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8,1, fatwo tworzy rozpuszczalne w wodzie sole (np. chlorowodorek bupiwakainy).
Charakteryzuje sie zdolnoscig wywotywania dtugotrwatego znieczulenia (tos 3,5 h).
Dtugi czas dziatania bupiwakainy jest wynikiem zaréwno jej lipofilnosci jak i silnego

wigzania z biatkami osocza (95%) [101].

CH,

CH,
Nﬂm
(@]
CH,

Bupiwakaing

1-butyl of (2,6-dimetyl ofenyl 0)-1-karbamoilo] piperydyna

Poniewaz bupiwakaina zasada charakteryzuje sie jedynie umiarkowang
lipofilnoscig (log P 1,60), uzyto w badaniach réwniez bardziej lipofilowg jej pochodng —
stearynian bupiwakainy. Stearynian bupiwakainy otrzymywano metodg stapiania [79,
80] zasady bupiwakainy z kwasem stearynowym w stosunku 1:1. Termogram DSC
(ryc. 28) wykazat, ze otrzymano zwigzek o wiasciwosciach termodynamicznych
odmiennych od charakteryzujgcych substancje wyjsciowe. Potwierdzono w ten sposob,
ze nastgpita reakcja kwasu stearynowego z bupiwakaing. Nie prowadzono dalszych
badan identyfikacyjnych otrzymanego stearynianu bupiwakainy, uznajac, ze termogram
DSC, a takze zwiekszona rozpuszczalnos¢ substancji w lipidach, a mniejsza w wodzie
(str. 96) uzasadniajg uzycie tej substancji do dalszych badah jako modelowej
substancji o zwiekszonej lipofilnosci. Nalezy dodaé, ze metodg wspoétwytrgcania z
etanolem uzyskano substancje wykazujgca taki sam przebieg termogramu DSC (nie
przedstawiony w pracy), co stanowito dodatkowy dowdd, ze otrzymano zamierzony
produkt reakciji.

W poréwnaniu z innymi lipidami stalymi Precirol zapewniat najwiekszag
rozpuszczalno$é bupiwakainy zasady (Tabela 19). Rozpuszczalnos¢ w tym lipidzie
wynoszgca ponad 200 mg/g powinna teoretycznie umozliwia¢ uzyskanie zawiesiny
liposfer i koncentratu o stezeniu bupiwakainy odpowiednio 2% i 10%. Rozpuszczalno$é
stearynianu bupiwakainy w Precirolu byta rowniez duza i przekraczata 250 mg/g.

Pomimo odpowiedniej rozpuszczalnosci tych substancji w Precirolu nie

powiodta sie préba ich inkorporacji w liposferach zbudowanych z tego lipidu. W
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zawiesinie liposfer zawierajacej 10% lipidu i 1% bupiwakainy w formie zasady
krystalizacja byta widoczna natychmiast po ochtodzeniu liposfer, a w liposferach
zawierajacych 0,25% lub 0,5% bupiwakainy — w ciggu 24 h (Tabela 20). Zawiesiny te
réwniez zelowaty w czasie 24 h.

Obserwowana krystalizacja bupiwakainy (Ryc. 29), pomimo jej dostatecznej
rozpuszczalnosci w lipidzie oraz korzystnego wspétczynnika podziatu lipid/woda (str.
94), to wynik wykluczania substancji leczniczej z matrycy statego lipidu podczas jego
krystalizacji na etapie chtodzenia. Zjawisko to omoéwiono w czesci teoretycznej pracy
(str. 27-29). Intensywne wykluczanie bupiwakainy z jej krystalizacjg w fazie wodnej
obserwowali rowniez Toongsuwan i wsp. [55] tworzac liposfery o wiekszych rozmiarach
(50 ym) zbudowane z réznych triglicerydéw nasyconych kwasow ttuszczowych.

W celu zwiekszenia zdolnosci matrycy lipidowej do zamykania bupiwakainy
wykorzystano najnowszg koncepcje zaburzania jej krystalicznej struktury poprzez
wprowadzanie ptynnego lipidu (str. 40). Tworzono wiec matryce lipidowe zawierajgce
mieszanine Precirolu z Miglyolem 4:1. Badania te uznano tym bardziej za celowe, ze
wczesdniej wykazano wiekszg trwatos¢ fizyczng tych uktadow (str. 121).

Rozpuszczalnos¢ bupiwakainy w Miglyolu jest ponad 2-3-krotnie mniejsza niz w
Precirolu (str. 94-95), natomiast rozpuszczalno$¢ w mieszaninie tych lipidéw jest
wielokrotnie mniejsza i wynosi tylko 10-20 mg/ml (Tabela 19). Pomimo to krystalizacja
bupiwakainy w liposferach z lipidem mieszanym byta opdzniona i nastepowata po 2
dniach. Opdznienie to potwierdza, ze Miglyol moze hamowac krystalizacje Precirolu,
lecz fakt wykluczenia bupiwakainy z matrycy lipidowej dowodzi, ze nie nastepuje
budowanie struktury krystalicznej zdolnej do inkorporacji substancji leczniczej.
Wykluczenie praktycznie catej dawki bupiwakainy z matrycy liposfer udowodniono
oznaczajac jej stezenie w fazie wodnej (Tabela 20).

Zastosowanie bupiwakainy w postaci stearynianu zwiekszyto inkorporacje tylko
w niewielkim stopniu — okoto 6,5% bupiwakainy mogto pozostawaé zwigzanej z
liposferami, co oznacza mozliwos¢ otrzymania zawiesiny liposfer zawierajacej tylko
0,03% bupiwakainy.

Dodatek polimeréw hydrofilowych, karmelozy sodowej i hydroksyetylocelulozy,
do fazy wodnej zawiesin liposfer opdzniat o kilka dni krystalizacje bupiwakainy, czego
nie obserwowano w przypadku poloksameru (Tabela 20). Opdznienie krystalizaciji
insektycydu w zawiesinach liposfer stabilizowanych polimerami hydrofilowymi (alkohol
poliwinylowy, powidon, poloksamer) obserwowali réwniez Frederiksen i wsp. [102]. W
fazie wodnej uktadu zawierajgcego karmeloze sodowg wykryto tylko 87% bupiwakainy,
co oznaczatoby inkorporacje 13% substancji leczniczej. By¢ moze wieksze czastki

liposfer ($rednio 8,02 um) obserwowane w tym uktadzie (Ryc. 30) pozwalaty na
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zamykanie niewielkiej ilosci bupiwakainy (6 mg/g lipidu), lecz nadal stezenie
inkorporowanej substancji leczniczej w otrzymanej w ten sposob zawiesinie liposfer nie
przekraczato 0,06%.

Zwiekszenia inkorporacji bupiwakainy nie uzyskano stosujgc rézne warunki
chtodzenia zawiesiny liposfer: w lodzie, ciektym azocie, przechowujac dtugoterminowo
uktady w temp. -30°C (badah tych nie opisano w niniejszej pracy). Podjeto réwniez
prébe tworzenia liposfer wylacznie ze stearynianu bupiwakainy lub jego mieszaniny z
kwasem stearynowym, lecz skfadniki te przy zastosowanym stezeniu emulgatora nie

pozwalaty na uzyskanie uktadu stabilnego fizycznie (str. 100).

Poniewaz nie uzyskano zadowalajgcej inkorporacji bupiwakainy w matrycy
lipidowej liposfer, do kolejnego etapu badan wytypowano indometacyne, substancje o
duzej lipofilnosci (log P 4,2). Indometacyna (wzor ponizej) jest substancja leczniczg o
silnym dziataniu przeciwzapalnym, nieco stabszym przeciwbélowym i stabym
przeciwgorgczkowym [43]. Indometacyna, substancja praktycznie nierozpuszczalna w

wodzie, jest stabym kwasem o statej dysocjacji pK; 4,5 [103]

Indometacyna
kwas 1-(4-chlor obenzoil 0)-5-metoksy-2-metyl o-1H-indol o-3-octowy

Chociaz indometacyna zostata wybrana ze wzgledu na duza lipofilnos¢, jednak
przeprowadzone badania wykazaty, ze jej rozpuszczalnos¢ w lipidach jest znacznie
mniejsza niz bupiwakainy. Najwiekszga rozpuszczalno$¢ uzyskano w mieszaninie
Precirolu z alkoholem cetostearylowym oraz Precirolu z alkoholem cetylowym w
stosunku 4:1. Przy stezeniu indometacyny 100 mg/g lipidu, krystalizacja substanciji
leczniczej w obu przypadkach nie zachodzita (Tabela 23). W innych mieszaninach

lipidéw rozpuszczalno$é byta wyraznie nizsza: dla mieszaniny Precirolu z Miglyolem
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(4:1) uzyskano rozpuszczalno$¢ jedynie 2 mg/g lipidu, a z Compritolem - ponizej 1
mg/g.

Sporzadzano zawiesiny liposfer stosujac rozne lipidy (Tabela 10), niezaleznie
od wykrytej w nich rozpuszczalno$ci indometacyny. Stezenie indometacyny w tych
uktadach wynosito 0,2 1 0,5% (20 i 50 mg/g lipidu).

Przeprowadzone doswiadczenie jeszcze raz wykazato, ze jedynie uktady
zawierajgce Miglyol nie ulegaty szybkiej zmianie konsystencji na potstatg i poiptynng
(str. 107). W zawiesinach zawierajacych Miglyol z Precirolem obserwowano wprawdzie
skupianie sie liposfer w struktury fancuchowe, lecz uktady pozostawaty ptynne w czasie
co najmniej 6 miesiecy. Liposfery zawierajace oprécz Precirolu i Miglyolu takze alkohol
cetostearylowy wykazywaty aglomeracje czastek widoczng w obrazie rozktadu
wielkosci czgstek (Ryc. 35).

Pomimo Zze rozpuszczalnos¢ indometacyny w lipidach: Precirol, Precirol z
kwasem stearynowym oraz Precirol z alkoholem cetylowym dawata teoretycznie
mozliwo$¢ sporzadzania zawiesin liposfer o stezeniu indometacyny co najmniej 0,2%,
lecz okazato sie, ze w zawiesinach liposfer tworzonych z powyzszymi lipidami
krystalizacja substancji leczniczej przy tym stezeniu nastepowata natychmiast po
sporzadzeniu liposfer (Tabela 24, Ryc. 34). Nie powiodta sie préba wprowadzania
indometacyny (0,4%) do liposfer w postaci roztworu etanolowego, co mogtoby wptywaé
na zmiane stopnia jej inkorporacji w liposferach. Takze w tym uktadzie podczas
chtodzenia zawiesiny liposfer nastepowata krystalizacja indometacyny (str. 108).

W zawiesinach liposfer zawierajgcych indometacyne w stezeniu 0,2%
natychmiastowa krystalizacja substancji leczniczej nie nastepowata, jezeli w sktadzie
matrycy lipidowej znajdowat sie Miglyol (Tabela 24). W obecnosci ciektego lipidu,
dochodzito do krystalizacji indometacyny dopiero po 7 dniach. Poniewaz w fazie
wodnej uktadu juz po sporzadzeniu oznaczano catkowitg dawke indometacyny, nie
mozna uznac, ze Miglyol zapobiegat szybkiemu wykluczaniu substancji leczniczej z
matrycy liposfer. Bardziej prawdopodobne jest, ze indometacyna pozostawata diuzej
na powierzchni liposfer, zapewne w kompartmencie utworzonym przez Miglyol, skad
powoli dyfundowata do fazy wodnej. Dowodzitoby to stusznosci modelu
przedstawionego na str. 42-44 proponowanego przez Jores i wsp. [91-93].

Wprowadzenie do fazy wodnej zawiesiny liposfer (Precirol : Miglyol; 0,2%
indometacyny) poloksameru opdznito krystalizacje substancji leczniczej o kolejne 2
tygodnie (Tabela 24). Nalezy zaznaczy¢, ze poloksamer nie opdzniat krystalizacji
bupiwakainy (Tabela 20), tak wiec jego dziatanie na stabilno$¢ uktadow moze byé
ztozone i zapewne ogranicza sie do stabilizacji roztworu przesyconego substancji

leczniczej w fazie wodnej zawiesin, gdyz pod wptywem ultradzwiekéw dochodzito do
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szybkiej krystalizacji indometacyny rowniez w uktadzie z poloksamerem. Warto zwroci¢
uwage, ze szybka krystalizacja indometacyny nastepowata w zawiesinach liposfer
szybko zelujgcych, a wiec tworzenie ukfadu o zwiekszonej lepkosci nie opdznia
krystalizacji substancji czynnej. Biorgc pod uwage powyzsze obserwacje mozna
whnioskowac, ze wykluczanie indometacyny i jej krystalizacja nastepuje zbyt szybko, by
zelujgca zawiesina czgstek lipidowych mogta opdznic ten proces.

Na pewno wykluczanie substancji leczniczej z matrycy lipidowej zalezy od typu
lipidu. Jednak przeprowadzone badania wykazujg, ze nie obserwuje sie zaleznosci
pomiedzy rozpuszczalnoscig substanciji leczniczej w makroskopowej warstwie lipidu, a
jej rozpuszczalnoscig w lipidzie krystalizujgcym w ukfadzie dyspersyjnym. Zaréwno w
przypadku indometacyny jak i bupiwakainy zaobserwowano, przynajmniej pozornie,
najlepsza inkorporacije liposferach zawierajgcych Miglyol, chociaz rozpuszczalno$¢ w
warstwach lipidowych tworzonych z jego udzialem byta najmniejsza. Dowodzi to, ze
nawet jesli optymalny sktad matrycy lipidowej moze dawac strukture krystaliczng, ktéra
bytaby zdolna inkorporowaé czasteczki substancji leczniczej, nie bedzie tatwe
znalezienie takiej kombinacji na podstawie rozpuszczalnosci ocenianej w lipidach.

Badania Miillera i wsp. [19, 20] swiadczg, ze koncentraty nanosfer lipidowych
mogaq stanowi¢ nowg postac¢ aplikacyjng lipidowych nosnikow leku (str. 15, 44). Podjeto
wiec w pracy badania nad koncentratami mikrosfer lipidowych, sporzadzajac uktady
zawierajgce 50% (wag/wag) lipidu. W odrdznieniu do ptynnych zawiesin uktady te byty
potstate. Sporzadzano koncentrat liposfer zawierajacy jako faze lipidowg mieszanine
Precirolu z Miglyolem (4:1). Zastosowano te samg metode sporzadzania jak w
przypadku zawiesin zawierajacych 10% fazy lipidowej, z tg réznicg, ze na etapie
mieszania emulsji uktad dodatkowo ogrzewano, by nie dopusci¢ do przedwczesnego
krzepniecia lipidu (str. 63). Koncentrat liposfer poddawany byt wyjatawianiu i
dochodzito w trakcie tego procesu do rozdziatu faz. Wstrza$niecie gorgcego uktadu
pozwalato na uzyskanie jednak stabilnej emulsji, bez ponownego rozdziatu faz podczas
chtodzenia.

Podczas przechowywania w czasie do 2 lat (temp. 4°C) nie zaobserwowano
zmian wizualnych koncentratow. Ukfady te przypominaty konsystencijg zele typu kremu,
wiec oceniono ich wifasciwosci reologiczne. Wykryto, ze koncentraty wykazujg
pseudoplastyczng strukture zelowa, o czym $wiadczy zaleznos¢ pomiedzy szybkoscig
Scinania a naprezeniem Scinajgcym wykazujgca istnienie tzw. petli histerezy (Ryc. 36).
Pola powierzchni petli histerezy obserwowane dla koncentratow zawierajgcych 2% lub
10% polisorbatu byty zblizone (Tabela 27), lecz nizsze stezenie emulgatora wymagato
przytozenia wiekszych sit w celu uzyskania porownywalnego odksztatcenia. Pozornie

stabilne fizycznie uktady ulegaty przemianom w czasie przechowywania, zaleznym od
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temperatury i zawartosci emulgatora. W koncentracie zawierajagcym 2% polisorbatu,
przechowywanym w temperaturze pokojowej przez 1 miesiac, dochodzito do dalszego
usieciowania fazy lipidowej, o czym swiadczy przesuniecie petli histerezy i zwigekszenie
jej powierzchni (Ryc. 36, Tabela 27). Struktura wewnetrzna koncentratu
stabilizowanego wyzszym stezeniem polisorbatu stawata sie wprawdzie sztywniejsza,
0 czym Swiadczy przesuniecie krzywej wstepujacej, lecz jej odbudowywanie byto
tatwiejsze, jak na to wskazuje zmniejszone pole powierzchni petli histerezy. W tym
koncentracie nastepowata wiec czesciowa degradacja struktury Zzelowej podczas
przechowywania w temp. 20°C. Wyniki tych doswiadczeh wskazujga, ze w
koncentratach dochodzi do budowania struktury szkieletowej uktadu i zjawisko to jest
odwracalne. Na istnienie charakterystycznej dla Zzeli struktury wewnetrznej w
koncentratach wskazywali inni autorzy [19, 31-33] i przedstawione zostaly reogramy
wskazujgce na wiasciwosci tiksotropowe wyrazane petlg histerezy [33], lecz
porownanie wynikow niniejszej pracy z wynikami publikowanymi jest utrudnione z
powodu réznej metodyki badan.

Obecnos¢ substancji leczniczych, indometacyny lub bupiwakainy, zmienia
przebieg krzywych ptyniecia koncentratéw i w uktadach badanych po sporzadzeniu
praktycznie nie obserwowano petli histerezy $wiadczacej o cechach reologicznych
uktadoéw (Ryc. 36). W czasie przechowywania dochodzito jednak do budowy struktury
wewnetrznej, w sposob zalezny od rodzaju dodanej substancji leczniczej. Po 28 dniach
najwiekszg sztywnoscig charakteryzowat sie koncentrat zawierajgcy indometacyne,
przechowywany w temperaturze pokojowej. Byé moze obserwowane zmiany
strukturalne koncentratéw nie bedg miaty istotnego znaczenia dla wtasciwosci ich
aplikacyjnej formy (po rozcienczeniu), chociaz dalsze badania bylyby wskazane.

Koncentraty sg tworzone z myslg o ich aplikacji po rozcienczeniu. Podczas
rozcienczania wodg w stosunku 1+4 z koncentratu sporzadzano ptynne zawiesiny
liposfer (str. 63). Uktady przeznaczone do aplikacji klinicznej powinny by¢ rozcienczane
rozpuszczalnikiem izotonicznym, np. 2,3% roztworem glicerolu. W badaniach
wstepnych nie stwierdzono réznic pomiedzy koncentratami rozcienczonymi woda lub
wodg z glicerolem. Sposéb wykonania rozcienczenia decydowat natomiast o wielkosci
czastek liposfer.

Krétkotrwate wytrzasanie reczne pozwato na otrzymanie wprawdzie czgstek o
Sredniej wielkosci ok. 20 um (Tabela 21, Ryc. 31), lecz wykrywano réwniez aglomeraty
czgstek o wielkosci do 80 ym. Zastosowanie ultradzwiekéw lub ekstruzja przez igte
strzykawki prowadzita do likwidacji aglomeratéw i ostateczna wielkos¢ czgstek miescita
sie w zakresie 0,5-10 um. Podczas wyjatawiania termicznego dochodzito do znacznej

aglomeracji liposfer i dyspergowanie ultradzwiekami nie byto tak skuteczne (Tabela
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21), jednak ekstruzja przez igte strzykawki przywracata liposferom ich pierwotng
wielkos¢, co przedstawia ryc. 32. Tak wiec ustalono, Zze mieszanie reczne z
nastepujaca ekstruzjg zawiesiny liposfer przez igte strzykawki (np. podczas
wstrzykiwania) to optymalny sposéb sporzadzania zawiesin liposfer z koncentratow.

Czastki lipidowe w rozcienczonych koncentratach byty kuliste, chociaz w
uktadzie stezonym pojawiaty sie czastki owalne lub zdeformowane (Ryc. 31). Rozmiar
liposfer w zakresie 1-10 um obserwowany w rozcienczonych koncentratach pozwala na
ich podanie pozajelitowo (podskornie, domiesniowo). Zaletg koncentratow
rozcienczanych ,ex tempore” w poréwnaniu z zawiesinami sporzgdzanymi de novo,
jest 5-krotnie mniejsze stezenie emulgatora, co wynika z faktu, ze koncentraty
sporzadzano zwiekszajac stezenie lipidu bez zwiekszania stezenia surfaktanta.

Podjeto prébe wprowadzenia bupiwakainy i indometacyny do koncentratow
liposfer, spodziewajgc sie uzyskania pozadanej inkorporaciji substancji leczniczych w
fazie lipidowej, czego nie osiagnieto w zawiesinach liposfer.

Sporzadzano koncentraty liposfer zawierajgce 2% i 10% bupiwakainy (40 i 200
mg/g lipidu). W przeciwienstwie do zawiesiny liposfer w uktadach tych nie
obserwowano krysztatéw bupiwakainy ani wizualnie, ani mikroskopowo. Jednak po
sporzadzeniu rozcienczenia, w zakresie pH powyzej 6,5 dochodzito do niemal
natychmiastowej krystalizacji bupiwakainy (Ryc. 33). Zjawisko to byto op6znione (do 2
dni) w koncentratach zawierajgcych stearynian bupiwakainy.

Powyzsze obserwacje wskazujg na obecnos¢ w koncentratach liposfer
nieinkorporowanej bupiwakainy. By¢é moze potstaty charakter koncentratéw pozwala na
jej zatrzymanie na granicy fazy lipidowej, przez co nie dochodzi do krystalizacji w fazie
wodnej przed rozcienczeniem.

Poczatkowo, gdy przygotowywano préby do ultrafiltracji z uzyciem mieszania
recznego ustalono, ze mozliwe jest zamykanie w liposferach, dzieki zastosowaniu
formy koncentratu, nawet 60-70% dodanej substancji leczniczej (Tabela 22) i korzystne
jest zastosowanie wiekszego stezenia bupiwakainy Ilub postaci chemicznej
stearynianu. Niestety, podobnie jak w przypadku zawiesiny liposfer, intensywne
wytrzgsanie (Vortex lub sonikacja) prowadzi do wykrywania catej dawki bupiwakainy w
fazie wodnej. Wynik ten to kolejny dowdd, ze roéwniez w koncentratach, pomimo
wzrostu stosunku lipid : lek, bupiwakaina nadal lokalizuje sie na powierzchni liposfer i
nie dochodzi do jej inkorporacji w matrycy lipidowe;.

W czasie przechowywania (8 dni) dochodzito tylko do niewielkiej zmiany iloSci
bupiwakainy oznaczanej w fazie wodnej i porownanie stezen wykrywanych po
sporzadzeniu i po 8 dniach pozwala sadzi¢, ze uktad pod tym wzgledem jest stabilny,

tak wiec wykluczanie bupiwakainy z matrycy liposfer nie nastepuje w czasie
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przechowywania, lecz w trakcie chtodzenia podczas sporzadzania (Tabela 22).
Wykluczanie substancji leczniczej nie wigze sie wiec z ewentualnym zjawiskiem
opoznionej krystalizacji lipidow i przemiany polimorficznej zaleznej od czasu [58, 61,
64]. Zjawisko wykluczania nastepuje niezaleznie od postaci chemicznej bupiwakainy.

Podjeto réwniez probe sporzadzania koncentratow liposfer zawierajgcych
indometacyne w stezeniu 1% i 5% (20 i 100 mg/g lipidu). Sktad lipidowych matryc byt
taki sam, jak w przypadku zawiesin: tworzono nie tylko liposfery z Precirolu lub
mieszaniny Precirolu z Miglyolem, lecz takze mieszaniny Precirolu z kwasem
stearynowym, alkoholem cetylowym i alkoholem cetostearylowym. Jezeli matryce
liposfer w koncentracie stanowit samodzielnie Precirol, juz bezposrednio po
sporzadzeniu zaobserwowano w nierozcienczonych koncentratach krystalizacje
substancji leczniczej (Tabela 25). Po tygodniu przechowywania koncentratow
indometacyna wykrystalizowata réwniez w uktadach z dodatkiem kwasu stearynowego
i alkoholu cetostearylowego z Miglyolem. Najtrwalsze pod tym wzgledem okazaty sie
koncentraty, ktorych matryce tworzyt Precirol i Miglyol (4:1) lub Precirol z alkoholem
cetylowym. O ile najwiekszg stabilnos¢ tego drugiego uktadu mozna uzasadni¢ dobrg
rozpuszczalnoscig indometacyny w mieszaninie tych lipidow (Tabela 23), to z kolei nie
ma tej zaleznosci dla koncentratu z Precirolem i Miglyolem, poniewaz w tym lipidzie
rozpuszczalnos$¢ indometacyny byta bardzo mata (0,2-0,5%).

Niestety, niezaleznie od szybkosSci krystalizacji w  koncentratach
nierozcienczonych w uktadzie po rozciehczeniu krysztaty pojawiaty sie w ciggu 24 h,
jezeli stosowano intensywne mieszanie za pomocg Vortex (Tabela 25). Badania
zawartosci indometacyny w fazie wodnej wykazaly, ze indometacyna nie ulegata
zamykaniu w matrycy liposfer. Podobnie jak w przypadku zawiesin i koncentratéw z
bupiwakaing, zaleznie od intensywnosci mieszania, w fazie wodnej oznaczano nawet
catkowitg dawke indometacyny (Tabela 26). Wynik taki uzyskiwano przy zastosowaniu
do rozcienczenia koncentratu metanolu 60%. Wczesniej ustalono doswiadczalnie, ze w
czasie rozcienczania koncentratu tym rozpuszczalnikiem nie dochodzi do
rozpuszczania liposfer [104].

Badania dowodzg wiec jedynie powierzchniowej lokalizacji inkorporowanej
substancji leczniczej w liposferach. Witasciwy bylby wiec, zaréwno dla zawiesin jak i
koncentratéw mikrosfer lipidowych model rdzen-powtoka | opisany przez Miillera i wsp.
[1] dla SLN (str. 26). O ile jednak w modelu tym zaktada sie, ze powtoka jest
wzbogacona substancjg leczniczg, a wiec dochodzi do inkorporacji powierzchniowej w
matrycy, o tyle nasze badania nie potwierdzajg inkorporacji w lipidzie, nawet
powierzchniowo, a raczej wskazujg na bardzo stabe zwigzanie substancji leczniczej z

powierzchnig liposfer. W przeciwienstwie do zawiesin liposfer (10% fazy lipidowej) w
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koncentratach, z powodu zwiekszonej do 50% zawartosci fazy lipidowej, zwiekszonego
stosunku ilosciowego lipid/substancja lecznicza oraz z powodu potstatej konsystenciji,
mozliwe jest silniejsze zwigzanie substancji leczniczej na powierzchni liposfer, by¢
moze w kompartmencie tworzonym przez Miglyol (str. 125). Podczas rozcienczania z
silniejszym wytrzasaniem dochodzi do przejscia tej frakcji substanciji leczniczej do fazy
wodne;j.

Taka powierzchniowa lokalizacja substancji leczniczej moze jednak wystarczyc,
by uzyskac jej przedtuzone uwalnianie w warunkach in vivo, szczegdlnie po podaniu
pozajelitowym. Oceniano szybko$¢ uwalniania indometacyny z rozcienczonego i
nierozcienczonego koncentratu w modelu in vitro z uzyciem btony dializacyjnej.
Przedtuzone uwalnianie substancji leczniczej w czasie 48 godzin wykryto jedynie z
koncentratu nierozcienczonego, natomiast indometacyna bardzo szybko uwalniata sie
z koncentratu rozcienczonego =z zastosowaniem stosunkowo intensywnego
wytrzasania (Ryc. 38). Oczywiscie trudno jest tgczy¢ przedtuzone uwalnianie z
koncentratu jedynie z adsorpcjg powierzchniowag indometacyny na liposferach, gdyz
nawet wieksze znaczenie moze mie¢ w tym przypadku poétstata konsystencja preparatu
i w ten sposéb utrudniona dyfuzja indometacyny.

Poniewaz brakuje standardowych metod badania uwalniania z postaci leku
przeznaczonych do wstrzykiwan domiesniowych Ilub podskérnych, nie mozna
przewidzie¢, czy szybkie uwalnianie indometacyny z rozcienczonego koncentratu
obserwowane w warunkach in vitro zaistnieje réwniez w warunkach in vivo. Z kolei
interesujgce bytoby badanie mozliwosci wstrzykniecia domiesniowo koncentratu
liposfer. Bytaby to zapewne forma szybko biodegradujgcego sie implantu.

W niniejszej pracy podjeto prébe okreslenia szybkosci degradacji w warunkach
in vivo zawiesiny liposfer, a wiec uktadu rozciehczonego. W literaturze opisano
pojedyncze badanie in vivo liposfer po jednorazowym podaniu domiesniowym [105].
Uzyto liposfery o wielkosci 60 um (5 mg) i wykrywano ich czesciowg obecnos¢ w
tkance nawet po 7 dniach, z wystgpieniem stabego odczynu zapalnego.
Przeprowadzone w ramach niniejszej pracy doswiadczenie wykazato, ze przy podaniu
mniejszych czastek lipidu nie dochodzi do ich kumulacji w tkance miesniowej, pomimo
ich 3-krotnego wstrzykniecia w 3-dniowych przedziatach czasu (Ryc. 39). Brak zmian
histologicznych stwierdzano niezaleznie, czy podawano nanosfery lipidowe,
sporzadzane metodg homogenizacji cisnieniowej (zakres wielkosci 0,1-1,03 ym), czy
mikrosfery (czastki 1-10 pm). Oznacza to, z jednej strony biozgodno$¢ i
bezpieczehstwo tego nosnika leku, z drugiej jednak strony wyniki badan
histologicznych wskazujg, ze zawiesiny liposfer o takim skfadzie i wielkosci nie

mogtyby zapewne by¢ postacig leku zapewniajgca diuzsze dziatanie inkorporowanego
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leku niz w czasie maksymalnie 3 dni. Dluzsze dziatanie mozna bytoby zapewne
uzyskaé stosujgc uktady skoncentrowane, na co juz wskazano powyze;.

Wyniki przeprowadzonych w pracy badan wskazujg na ogromng trudnos¢ w
otrzymaniu liposfer w uktadach stabilnych fizycznie umozliwiajgcych inkorporacje
substanciji leczniczych. Co wiecej, pomimo przeprowadzenia licznych doswiadczen nie
jest mozliwe na podstawie uzyskanych danych ustalenie zasad doboru sktadu liposfer
(lipidy i emulgatory), tak by otrzymac¢ pozadane uktady o wiasciwosciach nosnikow
leku. W ten sposob potwierdzone zostaty krytyczne prace dotyczace SLN publikowane
w ostatnich 2-3 latach [55, 91-93], a wiec réwnolegle do doswiadczen prowadzonych w
Katedrze i Zakfadzie Farmacji Stosowanej. W niniejszej pracy wykazano, ze mikrosfery
lipidowe charakteryzuje szereg wtasciwosci obserwowanych w przypadku nanosfer
lipidowych i mikrosfery nie stanowig nos$nika leku umozliwiajgcego fatwiejszg
inkorporacje substancji leczniczej, czy wiekszg stabilnos¢ fizyczng w poréwnaniu z
nanosferami lipidowymi (SLN).

W kontekscie przeprowadzonych badan nalezy odnieS¢ sie do wynikéw
opublikowanej w roku 1998 pracy poswieconej technologii i badaniom skutecznosci in
vivo liposfer z bupiwakaing [83]. Autorzy uzyskali zawiesiny liposfer (do 10% fazy
lipidowej) zawierajgce bupiwakaine zasade w stezeniu do 5,6% (560 mg/g lipidu),
uzyskujgc wydajnosé¢ inkorporacji nawet 84%. Jako emulgator zastosowano lecytyne,
natomiast matryce liposfer tworzyt tristearynian glicerolu. Srednia wielko$¢ czastek
liposfer wynosita 10-20 um. W warunkach in vitro uzyskano spowolnione uwalnianie
bupiwakainy w czasie 60 h, a w warunkach in vivo po podaniu okotonerwowym
dziatanie miejscowo znieczulajgce bupiwakainy utrzymywato sie w czasie 3 dni. W
naszych badaniach stosowane byty inne lipidy, lecz nie udato sie utworzyé uktadu
stabilnego z lecytyng jako samodzielnym emulgatorem. Nie wiadomo z jakiego
powodu, inkorporacja bupiwakainy w wyzej wymienionej pracy byta tak duza, pomimo
ze ani w naszych badaniach ani w badaniach Toongsuwan i wsp. [55] nie uzyskano
podobnych wynikow. Co wiecej, autorzy twierdza, ze bupiwakaina catkowicie ulegata
inkorproracji w matrycy lipidowej, a nie w jej powtoce. Tak odmienne wyniki
publikowanych prac na temat inkorporacji substancji leczniczych, nie tylko
bupiwakainy, lecz tez innych (str. 27-30), Swiadczg, ze liposfery nadal sg postacig leku
0 nierozpoznanym wptywie czynnikow technologicznych na ich wiasciwosci, co na
pewno jest jedng z podstawowych przyczyn nie pozwalajgcych w chwili obecnej na ich

wprowadzenie do lecznictwa.
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. Zawiesiny liposfer (10% lipidu) ptynne podczas dtugotrwatego przechowywania

otrzymano w prostym procesie technologicznym metodg emulgowania z
uzyciem mieszadta szybkoobrotowego i chtodzenia w temperaturze pokojowej,
stosujac Precirol z Miglyolem w stosunku 4:1 jako skfadnik matrycy liposfer, a
polisorbat 80 (2%) jako emulgator. Wielkos¢ tworzonych liposfer zawiera sie¢ w

zakresie 1-20 pm.

Przy zwiekszeniu udziatu fazy lipidowej do 50%, nie zwiekszajac ilosci
emulgatora, otrzymywano koncentraty o pétstatej konsystencji i wkasciwosciach
reologicznych charakterystycznych dla uktadéw Zzelowych. Z koncentratow
sporzadzano przez rozcienczenie zawiesiny liposfer o wielkosci czastek

zblizonej do oznaczanej w zawiesinach liposfer sporzadzanych de novo.

. Zarowno koncentraty jak i zawiesiny liposfer o proponowanym skfadzie mogg

by¢ wyjatawiane termicznie, a pierwotng wielkos¢ czgstek lipidowych przywraca

sie podczas ekstruzji przez igte strzykawki.

Po wielokrotnym wstrzyknieciu domiesniowym szczurom nie zaobserwowano
zmian histologicznych w tkance, niezaleznie, czy wstrzykiwano nanosfery, czy

tez mikrosfery lipidowe, co $wiadczy o szybkiej biodegradaciji liposfer in vivo.

Nie udato sie zamkna¢ w matrycy liposfer badanych substancji leczniczych:
bupiwakainy, stearynianu bupiwakainy i indometacyny. Nie stwierdzono
zaleznosci pomiedzy ich lipofilnoscig i rozpuszczalnosciag w lipidach a
zdolnoscig inkorporacji w liposferach. Wykryto, ze substancje lecznicze sag
wykluczane z liposfer podczas krystalizacji lipidu, niezaleznie, czy matryce
tworzy lipid staty, czy jego mieszanina z lipidem cieklym, a zjawisku temu ma

zapobiega¢ obecnosé¢ w fazie wodnej polimeréw hydrofilowych.

Substancje pozostajg zwigzane z powierzchnig liposfer w sposéb nietrwaty i w
zaleznosci od intensywnosci mieszania lub wytrzgsania uwalniajg sie do fazy
wodnej. W konsekwenciji przedtuzone uwalnianie indometacyny w warunkach in

vitro zaobserwowano jedynie dla koncentratu nierozcienczonego.
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7. Przeprowadzone doswiadczenia wskazujg na powazne ograniczenia
technologiczne mikrosfer lipidowych i potwierdzajg ukazujgce sie ostatnio
krytyczne doniesienia dotyczace nanosfer lipidowych. Zelowanie zawiesin
liposfer, nieprzewidywalna i bardzo mata inkorporacja substancji leczniczej lub
jej brak, trudna do kontroli powtarzalnos¢ adsorpcji substancji leczniczej na
powierzchni liposfer to podstawowe wady tych uktadow. Stabilniejszg i bardziej

obiecujaca forma liposfer wydajg sie byc¢ ich koncentraty.
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