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WYKAZ UZYWANYCH SKROTOW

BCS klasyfikacja — system klasyfikacji biofamaceutycznej
(Biopharmaceutical Classification System)

b.w. — brak wptywu

b.z. — bezzmian

CD - cyklodekstryna

cP - krospowidon

cpm — cykle na minute

Cup. - blona Cuprophan

D - komora dializacyjna, rotacyjna

DSC - roznicowa kalorymetria skaningowa
(Differential Scanning Calorimetry)

EMEA - Europejska Agencja Lekow
(European Medicines Agency)

F — komora typu Franza

GP - glikol propylenowy

HEC - hydroksyetyloceluloza

HDPE - polietylen o wysokiej gestosci
HP-CD - pochodna hydroksypropylowa - CD
HPLC - wysokosprawna chromatografia cieczowa
(High Performance Liquid Chromatography)
KCD - krem zawierajacy kompleks NTG-CD
KcP - krem zawierajacy rozcierke NTG-cP
LDs; — dawka $miertelna w odniesieniu do 50% populacji
(Lethal dose 50)

m—-C - miesigc

M-CD - pochodna metylowa CD

MCD - mas¢ zawierajacy kompleks NTG-CD
McP - mas¢ zawierajacy rozcierke NTG-CP
MF — mieszanina fizyczna NTGcP i CD

MI — mirystynian izopropylu

MU - komora typu Mutimer

m.cz. — masa czgsteczkowa

n.b. — nie badano



NLPZ - niesteroidowe leki przeciwzpalne

NTG - nitrogliceryna

NTG-CD - kompleks inkluzyjny nitrogliceryny z p-cyklodekstryng
NTG-cP — rozciera nitrogliceryny z krospowidonem

PM-CD - pochodna metylowa — CD (czgsciowo podstawiona)
PP - polipropylen

PTFE - politetrafluoroetylen

RH - wilgotno$¢ wzgledna

(relative humidity)

RM-CD - pochodna metylowa — CD (losowo podstawiona)
rpm — obroty na minutg

SBE-CD - pochodna sulfobutylowa — CD

Sig. — membrana dializacyjna (r¢kaw)

W - komora dyfuzyjna, wertykalna

ZCD - zel zawierajacy kompleks NTG-CD

ZcP - zel zawierajacy rozcierke NTG-cP

VK — komora ekstrakcyjna typu VanKel



STRESZCZENIE

Cyklodekstryny (CD) to substancje pomocnicze, ktore mogg tworzy¢ z czasteczkami
zwigzkoéw leczniczych kompleksy inkluzyjne. W preparatach farmaceutycznych sg
uzywane przede wszystkim w celu poprawy trwalosci, rozpuszczalnoSci oraz
biodostepnosci substancji czynnych.

Przedmiotem prowadzonych badan byl kompleks inkluzyjny NTG z B-CD. W pracy
oceniono mozliwosci jego zastosowania w preparatach farmaceutycznych: tabletkach
podjezykowych oraz masciach przeznaczonych do miejscowej terapii szczeliny odbytu. W
tabletkach podstawowym celem zastosowania formy skompleksowanej byta poprawa
trwatosci NTG. W USA i Europie NTG w tabletkach stabilizowana jest krospowidonem,
jedynie w Japonii dostgpny jest preparat zawierajacy kompleks NTG-CD. Natomiast w
masciach zatozono, ze poza poprawg trwatosci kompleks umozliwi uzyskanie
spowolnionego uwalniania, co powinno zmniejszy¢ przenikanie NTG do krazenia
ogodlnego, a tym samym ograniczy¢ dziatania niepozadane terapii miejscowej szczeliny
odbytu. Do chwili obecnej zarejestrowano tylko jeden produkt potstaty zawierajacy
kompleks deksametazon-CD (Japonia), zastosowanie CD w masci o spowolnionym
uwalnianiu byloby wiec innowacyjnym rozwigzaniem.

W  celach poréwnawczych badania prowadzono zaré6wno dla kompleksu
inkluzyjnego NTG-CD (2% NTG), jak i dla formy nieskompleksowanej - rozcierka NTG z
krospowidonem (NTG-cP — 25% NTG).

Chociaz w badaniach wstepnych wykazano, ze CD nie zwigksza trwatosci NTG w
srodowisku wodnym, jednak nie miato to potwierdzenia w odniesieniu do form statych i
potstatych.

W pierwszym etapie badan opracowano sktad tabletek podjezykowych (0,5 mg
NTG) zapewniajacy krotki czas rozpadu i akceptowalne odczucia organoleptyczne (brak
odczucia ,,piasku” po rozpadzie). Przy zastosowaniu jako substancji rozsadzajacych
modyfikowanych skrobi: Starch 1500 i StarLac, uzyskano czas rozpadu in vitro ponizej 2
min. Ze wzgledow aplikacyjnych probanci preferowali tabletki ze StarLac.
Kompleksowanie zapewniato wigkszg trwato§¢ NTG w tabletkach, przy czym
obserwowano, ze Starch 1500 umozliwia otrzymanie bardziej trwatych tabletek z NTG-CD

niz StarLac. Mimo to w zadnej z badanych formulacji z NTG-CD nie uzyskano



wymaganej dla celow rejestracyjnych trwatosci, gdyz po 12 miesigcach zawartos¢ NTG
wyniosta jedynie 87% warto$ci poczatkowe;.

W kolejnym etapie oceniono mozliwos¢ stosowania kompleksu NTG-CD w masci
(0,2% NTG) do miejscowej terapii szczeliny odbytu. Istotne byto uzyskanie przedtuzonego
uwalniania in vitro, a w konsekwencji spowolnienie przenikania przez skore. Zastosowano
zarowno podloza zawierajace wode (hydrozel, krem w/0), jak i podloze bezwodne (mas¢
absorpcyjna).

Najwazniejszym testem do oceny preparatow byto badanie szybkos$ci uwalniania,
jednakze ze wzgledu na brak korelacji in vivo/in vitro dla stwierdzenia modyfikacji
uwalniania konieczne byto rowniez okreslenie przenikania NTG do skory ex vivo.

Wytypowano model doswiadczalny badania uwalniania in vitro. Sposréd trzech
stosowanych komor, réznigcych sie sposobem mieszania ptynu akceptorowego 1 gruboscia
warstwy preparatu (D, VK i MU), najbardziej odpowiednig zarowno dla badania zeli jak i
masci okazata si¢ komora ekstrakcyjna (VK).

Stwierdzono, ze zastosowanie podtoza bezwodnego oraz kremu zawierajacego 20%
wody umozliwia otrzymanie masci o spowolnionym uwalnianiu, natomiast podloze
hydrozelowe, niezaleznie od uzytej formy substancji czynnej, zapewniato bardzo szybkie
uwalnianie NTG. Na podstawie wynikow badania uwalniania wykazano, ze etanol zawarty
w hydrozelu wypiera NTG z kompleksu inkluzyjnego. Rowniez w masci bezwodnej
obserwowano wplyw substancji pomocniczych na trwalo$¢ kompleksu NTG-CD, np.
wzrost szybkosci uwalniania obserwowano w obecnosci laurylosiarczanu sodu.

W pracy wykazano, ze badanie szybko$ci uwalniania pozwala na wykrycie
niezgodno$ci 1 ocene trwatosci kompleksu NTG-CD w podtozu masciowym, natomiast
metoda DSC nie umozliwiata takiej analizy, ze wzglgdu na interferencje pikow ta i zbyt
male stezenie substancji czynnej.

Badanie dlugoterminowe stabilnos$ci zaprojektowano z uwzglednieniem mozliwoS$ci
pelnej oceny masci. Oznaczano zaréwno parametry wymagane przez FP VIII (zawarto$¢
substancji czynnej, wielko$¢ czastek, pH), jak i1 testy zalecane (lepkos¢, szybko$¢
uwalniania). Stwierdzono, ze w podlozu emulsyjnym w/o bardzo szybko dochodzi do
zaniku efektu spowolnionego uwalniania, gdyz juz po 1 miesigcu przechowywania (25°C)
uwalnianie jest identyczne dla formy skompleksowanej i nieskompleksowanej NTG.
Zmiany zachodzity wolniej w temp. 4°C. Wykazano, ze jedynie zastosowanie bezwodnego
podloza lipofilowego umozliwi uzyskanie trwalej masci, o przedtuzonym uwalnianiu z

NTG-CD. Wszystkie preparaty charakteryzowaty sie jednak zadowalajgcg trwatoscig



reologiczng i nie obserwowano znaczgcych zmian lepkosci czy tiksotropii. Ponadto
stwierdzono, ze kompleksowanie NTG z CD prowadzito do ochrony masci przed
z6tknigciem w wyniku oddziatywania temperatury i §wiatla.

Koncowym etapem pracy bylo okreslenia stopnia wchtaniania NTG do skory, w
zalezno$ci od uzytej formy substancji czynnej. Badania prowadzone ex vivo z uzyciem
skory ludzkiej wykazaly, ze w przypadku masci wchianianie NTG do skory z kompleksu
zachodzi 3-krotnie wolniej niz z rozcierki, natomiast z kremu wchtania si¢ 2-krotnie mniej
substancji. Niezaleznie od uzytej formy NTG przenikanie substancji czynnej do skory
ludzkiej bylo wolniejsze z kremu niz z lipofilowej masci.

Prezentowane wyniki badan wskazuja, ze istnieje mozliwo$¢ Stosowania
kompleksu NTG-CD w technologii zarowno tabletek jak i preparatow poélstatych, a forma
kompleksu jest korzystniejsza ze wzgledu na poprawe trwatosci NTG.

Szczegdlnie obiecujace dla dalszego rozwoju produktu handlowego sa wyniki
uzyskane dla masci. Poniewaz uzyto tradycyjne podtoze, a B-CD jest dopuszczona do
uzycia w preparatach farmaceutycznych, kolejnym etapem w rozwoju technologii w
przypadku tej formulacji powinny by¢ badania kliniczne masci z udziatem pacjentow.
Natomiast technologia tabletek podjezykowych, pomimo wyraznie zwigkszonej trwatosci
NTG w kompleksie, ze wzgledu na znaczny ubytek substancji czynnej w czasie
przechowywania tabletek oraz duzy wptyw substancji pomocniczych wymaga dalszego

rozwoju.



SUMMARY

Cyclodextrins (CD) are excipients that can form inclusion complexes with drug
molecules. In pharmaceutical preparations, CDs are used mainly to improve stability,
solubility and bioavailability of active substances.

The research was focused on inclusion complex of NTG with B-CD. The aim was
to evaluate possibility of the use of NTG-CD complex in pharmaceutical preparations such
as sublingual tablets against angina pectoris and ointments for topical treatment of anal
fissures. NTG stability improvement was the main reason of the use of the complexed drug
in tablets. Japan is the only country where NTG tablets containing the complex NTG-CD
are available, while in USA and Europe NTG in tablets is stabilized with crospovidone. In
ointments it was assumed that beside the stability improvement the complex form enables
gaining sustained release, which should decrease NTG absorption to systemic circulation
and by the same will cause reduction of cardiac side effects observed during topical
therapy of anal fissure. Till now, only one semisolid product containing inclusion complex
(dexamethasone-CD, Japan) was registered, so the use of CD in sustained release ointment
would be still an innovative solution.

The research was designed to compare two forms of active substance: a complex
NTG-CD (2% w/w NTG) and a free NTG form titrated with crospovidone (NTG-cP, 25%
w/w NTG).

Although in the preliminary research it was demonstrated that CD does not improve
stability of NTG in aqueous environment, however that was not true for solid and
semisolid formulations.

At the first stage of the study composition of sublingual tablets was elaborated,
which allowed for short disintegration time and acceptable organoleptic properties (no
“sand” sensation after disintegration). Due to applying two types of modified starches:
Starch 1500 and StarLac, as excipients, the disintegration in vitro time shorter than 2 min
was achieved. For application reasons probants preferred tablets with StarLac. The
research showed that complex form provided better NTG stability in tablets and at the
same time it was observed that Starch 1500 enables obtaining more stable tablets with
NTG-CD than StarLac. Despite that, none of the examined formulations with NTG-CD
complex had proper stability for registration purposes because after 12 months the content
of NTG was only 87% of the initial dose.

-10 -



At the next stage of the research the possibility of application of NTG-CD complex
in ointments (0,2% NTG) for topical treatment of anal fissure was evaluated. The main
goal was to get prolonged in vitro release and, as a consequence, slower skin permeability.
An anhydrous lipophilic base and water containing bases (hydrogel, cream w/o) were
employed.

The dissolution test was the most important for examination of the preparations,
however because of the lack of in vitro/in vivo correlation it was also necessary to estimate
skin permeability of NTG to prove the sustained drug release from the ointments.

The experimental model of in vitro dissolution test was proposed. Three dissolution
apparatus (D, VK, MU) differing with dissolution medium mixing method and with
different thickness of the preparation layer were used. It turned out that the extraction
chamber (VK) was the most suitable for testing ointments and gels.

It was verified that in case of anhydrous base or cream (20% water), it is possible to
formulate with NTG-CD sustained release ointments, whereas in case of hydrogel the
release of NTG was very fast.

On the base of the dissolution results it was proved that ethanol present in the
hydrogel displaces NTG from the inclusion complex. The influence of other excipients on
the stability of inclusion complex NTG-CD was also observed in case of anhydrous
ointment. For example the increase of dissolution rate in the presence of lauryl sulphate
was demonstrated.

It was shown that dissolution tests enable detection of incompatibilities and
estimation of NTG-CD complex stability in semisolid base, whereas DSC method does not
allow such analysis due to the background peaks interferences and low concentration of the
active substance.

While designing the long term stability research it was taken into consideration that
the studies should ensure overall product examination. The parameters required by Polish
Pharmacopoeia VIII (active substance content, particles size, pH) as well as only
recommended (viscosity, dissolution rate) were determined. It was concluded that in the
cream base the loss of the sustained release effect is very fast, because after 1 month
storage the release rate is the same for both: complexed and uncomplexed form of NTG.
The changes, however were slower at 4°C. It was demonstrated that the usage of lipophilic
anhydrous base is the only way to obtain stable sustained release ointment with NTG-CD.
Rheological properties (viscosity and thixotropy) of all examined preparations were not

subjected to significant changes during storage. Furthermore it was proved that NTG
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complexation leads to the quite efficient ointment protection against becoming yellow
which was caused by temperature and light.

The final stage of the work was determination of the NTG skin absorption from
ointments and creams depending on NTG form. The experiments conducted ex vivo on
human skin showed that in case of ointment NTG skin absorption is three times lower from
the complexed than from uncomplexed form, while in case of creams it is only two times
lower. The permeation of active substance to the skin from the cream was lower than from
the lipophilic ointment, irrespective of the drug form.

The results show that it is possible to use NTG-CD complex in tablets technology
as well as in semisolid preparations and the form of complex is more favorable due to
higher NTG stability. The results obtained for the anhydrous ointment are especially
advantageous for further commercial product development. Due to standard ointment base
used in the research and B-CD approval for pharmaceutical preparation, the next stage in
the technology development in case of this formulation, should be clinical test with
patients’ participation.

Despite of the proven much better NTG stability in tablets when used in complexed
form, during long term storage the loss of NTG was still high. It was also observed that the
choice of excipients has significant influence on NTG stability. For those reasons

sublingual tablets technology requires further development.
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— WSTEP -

1. CYKLODEKSTRYNY | ICH KOMPLEKSY Z SUBSTANCJAMI
LECZNICZYMI

1.1. Ogolna charakterystyka

Cyklodekstryny (CD) zostaly odkryte w 1891 r. przez francuskiego naukowca
Villiers’a. Uzyskal on 3 g krystalicznej substancji (,,celulozyny”) w procesie rozktadu
1000 g skrobi z zastosowaniem kultur bakteryjnych. W 1903 r. austriacki mikrobiolog
Schardinger wyodrebnit dwa zwiazki, nazwat je: o- 1 B-dekstryna, natomiast y-dekstryna
zostata wyizolowana dopiero 32 lata pozniej. W latach 40-tych XX w. okreslono strukture
krystalograficzng dekstryn metodg rentgenografii strukturalnej, odkryto zdolnosc¢
cyklicznych dekstryn do tworzenia komplekséw inkluzyjnych. Poczatkowo otrzymywano
jedynie niewielkie ilosci cyklodekstryn, dopiero pod koniec lat siedemdziesigtych XX w.
postep w biotechnologii umozliwit produkcj¢ odpowiedniej czystosci cyklodekstryn na
skalg przemystowa [1 - 4].

Naturalne cyklodekstryny wystepuja w formie krystalicznego, bezzapachowego,
biatego proszku o lekko stodkim smaku. Ro6znig si¢ wielkoScig pierscienia oraz
wlasciwosciami  fizykochemicznymi (tabela 1). Niemozliwe jest ze wzgledow
przestrzennych otrzymanie cyklicznej struktury zbudowanej z mniej niz 6 monomerow
glukozy, natomiast istnieja wyzsze homologi, jednak nie maja one zastosowania

praktycznego [5].

Tabela 1. Wiasciwosci fizykochemiczne cyklodekstryn [2, 5, 6]

Liczba V?&%%‘;?zcéilwzs] Srednica Objetosé Zavv\slfgétosc
CD | jednostek | M.cz. 2 wnetrza | wnetrza | l yo
lukoz ) - ] A] (A7 rystalizacyjnej
glukozy 20°C 25°C 35°C [% wiw]
a-CD 6 972 9,0 12,7 20,4 47-53 174 10,2
p-CD 7 1135 1,64 1,88 2,83 6,0-6,5 262 13,2-145
v-CD 8 1297 18,5 25,6 39,0 75-8,3 427 8,13-17,7

Cyklodekstryny pod wzgledem chemicznym sg cyklicznymi oligosacharydami
(weglowodany) zbudowanymi z jednostek o-D-glukopyranozy polaczonymi wigzaniami

a-1,4-glikozydowymi. Najbardziej rozpowszechnionymi naturalnymi CD sa: a-, B- i y-
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cyklodekstryna, zbudowane odpowiednio z 6, 7 i 8 jednostek [5, 7]. CD w formie
krystalicznej sg stabilnymi hydratami, zawieraja od 8 do 18% wody zwiazanej zar6wno z
wnetrzem  pierScienia  jak 1 zewnetrzng jego powierzchnig. Przykladowo w
dwunastowodnej B-CD 6,5 czasteczki H,O znajduje si¢ we wngtrzu pierscienia i 5,5 na
Zewnatrz.

CD sg trwale chemicznie. Ze wzglgdu na stabilng struktur¢ krystalograficzng
posiadaja stosunkowo duza warto$¢ temperatury topnienia (rozktadu) w zakresie od 240 do
265°C [5]. Nie sg podatne na hydrolize zasadowsg, natomiast w srodowisku silnie kwasnym
mogg hydrolizowa¢ do liniowych maltosacharydow [8].

Pierscien CD ma ksztalt Scigtego stozka (toroidu) (ryc. 1b) [5, 2]. Naturalne CD
posiadajg grupy hydroksylowe w liczbie: 18 (a-CD), 21 (B-CD) i 24 (y-CD), ktére moga
by¢ modyfikowane chemicznie. Wyroznia si¢ trzy grupy pochodnych: hydrofilowe,
hydrofobowe i jonowe [9]. Do czesto stosowanych pochodnych naturalnych CD naleza
pochodne hydrofilowe: hydroksypropylowe (HP-CD), metylowe (M-CD: RM-CD -
losowo podstawione, PM-CD — cze$ciowo podstawione, DM-CD - dwupodstawione),

a ostatnio rowniez pochodna jonowa - sulfobutylowa (SBE-CD) [5, 10, 11].

HO
o HO
o OH
HO o] O | OH o)
0 on O
o] HO ©
S OH " o OH
HO OH 0
0 HO ol
HO T o
o HO o
OH
on P-cyklodekstryna
a) b)

Ryc. 1. Struktura p-CD: a - plaska struktura pierscienia; b — komputerowa wizualizacja struktury
przestrzennej pierscienia, uwzgledniajgca topografie obszarow hydrofilowych (niebieskie) i
hydrofobowych (Zotte) [a— FP VIII; b - 12].
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Rozmieszczenie grup hydroksylowych na zewnatrz pierScienia nadaje czasteczce
CD charakter hydrofilowy, natomiast jej wewnetrzna przestrzen, z powodu obecnosci
atomoéw wegla, wodoru oraz mostkow tlenowych, ma charakter hydrofobowy (apolarny).
Dzigki takiej budowie CD tworza rozpuszczalne w srodowisku wodnym kompleksy
inkluzyjne.

Czasteczka kompleksowana ulega inkluzji do wnetrza CD tworzac z nig kompleks
typu ,,go$¢—gospodarz”, przy czym nie dochodzi do powstawania wigzan kowalencyjnych.
Czasteczka ,,gos$cia” wnika do wnetrza ,,gospodarza” poprzez wyparcie czasteczek wody,
co powoduje obnizenie energii uktadu. Na tworzenie si¢ kompleksu maja réwniez wptyw
takie czynniki jak: oddzialywania Van’der Walsa, wigzania wodorowe, zmiana napigcia
powierzchniowego, czy rozluznienie napigcia szkieletu pier$cienia [2, 5].

Kompleksowanie jest z reguly procesem zaleznym od stezenia, a uzyskany
stosunek molowy substancji czynnej do CD (np. 1:1, 1:2, 2:1, 2:2), poza wlasciwosciami
fizycznymi inkorporowanego leku, moze réwniez wynikaé z wyj$ciowego stezenia
substratow [7]. Przyktady kompleksow 0 roznym stosunku stechiometrycznym gos$¢ -
gospodarz, zaleznym od budowy czasteczki, podano na ryc. 2.

W niektorych przypadkach wydajno$¢ kompleksowania jest niewielka i w zwiazku

z tym duza ilo$¢ CD jest zawarta w produkcie koncowym [2, 4].

Ryc. 2. Kompleksy inkluzyjne: a) retinolu (1:2); b) kwasu linolenowego (1:4);
c) a-tokoferolu (1:2); d) mentolu (1:1) [13].
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W przypadku rozpuszczenia formy statej kompleksu (krystalicznej lub amorficznej)
w roztworze wodnym ustala si¢ stan rownowagi asocjacyjno-dysocjacyjnej, ktory mozna
opisa¢ matematycznie stalg dysocjacji (Kq) lub stalg trwatosci (K;) kompleksu [3].
Kompleks ,,gos¢” (G) : ,,gospodarz” (CD) o stechiometrii 1:1 opisuja nastgpujace
roéwnania:

CD+G « CDG (1)

_ [cDg]
[CD]x[G]

C

@

¢, [CDIx[C]

3
[CDG] ©

Stata K. wskazuje jak silne jest wigzanie pomigdzy lekiem a CD i jest miarg
powinowactwa czasteczki ,,goscia” do wngtrza pierScienia ,,gospodarza”. Warto$¢ K. jest
specyficzna dla danej substanciji, zalezna od jej whasciwosci fizykochemicznych. Srednie
wartosci statej K wyznaczone na podstawie zestawien statystycznych dla a-CD, B-CD i
y-CD wynosza odpowiednio 123, 490 i 525 mol/I'™* [2, 14]. Wyznaczony czas péltrwania
kompleksu stanowi czg¢$¢ sekundy, co oznacza, ze w roztworze substancja czynna jest
naprzemiennie zamykana i wykluczana z wnetrza CD [10]. Uwalnianie substancji czynnej
z kompleksu jest gtéwnie wynikiem dysocjacji zachodzacej w ptynach ustrojowych. W
przypadku podania miejscowego: do oka, na btone¢ sluzowa nosa czy skore, gdzie brak jest
duzej ilosci ptynu dysocjacja jest niewielka lub nie zachodzi, a uwalnianie leku jest
wynikiem wychwytu tkankowego [15]. W przypadku duzych wartosci K¢ (>10000 mol/l )
moze dochodzi¢ do obnizenia biodostepnosci leku na skutek stabej dysocjacji kompleksu.
Nadmiar CD w miejscu podania przesuwa rownowage asocjacyjno-dysocjacyjng w strong
form niezdysocjowanych, przez co zwigkszy stala trwalosci kompleksu. Zastosowanie
duzego nadmiaru CD w formulacjach moze, wiec prowadzi¢ do obnizenia biodost¢pnosci
substancji czynnej [2, 16].

Zarowno B-CD (Betadeks) jak i a-CD (Alfadeks) posiadajg status farmakopealnych
substancji pomocniczych - ich monografie znajduja si¢ w obowiazujacej Farmakopei
Europejskiej (Ph. Eur. 6) i w Farmakopei Polskiej VIII oraz Brytyjskiej (BP), a takze w
Farmakopei Amerykanskiej (USP). Monografia Betadeksu zostala wprowadzona
do Ph. Eur. w 1997 r.
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Sposrod licznych pochodnych jedynie HP-B-CD jest substancja farmakopealng
posiadajaca monografie w Ph. Eur. i BP (Hydroksypropylobetadeks). Farmakopealna
HP-B-CD musi posiada¢ wartos¢ podstawienia molowego w zakresie 0,4 — 1,5. Od stopnia
podstawienia HP-B-CD zalezg wlasciwosci fizykochemiczne np. rozpuszczalno$é.
Uzyskane pochodne sg zawsze mieszaning zwigzkow o réznym stopniu podstawienia, tak
wigc substancje farmakopealne otrzymywane przez réznych producentdow moga nie by¢
tozsame [7, 17, 18]. Roéznice w rozpuszczalnosSci obserwuje si¢ np. dla kompleksow
diklofenaku sodu z HP-B-CD: przy stopniu podstawienia CD réwnym 0,39
rozpuszczalno$¢ wyniosta 226 pg/ml, a przy stopniu 0,9 az 1030 pg/ml.

1.2. Toksycznos¢

Uwaza si¢, ze naturalne CD po podaniu doustnym nie wykazujg dziatania
toksycznego. Naturalne CD sg trawione poprzez bakterie flory jelitowej w okreznicy. W
wyniku  hydrolizy  enzymatycznej CD  powstaja miedzy innymi glukoza
i maltoglikosacharydy, substancje ulegajace procesowi fermentacji do CO, i H,O
[5, 6]. B-CD oraz a-CD sa metabolizowane wolniej niz y-CD. Jedynie y-CD ulega
rozktadowi w wyniku dziatania a-amylazy juz w gornej czgsci przewodu pokarmowego
[3, 8]. Pochodne (DM-B-CD czy HP-B-CD) nie sg rozktadane w uktadzie pokarmowym
I s3 wydalane z katem w formie niezmienionej [8].

Wykazano w badaniach na szczurach, ze LDsg przy podaniu parenteralnym osigga
duze warto$ci 1 wynosi 1000 mg/kg, 788 mg/kg 1 >3750 mg/kg, odpowiednio dla a-CD,
B-CD i y-CD [8]. Natomiast ustalenie LDsg dla podania doustnego byto niemozliwe, gdyz
jak wykazali Szejtli i Sebestyen [7], nawet zastosowanie dawek: 12,5 g/kg, 18,8 g/kg oraz
8 g/kg odpowiednio dla a-CD, B-CD i y-CD, nie powodowato zgonu zwierzat.

Stwierdzono, ze podawanie CD szczurom, przez 6 miesiecy, w ilosci 1,6 g/kg/dzien
(okoto 3,2% dziennej diety) nie powoduje zmian w morfologii narzgdow, w obrazie tkanek
oraz masie ciata zwierzat [8]. U pséw podanie 10% CD (a-CD i y-CD) wzglgdem diety
(przez 90 dni) powodowalo biegunki i wymioty, nie obserwowano zmian w obrazie
narzadow [20, 21]. Obawy co do bezpieczenstwa stosowania doustnego duzych dawek CD
wynikajg z faktu, iz B-CD podawana pozajelitowo charakteryzuje si¢ nefrotoksycznocia
oraz wlasciwo$ciami hemolitycznymi (duze dawki), a nie wykluczono mozliwosci
niewielkiego wchtaniania CD przez btony $luzowe uktadu pokarmowego [7, 8, 19]. Irie i

wsp. [22] w badaniach na szczurach wykazali, ze podanie doustne dawki 500 mg/kg
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naturalnych CD nie powoduje ich znaczacej absorpcji z uktadu pokarmowego (w moczu
oznaczono odpowiednio 1,95, 0,45 i 0,38% dawki aplikowanych o-CD, B-CD i y-CD).
Rowniez Olivier i wsp. [23] obserwowali niewielkie stgzenie B-CD (0,1 — 0,3%
aplikowanej dawki) w moczu szczurow, ktorych 10% diety stanowity CD. W badaniach in
vitro stwierdzono, ze B-CD przenika przez $ciane izolowanego jelita szczura w wyniku
dyfuzji biernej, jednakze proces ten przebiegal powoli [8]. W ostatnio publikowanych
pracach przegladowych przewaza poglad, ze CD naturalne nie przenikaja przez $ciang
uktadu pokarmowego [7, 24].

Stan wiedzy dotyczacy mozliwosci wchtaniania CD, a zwlaszcza B-CD, przez
btong Sluzowa uktadu pokarmowego u ludzi jest jednak niewystarczajacy. Z tego wzgledu
komisja ekspercka WHO - JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food
Additives) wprowadzita ograniczenie dziennego spozycia B-CD do 5 mg/kg
[7, 25]. Nie dopuszcza si¢ stosowania pochodnych metylowych doustnie, ze wzgledu na
ich silniejsze oddziatywania z blonami biologicznymi oraz brak wystarczajacych danych
dotyczacych toksycznosci [8, 24].

Aplikacja roztworéw wodnych CD bezposrednio na blone $luzowa (nosa, jamy
ustnej, pochwy) jest uwazana za bezpieczng w szerokim zakresie stezen, zardwno dla
naturalnych CD, jak i ich pochodnych. Jedynie w przypadku metylowych pochodnych
powinno si¢ ograniczaé stgzenie oraz czas aplikacji. Metylowe pochodne
B-CD sg uwazane za bezpieczne w stgzeniu ponizej 5% [26 - 28].

Asai i wsp. [27] wykazali, ze podawanie 20% roztworu RM-B-CD powoduje
powazne uszkodzenia (nawet utrate integralnosci tkanki) w blonie §luzowej nosa u
szczurOw, natomiast roztwor 5% prowadzil jedynie do niewielkich zmian
morfologicznych, ale tylko przy dlugotrwalym stosowaniu. Podobne rezultaty uzyskali
Boulmedarat i wsp. [26] dla nabtonka jamy ustnej w warunkach in vitro. W przypadku
nablonka rogéwki ludzkiej cytotoksycznos¢ CD maleje w nastepujacej kolejnosci:
a-CD > DM-B-CD >> SBE--CD = HP-B-CD > y-CD [29]. Sposréd naturalnych CD
jedynie a-CD wykazaly pewne dzialanie draznigce po podaniu do oka, lecz pochodne
HP-B-CD byly dobrze tolerowane u krolikow nawet w st¢zeniu do 12%. Z kolei roztwory
RM-B-CD, nawet w stezeniu 5%, wykazuja wlasciwosci cytotoksyczne [5, 29, 30].
Pomimo doniesien o draznigcym dziataniu M-B-CD podawanych na blony S$luzowe,

istniejg jednak zarejestrowane preparaty handlowe [31]:
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e Clorocil — krople do oczu — roztwér chloramfenikolu w kompleksie z RM-B-CD;
o Calidiol®—spray do nosa — roztwor estradiolu w kompleksie z RM-B-CD.
Stwierdzono, ze stosowanie -CD na powierzchni¢ skoéry, nawet w warunkach
okluzji nie powoduje podraznien ani reakcji alergicznych [5, 6]. Piel i wsp. [32] wykazali
bardzo dobrg tolerancje skory (brak zmian struktury warstwy rogowej) wobec wodnych
rozworow naturalnych CD oraz ich pochodnych, z wyjatkiem DM-B-CD, ktére zaburzaty
uktad dwuwarstwy lipidowej. Uwaza sig, ze naturalne CD oraz ich hydroksypropylowe lub
sulfobutylowe pochodne, ze wzgledu na duzg mas¢ czasteczkowa (>1000) oraz
hydrofilowy charakter, nie przenikaja przez nieuszkodzong barier¢ skorng, jednakze
wedtug niektorych autorow w pewnych warunkach, np. okluzji, CD w niewielkim stopniu
sa w stanie pokona¢ barier¢ skorng [5, 8, 9, 33 - 35]. Legendre i wsp. [35] w badaniach ex
Vivo z uzyciem radioznaczonych czasteczek RM-B-CD wykazali, ze od 0,1% do 0,2%
aplikowanej dawki CD przenika do ptynu akceptorowego (24 h) i okoto 0,7% adsorbuje si¢
na powierzchni warstwy rogowej. Nawet zastosowanie DMSO nie powodowalo

zwigkszenia przenikania czasteczek RM-B-CD przez skore.

1.3. Zastosowanie w technologii farmaceutycznej

Kompleksy substancji leczniczych z CD, ze wzglegdu na brak wigzan
kowalencyjnych, nie sa traktowane jako nowe substancje czynne czy czasteczki
modyfikowane strukturalnie. CD rozpatrywane sa w kategorii substancji pomocniczych
dodawanych do formulac;ji [7, 36].

Kompleksy inkluzyjne substancji leczniczych z CD sa stosowane w farmacji
glownie w celu zwigkszenia rozpuszczalnosci i poprawy biodostepnosci substancji
leczniczej. Ponadto kompleksowanie moze wplywaé na poprawe trwatosci chemicznej np.
substancji lotnych, substancji podlegajacych hydrolizie, utlenianiu, fotolizie czy
izomeryzacji. Poprzez zastosowanie formy kompleksu mozliwe jest rowniez
przeprowadzanie niektorych ciektych substancji w forme statlg, maskowanie
nieprzyjemnego smaku i zapachu, czy zmniejszenie wilasciwosci draznigcych blony
sluzowe (tabela 2).

CD jako substancje pomocnicze w produktach leczniczych po raz pierwszy uzyto w
celu poprawy trwaloSci prostaglandyn. Pierwszym zarejestrowanym preparatem
zawierajacym CD byty tabletki podjezykowe Prostarmon E wprowadzone na rynek

japonski w 1976 r. przez firm¢ Ono Pharmaceutical. Prostarmon zawiera 0,5 mg
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prostaglandyny E; i 6 mg B-CD. Kolejny preparat zarejestrowano w 1979 r. Byta to
prostaglandyna E; w formie kompleksu z a-CD, w preparacie przeznaczonym do podania

pozajelitowego [1, 37].

Tabela 2. Przyktadowe funkcje cyklodekstryn w produktach leczniczych [37 - 38]

Cel kompleksowania Substancja czynna CD Nazwa preparatu
Zwigkszenie PGE; B-CD Prostarmon E
trwatosci PGE; o-CD Prostavasin

Limaprost a-CD Opalmon
Olej czosnkowy B-CD Xund
Nitrogliceryna B-CD Nitropen
Poprawa Itrakonazol HP-B-CD Sporanox
rozpuszczalnosci Diklofenak sodu HP-y-CD Voltaren ophta
Chloramfenikol M-B-CD Clorocil
Zyprasydonu maleinian SBE-B-CD Zeldox
Nimesulid B-CD Mesulide Fast
PGE; a-CD Prostavasin
Maskowanie smaku Cetyryzyna B-CD Zyrtec
Nikotyna B-CD Nicorette microtabs
Olej czosnkowy B-CD Xund

Poprawa Piroksykam B-CD Brexin

biodostepnosci Itrakonazol HP-B-CD Sporanox
Estradiol M-B-CD Aerodil
Nimesulid B-CD Mesulide fast

Zmniejszenie Nikotyna B-CD Nicorette microtabs

draznienia Piroksykam B-CD Brexin

W 2008 r. firma Schering-Plough wprowadzita na rynek europejski Bridion -
pierwszy preparat zawierajagcy CD jako substancje aktywng. Jest to roztwor do iniekcji
zawierajgcy modyfikowang czgsteczke y-CD (Sugammadex), stosowany w anestezjologii.
Dziatanie preparatu polega na znoszeniu efektu zwiotczenia mig$ni wywotanego podaniem
rekuronium lub wekuronium, poprzez selektywne kompleksowanie tych lekow w
krwiobiegu. Preparat w Europie moze by¢ podawany od 2 roku zycia, natomiast w USA
nie uzyskatl akceptacji FDA, ze wzgledu na zbyt mato danych dotyczacych potencjalnych
reakcji alergicznych [4, 40, 41].

W tabelach 3 i

farmaceutycznych zawierajacych w sktadzie CD naturalne oraz ich pochodne.

4 przedstawiono zestawienie handlowych preparatow
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Tabela 3. Produkty lecznicze zawierajgce naturalne cyklodekstryny [1, 4, 7, 10, 37, 39]

Substancja lecznicza

Nazwa handlowa
preparatu

Postac leku

Producent,
kraj

B-cyklodekstryna

Beneksatu chlorowodorek Ulgut, kapsutki, Teikoku, Japonia
Lonmiel kapsutki Shionogi, Japonia
Cefalosporyna (ME 1207) Meiact tabletki Meiji Seika, Japonia
Chlordiazepoksyd Transillium tabletki Gador, Argentyna
Nimesulid Nimedex, Mesulid fast tabletki, saszetki Novartis
Omeprazol Omebeta tabletki Betafarm, Niemcy
Kwas tiaprofenowy Surgamyl tabletki Roussel-Maestrelli, Wtochy

Piroksykam

Brexin, Cicladol
Brexidol,

tabletki, saszetki, czopki
roztwor (pediatryczny)

Chiesi, Wtochy
Ache, Brazylia

Difehydraminy chlorowodorek,
Chlorteofilina

Stada-Travel

tabletki do zucia

Stada, Niemcy

Nikotyna Nicorette”, tabletki podjezykowe, Pharmacia, Szwajcaria
Nicogum gumy do zucia
Nitrogliceryna Nitropen tabletki podjezykowe Nippon Kayaku, Japonia

PGE,

Prostarmon E

tabletki podjezykowe

Ono, Japonia

Olej czosnkowy

Allidex, Tegra, Xund
Garlessence

tabletki, drazetki

Bipharm, Hermes, Niemcy
Pharmafontana, USA

Jod Mena-Gargle roztwor Kyushin, Japonia
Deksametazon Glymesason mas¢, tabletki Fujinaga, Japonia
Dekstrometorfan Rynathisol b.d. Synthelabo, Wtochy
Cetyryzyna Cetrizin tabletki do zucia Losan Pharma, Niemcy
Cizapryd Coordinax Propulsid czopki Janssen, Belgia
Refekoksib Rofizgel tabletki Wockhardt, Indie
Flunaryzyna Fluner tabletki Geno Pharmaceuticals, Indie
Betahistydyna Betahist tabletki Geno Pharmaceuticals, Indie
Tiomersal Vitaseptol krople do oczu Europhta, Monako
Meloxicam Mobitil tabletki, czopki Medical Union
Pharmaceuticals, Egipt
a-cyklodekstryna
PGE, Prostavasin’, roztwor do wstrzyknigé i Ono, Japonia,
Edex wlewu i.v. Schwarz, Germany, USA
Prostandin 500 roztwor do wlewu i.v. Ono, Japonia,
Limaprost (pochodna PGE;) Opalmon tabletki Ono, Japonia
Hexatyl cefotiamu Pansporin T tabletki Takeda, Japonia
Alprostadil Ca\l:lzelgjle(:ulgual roztwor do wstrzyknieé i.v. Ferrlr;gf’i:;remcy
y-cyklodekstryna
Minoksydil Alopexy roztwor Pierre Fabre, Francja
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Tabela 4. Produkty lecznicze zawierajgce pochodne cyklodekstryn [1, 4, 7, 37, 39, 42]

Substancja lecznicza Nazwa handlowa Postaé leku Producent,
preparatu kraj
Hydroksypropylo-B-cyklodekstryna
Hydrokortyzon Dexacort rozZtwor Islandia
Itrakonazol Sporanox roztwor do wlewu i.v. Janssen, Belgia
Cizaprid Propulsid czopki Janssen, Belgia
Indometacyna Indocid* krople do oczu (roztwor) Chauvin, Francja
Mitomycyna MitoExtra, Mitozytrex roztwor do wlewu i.v. Novartis, Szwajcaria
Metylo-B-cyklodekstryna
Chloramfenikol Clorocil krople do oczu, roztwor Oftardel, Portugalia
17-B-estradiol Aerodiol* aerozol donosowy, (roztwor) Servier, Francja

Sulfobutyleter-B-cyklodekstryna

Worikonazol Vfend roztwor do wstrzyknie¢ i.v. Pfizer, USA
Zyprasydonu maleinian Zeldox, Geodon roztwor do wstrzyknieé i.m. Pfizer, USA
Arypiprazol Abilify* roztwor do wstrzykniec i.v. | Bristol-Myers Squibb,
Wiochy
Maropitantu cytrynian Cerenia tabletki Pfizer Animal Health,
USA
Amiodaronu chlorowodorek Nexterone roztwor do wstrzykniec i.v. | Prism Pharmaceuticals
USA

Hydroksypropylo-y-cyklodekstryna

Diclofenak

Voltaren ophta”

krople do oczu, roztwor

Novartis, Francja

Tc-99 Tebroksim

Cardiotec

roztwor do wstrzyknigé i.v.

Bracco, USA

* preparaty zarejestrowane w Polsce; ** preparat weterynaryjny

Ilo$¢ zarejestrowanych preparatow (okoto 40) jest niewielka w stosunku do ilosci

zgloszen patentowych i publikacji [4, 7]. Praktyczne wykorzystanie CD, jako substancji

pomocnicze] przez przemyst jest z reguty ograniczone, gdyz w przypadku produktéw

odtworczych, preparaty zawierajace kompleks CD nie sg biorownowazne z produktami

zawierajacymi substancj¢ czynng nieskompleksowana, a supergeneryki podlegaja pelnym

badaniom rejestracyjnym wymaganym dla nowych produktow, co wigze si¢ ze znacznymi

kosztami rejestracyjnymi [39]. Ponadto w technologii problem moze stanowi¢ zgodnosc¢

CD lub kompleksu inkluzyjnego lek-CD z pozostatymi substancjami pomocniczymi,

takimi jak wspotrozpuszczalniki, srodki konserwujace, polimery [2].
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1.3.1. Cyklodekstryny w tabletkach

Podstawowym celem stosowania CD w tabletkach doustnych jest poprawa
biodostepnosci poprzez zwigkszenie rozpuszczalnosci i Szybkosci rozpuszczania [5]. W
odniesieniu do tabletek stosowanych w jamie ustnej najczgsciej nastepuje zmniejszenie
draznienia blony §luzowej czy maskowanie smaku [5, 7]. CD mogg zwigkszaé fizyczng i
chemiczng trwato$¢ substancji czynnej. Pochodne CD mogg rdéwniez zapewniaé
modyfikacj¢ dziatania leku poprzez: przedtuzenie uwalniania (di- i trietylo-p-CD) [16, 43],
pH zalezne - opo6znione uwalnianie (karboksymetyloetylo-p-CD o pK, 3,7) [10] lub
celowane uwalnianie (np. w okreznicy, poprzez tworzenie nierozpuszczalnych koniugatow
trawionych przez flor¢ bakteryjng) [11, 46]. CD najczgéciej sg stosowane w postaci
komplekséw inkluzyjnych z substancja czynna, jednakze w niektdrych przypadkach moze
by¢ wystarczajgce uzycie mieszaniny fizycznej [5, 14]. Wykazano, ze CD moga pehic
funkcje klasycznych $§rodkow pomocniczych utatwiajacych technologie wytwarzania - jako
substancje wypetniajace, wigzace, porofory lub zwigzki osmotycznie czynne [5, 10,
14, 44 - 46]. Tego typu rozwigzania nie znalazty jednak praktycznego zastosowania w
produktach rynkowych.

Przyktady zastosowania CD w celu zwigkszenia biodostepnosci substancji

leczniczej po podaniu doustnym przedstawione zostaty w tabeli 5.

Tabela 5. Wphw CD na wiasciwosci biofarmaceutyczne substancji czynnych [7, 10, 46, 47]

Obserwowany wzrost: CD Substancja czynna
- biodostepnosci B-CD ketoprofen, gryzeofulwina, terfenadyna
- rozpuszczalnosci i HP--CD ketoprofen, fenytoina, gliklazyd, albendazol,
szybkosci rozpuszczania kwas ursodeoksycholowy, cynaryzyna

DM-BCD takrolimus
SBE-B-CD | spironolakton, atowakwon, cynaryzyna
ME-B-CD |fenytoina

B-CD okskarbazepina
- przenikania HP-B-CD flutamid
- trwatosci w przewodzie |HP-B-CD rutyna
pokarmowym v-CD digoksyna
- biodostepnosci po HP-B-CD klomipramina, testosteron
podaniu podjezykowym
- biodostepnosci po SBE-B-CD |danazol

podaniu dopoliczkowym |HP-B-CD
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Substancje  pomocnicze  stosowane w  celu  zwiekszenia  wydajnosSci
kompleksowania, takie jak hydrofilowe polimery (np. powidon) czy kwasy organiczne
(np. kwas winowy, cytrynowy), czesto powoduja dodatkowy wzrost biodostepnosci leku z
kompleksu. Ketokonazol stosowany w formie kompleksu ztozonego z B-CD i kwasu
winowego (ternary complex) charakteryzuje si¢ wicksza biodostepnoscig (u krolikow) w
porownaniu z kompleksem ketokonazol-B-CD oraz wolnym ketokonazolem (AUC
wyniosto odpowiednio 3,85; 0,65 1 0,05 pug-h/ml) [39].

Singh i wsp. [48] wykazali zwi¢kszong skuteczno$¢ przeciwgrzybiczng (wobec
Candida albicans) doustnych tabletek bioadhezyjnych zawierajacych kompleks inkluzyjny
klotrymazolu z HP-B-CD. Ilo$¢ uwolnionego klotrymazolu z matrycy tabletki (guma
ksantanowa i karbopol) zawierajacej kompleks byta dwukrotnie wicksza i wyniosta 40%
po 8 h. W badaniach wykazano brak wptywu CD na wtasciwosci bioadhezyjne tabletek.
Dodatek CD do matrycy wptywa natomiast na zwigkszenie sorpcji wody i powoduje
pecznienie matrycy tabletki mukoadhezyjnej [49].

Szejtli [39], na podstawie zestawienia wynikow literaturowych (badan wykonanych
u ludzi i zwierzat), stwierdzil, ze w przypadku podawania form skompleksowanych
dochodzi do wzrostu biodostgpnosci, a sredni wzrost AUC 1 Cnax wyniost odpowiednio
1,8 £ 0,5 razy (n =44)1i 1,7 £ 0,5 razy (n = 26), natomiast warto$¢ Tnax Ulegta skroceniu o
okoto 50% (n = 19). Wigkszo$¢ substancji czynnych podawanych doustnie w formie
skompleksowanej (z o-CD, B-CD, y-CD, HP-B-CD, SBE-B-CD, M-B-CD) wykazuje
dwukrotnie wigksza biodostepnos¢ wzgledem form nieskompleksowanych, w zwiazku z
czym zastosowanie kompleksowania prowadzi do powstania supergeneryku.

Stosujac kompleksowanie leku z CD mozna zmieni¢ klasyfikacje BCS danej
substancji - z klasy II (stabo rozpuszczalna i tatwo przenikajgca) na klas¢ I (tatwo
rozpuszczalna i fatwo przenikajaca). Taki efekt otrzymano na przyktad dla tolbutamidu,
spironolaktonu, fenytoiny, nifedypiny, czy glibenklamidu. Rowniez substancje klasy IV
(stabo rozpuszczalne 1 stabo przenikajace) w wyjatkowych przypadkach (rozpuszczalnosé
< 1 ng/ml) moga charakteryzowac¢ si¢ lepsza biodostepnosciag w wyniku kompleksowania
(np. nikotynian tokoferolu, itrakonazol) [50]. W przypadku substancji klasy |
kompleksowanie nie zwicksza biodostgpnosci, ale moze zapewni¢ szybsze wystgpienie
efektu terapeutycznego, a w przypadku NLPZ (np. piroksykamu, fenbufenu, ketoprofenu)

zmniejszenie dziatania draznigcego [24].
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W przesztosci duzo uwagi poswigcono mozliwosci zwigkszenia trwatosci lekéw w
wyniku kompleksowania, jednakze procesy zachodzace w fazie stalej sg dos$¢ zlozone,
zachodza stosunkowo wolno i dotycza niewielu substancji [46] (tabela 6). CD zwigkszaja
trwato$¢ np. nikardypiny, kolchicyny, prostaglandyny E,, diklofenaku, sulfametoksazolu, a
takze substancji lotnych np. nitrogliceryny, monoazotanu izosorbidu, klofibratu, czy olejku

cytrynowego [5, 7].

Tabela 6. Wphw CD na trwatosé substancji czynnych w formie stalej

Substancja czynna CD Efekt Zrédlo

Prostaglandyna E, B-CD [poprawa termostabilnosci [5]

Vitamina Dj B-CD 100% zawartosci przez 25 dni w 50°C [5]

Nitrogliceryna B-CD [zwigkszenie termostabilnosci poprzez| [51]

obnizenie lotno$ci

Glibenklamid B-CD 100% zawartosci oraz brak zmian w [46]
kinetyce uwalniania do 4 lat

Diklofenak sodu B-CD  |poprawa termostabilno$ci [46]

Kwinapril B-CD, [zahamowanie wewnatrzczasteczkowej [46]

HP-B-CD | cyklizacji
Tetracyklina HP-B-CD | poprawa fotostabilno$ci [52]

CD mogg by¢ réwniez stosowane w celu maskowania nieprzyjemnego, a zwlaszcza
gorzkiego smaku, co szczegolnie jest wazne dla tabletek przeznaczonych do stosowania w
jamie ustnej. Dzigki tym wilasciwosciom udato si¢ wyeliminowaé, badz w znacznym
stopniu zmniejszy¢ nieprzyjemny smak: bromku oksyfenonu, ceteryzyny, nikotyny,
bromowodoru dekstrometorfanu, klofibratu, czy acetaminofenu [7, 38]. B-CD zastosowano
w tym celu w preparatach handlowych, na przyktad w tabletkach do zucia z ceteryzyng czy
nikotyng (rowniez w tabletkach podjezykowych).

Sposrdéd wielu prac badawczych dotyczacych tabletek z CD (baza Scopus 449
rekordéw) kilka doniesien dotyczy preparatow do stosowania w jamie ustnej. Badano
mozliwo$¢ sporzadzania i zastosowania tabletek podjezykowych z testosteronem lub
estradiolem (w kompleksie z HP-B-CD), nitrogliceryng (z B-CD) oraz preparatow
mukoadhezyjnych (tabletki dopoliczkowe) zawierajgcych: danazol lub klotrymazol
(z HP-B-CD), piroksykam (z B-CD), a takze tabletek ulegajacych rozpadowi w jamie ustnej
z octanem tokoferylu (z HP-B-CD) [45, 47, 49, 51, 53, 54].

-26 -



— WSTEP -

CD w preparatach do stosowania w jamie ustnej sa uzywane gtownie w celu
uzyskania bardzo szybkiego rozpuszczania substancji czynnej w miejscu podania, co
zapewnia wzrost biodostgpnosci w wyniku zwigkszenia przenikania leku przez btone
Sluzowag jamy ustnej. CD moga réwniez petni¢ rolg promotoréw wchlaniania poprzez
bezposrednie oddzialywanie z blong Sluzowa jamy ustnej. W przypadku tabletek
dopoliczkowych CD moga by¢ rowniez stosowane W celu przyspieszenia uwalniania
substancji czynnej (erozja matrycy) lub w celu zwigkszenia bioadhezji preparatu.

Przyktadem wykorzystania CD w preparatach do stosowania w jamie ustnej jest
kompleksowanie testosteronu oraz progesteronu i estradiolu z HP-B-CD, co zapewniato
bardzo dobra biodostepnos¢ po podaniu podjezykowym [53, 54]. W badaniach in vivo
(6 ochotnikow) wykryto, ze 90% estradiolu podawanego podjezykowo w formie
kompleksu (1:1) ulegto wchlonigciu, a potowiczny czas absorpcji wyniost 7 min. Efekt
przyspieszonego uwalniania byt znoszony przy zastosowaniu nadmiaru CD (w stosunku do
stechiometrii kompleksownia) i obserwowano nawet spowolnienie uwalniania.

Motoyama i wsp. [45] wykazali, ze CD dodawana do tabletek szybko
rozpadajacych si¢ w jamie ustnej wplywa na czas rozpadu matrycy. W badaniach in vivo
czas rozpadu tabletek z tokoferolem wzrastat wraz ze wzrostem stezenia HP--CD (z 30 s
do 160 s przy zwigkszeniu zawartosci CD z 5% do 40%). Jednocze$nie zaobserwowano, ze
dodatek CD zwigksza wytrzymalos¢ mechaniczng tabletek, co bylo zjawiskiem
korzystnym.

Pomimo obiecujacych wynikow uzyskanych z uzyciem HP-B-CD, w chwili obecnej
brak jest zarejestrowanych tabletek z tg pochodna (tabela 4). Wigkszo$¢ statych preparatow
doustnych zawiera B-CD, jedynie dwa preparaty zawierajg a-CD, natomiast sposrod
pochodnych wykorzystano SBE--CD w jednym preparacie handlowym.

Aspekt technologiczny

Podstawowe ograniczenie w stosowaniu CD w stalych doustnych postaciach
stanowi dawka leku, ktora moze by¢ umieszczona w tabletce czy kapsutce [14, 39]. CD
posiadajg duzg mase czasteczkowg (od 970 do 1300 Da), tak wigc udzial procentowy
substancji czynnej ulegajacej ,,zamknigciu” w kompleksie jest niewielki (zazwyczaj sg to
zwigzki o masie czasteczkowej 120-350 Da), nawet przy duzej wydajnosci
kompleksowania. Przyktadowo, 100 mg kompleksu (o stechiometrii 1:1) utworzonego

pomiedzy naturalng CD a lekiem moze zawiera¢ maksymalnie 25 mg substancji czynnej,
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CO oznacza, ze procentowy udzial substancji czynnej skompleksowanej w masie tabletki
wzrasta przynajmniej 4-krotnie wzgledem formy wolne;j.

CD w formie krystalicznej moga by¢ tabletkowane w procesie bezposredniego
prasowania, badz po uprzedniej granulacji (zarowno metoda na mokro, jak i na sucho)
[5, 14]. Sposrod naturalnych CD jedynie y-CD charakteryzuje sie niska podatnoscig na
kompresje, wysoka kruchoscig i bardzo stabg zsypywalnoscig, w zwigzku z czym w jej
przypadku konieczne jest stosowanie granulacji. Wykazano, ze 3-CD wymaga niewielkich
stezen substancji poslizgowych (od 0,1% do 0,5%). B-CD charakteryzuje si¢ dobra
prasowalno$ciag W wyniku kompaktorowania, lepsza niz fosforan wapnia czy suszona
rozpylowo laktoza [14]. Dostgpna jest modyfikowana B-CD do tabletkowania
bezposredniego. Jest to forma aglomerowana betadeksu (Kleptose DC, prod. Roquette),
ktora posiada jeszcze lepszg zsypywalnos¢ [55]. Pande i Shangraw [56] wykazali, ze forma
aglomerowana jest bardziej podatna na kompresj¢ wzgledem formy nicaglomerowane;j,
jednakze po dehydratacji r6znice te zanikaja.

Fizykochemiczne wlasciwosci CD sg bardzo wazne dla procesu tabletkowania. CD
mogg wystepowa¢ w roznych formach krystalograficznych i moga zawiera¢ r6ézng ilo$§¢
wody hydratacyjnej (np. B-CD x 11 H,O i B-CD x 12 H,0). Ich gwaltowne suszenie
najczesciej prowadzi do powstania formy amorficznej [5]. Amorficzne CD charakteryzuja
si¢ stabg zsypywalno$cig. Rowniez sity kohezji i twardos$¢ tabletek po sprasowaniu formy
amorficznej sg niezadowalajace. Obserwowano liniowa zalezno$¢ pomigdzy twardoscia
tabletek wykonanych przez sprasowanie $-CD, a zawarto$cia wody — wraz ze wzrostem
zawartosci wody z 2% do 16% twardos¢ wzrosta odpowiednio z 25 do 300 N [5].

Krystaliczne CD przecigtnie zawieraja okoto 12 - 16% wody. W wyniku suszenia
zawarto$¢ wody moze by¢ obnizona do 7%, jednak nie jest to forma stabilna, gdyz po
pewnym czasie CD adsorbuja wod¢ z otoczenia [5, 14]. Podatnos¢ na kompresje form
bezwodnych jest niewielka, poprawia si¢ wraz ze wzrostem wilgoci. Stopien uwodnienia
CD jest parametrem krytycznym dla tabletkowania, poniewaz woda w tym przypadku
dziata jak plastyfikator ulatwiajgc deformacje proszku (deformacja plastyczna).
Stwierdzono, ze 14% wody w pB-CD jest optymalne dla uzyskania dobrego
kompaktorowania. W trakcie wytwarzania tabletek nalezy wigc zwroci¢ szczeg6lng uwage
na mozliwo$¢ sorpcji badz desorpcji wody oraz na interakcje pomiedzy CD

a innymi substancjami pomocniczymi.
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Uzycie kompleksu inkluzyjnego leku z CD zmienia wlasciwos$ci masy tabletkowej i
uzyskanych tabletek. Mi¢dzy innymi wynika¢ to moze z faktu, ze kompleksy lek-CD
charakteryzuja si¢ znacznie nizsza zawarto$ciag wody (np. 7% dla kompleksow lek--CD)
niz krystaliczna CD [5]. Suihko i wsp. [57] wykazali, ze kompleks tolbutamidu z HP--
CD charakteryzuje si¢ duzo gorszg Scisliwoscig i stabsza zsypywalnoscig niz CD i
mieszanina fizyczna tolbutamidu z CD. W zaleznosci od uzytej formy substancji czynnej
(porowatos$¢, powierzchnia wilasciwa itp.) otrzymane tabletki odznaczaty si¢ réznymi
wlasciwo$ciami fizykochemicznymi.

Tasic i wsp. [58] badali wptyw B-CD (50%) na whasciwos$ci wigzace paracetamolu
podczas kompresji. Wykazali, ze mieszanina fizyczna CD z paracetamolem ulega
prasowaniu w taki sam sposob jak substancja czynna nieskompleksowana (mechanizm
fragmentacji), natomiast kompleks paracetamol-CD - zgodnie z mechanizmem

charakterystycznym dla CD (deformacja plastyczna).

1.3.2. Cyklodekstryny w preparatach do uzytku zewnetrznego

Podstawowym celem stosowania CD w preparatach do uzytku miejscowego jest
zwigkszanie rozpuszczalnosci (zwlaszcza w  kroplach do oczu), zwigkszanie
biodostepnosci, poprawa trwalo$ci oOraz zmniejszenie draznienia miejscowego [5, 9,
17, 31, 33].

Do chwili obecnej wprowadzono na rynek niewiele preparatoéw do stosowania
miejscowego zawierajacych CD jako substancj¢ pomocnicza, w tym tylko jedng mas¢

(tabela 3i 4).

Wplyw na trwalosé substancji czynnej

Lach i Chain [wg 5] juz w 1964 r. wykazali, ze zastosowanie kompleksu
benzokainy z -CD wplywa na spowolnienie hydrolizy estru w roztworze wodnym.

CD moga zwigkszac¢ lub zmniejszaé trwatos¢ substancji czynnych (w formie stalej
oraz w roztworach). W tabeli 7 przedstawiono przyktady wptywu CD i ich pochodnych na
trwalo$¢ substancji leczniczych w roztworach wodnych.

Poniewaz preparaty do stosowania miejscowego bardzo czgsto sg roztworami
wodnymi (krople do oczu, nosa, roztwory) lub zawieraja wode (hydrozele, kremy,
emulsje), dochodzi w nich do dysocjacji kompleksu i cze$¢ substancji aktywnej przebywa

poza wnetrzem CD, przez co nie jest chroniona. W zwigzku z tym gléwnym czynnikiem
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decydujacym o mozliwosci poprawy trwalosci substancji czynnej jest stala trwatoSci

kompleksu (K).

Tabela 7. Wplyw cyklodekstryn na rozklad substancji leczniczych w roztworach
wodnych [5, 59, 60]

Substancja Zwigkszenie | Obnizenie
trwalosci trwalosci
Amfoterycyna B v-CD
Indometacyna B-, y-, HP-pB-, a-CD
DM-B-CD
Metronidazol B-CD
Mitomycyna C v-, B-CD
Prostaglandyna E; HP-B-CD a-, B-CD
Witamina A (octan) DM-B-CD
Witamina D DM-B-CD
Nitrogliceryna pB-CD
Disoksaril DM-B-CD

Jednym z przyktadow zwickszania trwatosci w $rodowisku hydrofilowym (krople
do nosa) jest disoksaril (nowy zwigzek przeciwwirusowy). Roztwor wodny kompleksu
disoksarilu z DM-B-CD o pH 7,0 byl trwaly 15 dni (temp. 4°C), natomiast w tych
warunkach substancja aktywna nieskompleksowana catkowicie hydrolizowala w czasie
36 h [59].

Nadal prowadzone sa liczne prace doswiadczalne nad mozliwoscig zastosowania
CD miedzy innymi do stabilizacji peptyddéw, substancji lotnych, fotostabilizacji czy
ochrony leku przed metabolizmem tkankowym w miejscu podania.

W przypadku stabilizacji peptydow, inkluzji nie podlega cala czasteczka a jedynie
pewne jej fragmenty [11, 46]. W badaniach iv vitro wykazano, ze utworzenie kompleksu
czynnika wzrostu komorek naskorka (rhEGF) z HP-B-CD znacznie zwigksza jego trwato$¢
(temp. 4°C) wzgledem wolnego peptydu w podtozu hydrozelowym (poloksamer) [61].

Zastosowanie CD moze powodowac obnizenie lotnosci substancji [4, 6, 51].
Proniuk i wsp. [62] wykazali, ze zastosowanie HP-B-CD obniza lotno$¢ NN-dietylo-3-
metylobenzamidu. Jednoczesnie udowodnili, ze zwigkszenie trwato$ci moze zaleze¢ od
rodzaju uzytej CD. Na przyktad HP-B-CD istotnie zwigkszata trwatos¢, natomiast y-CD w
niewielkim stopniu (w obu przypadkach uzyskano kompleks inkluzyjny). Roéwniez w

przypadku kompleksu nitrogliceryny z p-CD dochodzi do poprawy trwatosci gtownie w
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wyniku obnizenia lotnosci [51]. Wplyw kompleksowania na wilasciwos$ci nitrogliceryny
opisano w rozdziale 2.4.

Poprawa trwato$ci moze dotyczy¢ takze zahamowania rozktadu enzymatycznego,
co moze przyczyni¢ si¢ do zwigkszenia biodostepnosci niektorych preparatow.
Przyktadowo, wykazano poprawe¢ zarowno trwatosci chemicznej, jak i obnizenie rozktadu
enzymatycznego gancyklowiru kompleksowanego z HP-B-CD w kroplach do oczu [63].
Rowniez kompleksowanie deksametazonu z B-CD i HP-B-CD chroni substancje czynna
przed metabolizmem przez enzymy w skorze. Po 2 h inkubacji w homogenizacie skory w
przypadku nieskompleksowanego deksametazonu degradacji uleglo 65% leku, a w
przypadku kompleksu jedynie 30% [64]. Jednak wyniki uzyskane dla skory nie maja
zapewne znaczenia praktycznego ze wzglgedu na brak przenikania czasteczek CD do tej
tkanki.

Mozliwa jest stabilizacja prostaglandyny E; w preparatach potstatych. Z udziatem
kompleksu PGE; z karboksymetyloetylo-B-CD otrzymano trwalg mas¢ na podtozu z
mieszaniny alkoholi tluszczowych i glikolu propylenowego, przeznaczong do leczenia
schorzen naczyn obwodowych [65]. Nalezy tutaj podkresli¢, iz bardzo duze znaczenie ma
rodzaj zastosowanej CD, gdyz, tak jak podano w tabeli 7, zastosowanie a-CD czy B-CD
powoduje przyspieszenie rozktadu PGE; w roztworze wodnym.

Istnieje kilka prac badawczych dotyczacych potencjalnej fotostabilizacji filtrow
stonecznych poprzez kompleksowanie [66 - 70]. Scalia i wsp. [66, 70] uzyskali nieznaczny
wzrost  fotostabilnosci w  wyniku  kompleksowania  trans-2-etyloheksylo-p-
metoksycynamonianu z B-CD oraz istotng poprawe trwatosci 4-metylobenzylidynianu
kamfory w kompleksie z RM-B-CD. Kompleksowanie kwasu sulfonowego
fenylobenzymidazolu z HP-B-CD prowadzi do znacznej poprawy trwatosci substancji W
kremie. Po 6 miesigcach przechowywania (temp. 25°C) pozostato odpowiednio 99% i 81%
dawki poczatkowej dla kompleksu oraz formy nieskompleksowanej. W przypadku
bezposredniego naswietlania kompleksu nie obserwowano rowniez tworzenia si¢ wolnych
rodnikow obecnych w formie nieskompleksowanej [67].

Lin i wsp. [71, 72] donosza o zwigkszonej fotostabilnosci kompleksu kwasu
retinoinowego oraz tretinoiny z HP-B-CD. Roéwniez Caddeo i wsp. [73] wykazali, ze
kompleksowanie tretinoiny (z B-CD) zwigksza jej trwatos¢. Natomiast Brisaert i wsp. [74]
oraz Froming i Szejtli [5] pisza 0 braku mozliwosci stabilizacji tretinoiny poprzez

kompleksowanie.
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W wyniku zwigkszenia trwatos$ci substancji leczniczej moze dojs¢ do poprawy
biodostepnosci leku. Zwickszona trwato$¢ w roztworze wodnym prostaglandyny E;
skompleksowanej z uzyciem HP-B-CD oraz dobra rozpuszczalno$¢ pozwolity na
otrzymanie zadowalajacej biodostepnosci hormonu po podaniu donosowym u szczurOw
[60].

Z uzyciem CD stabilizowano roztwory przesycone, co prowadzito do zwigkszenia
biodostepnosci. Dzigki uzyciu HP-B-CD udalo si¢ uzyskaé wzrost przenikania diklofenaku
sodu z roztworu przesyconego (w obecno$ci hypromelozy) [75].

Trwalosé kompleksow w preparatach

Stosowanie CD w preparatach dos¢ czgsto wigze si¢ z ryzykiem wystepowania
interakcji pomiedzy wnetrzem czasteczki CD a innymi sktadnikami. Zjawisko to moze
prowadzi¢ do wypierania z potaczenia kompleksowego substancji czynnej i przez to
wplywa na uwalnianie leku.

W roztworach wodnych stosowanie niskich stezen wspotrozpuszcezalnikow, takich
jak etanol czy glikol propylenowy, moze prowadzi¢ do wyparcia substancji czynnej
(testosteronu, ibuprofenu) z wnetrza CD [2, 16]. W przypadku kompleksu piroksykamu z
HP-B-CD obserwowano 28-krotny spadek statej stabilnosci kompleksu w obecnosci
glikolu propylenowego [76]. Huang i wsp. [66] opisali powstawanie polgczen
kompleksowych pomigdzy a-CD a polimerami: makrogolem i polikaprolaktonem.

Do jednej z czgséciej opisywanych niezgodnosci nalezy oddziatywanie CD ze
srodkami  konserwujacymi. Poza wyparciem substancji aktywnej z polaczenia
kompleksowego (skutkujagcym np. obnizeniem rozpuszczalnosci czy trwatosci) prowadzi
to rowniez do ostabienia skutecznosci przeciwdrobnoustrojowej. Przyktadowo, wykazano
istnienie interakcji pomigdzy HP-B-CD a chlorkiem benzalkoniowym, glukonianem
chlorheksydyny, chlorambutanolem czy parabenami (metylowy i propylowy). Wykazano
réwniez, ze $rodki konserwujace o charakterze lipofilowym silniej oddzialuja z CD
(parabeny) od srodkow rozpuszczalnych w wodzie (chlorek benzalkoniowy, glukonian
chlorheksydyny, bronopol). Z tego wzgledu w preparatach zawierajagcych CD zaleca si¢
stosowanie §rodkow konserwujacych rozpuszczalnych w wodzie, a ich stezenie powinno
by¢ nieco wigksze od standardowo uzywanego [31, 46, 78, 79]. Rowniez zwiazki
powierzchniowo czynne, takie jak laurylosiarczan sodu czy polisorbat 20, mogg wypierac¢
lek z kompleksu [80].
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W preparatach potstatych obserwowano interakcje pomig¢dzy sktadnikami podtoza a
kompleksem, ktore zalezaly od rodzaju uzytej CD. Przyktadowo HP-y-CD i y-CD
zastosowane w celu zapobiegania rekrystalizacji trudno rozpuszczalnego serykozydu
zwigkszaty trwalo$¢ substancji w emulsjach do stosowania zewngtrznego (preparaty byly
trwale przez 6 miesiecy w temp. 40°C). Natomiast B-CD w tym uktadzie nie zwigkszata
trwatosci, gdyz dochodzito do szybkiego wytrgcenia substancji czynnej, co autorzy
tlhumaczg dysocjacja kompleksu z powodu interakcji pomiedzy wnetrzem B-CD a

sktadnikami emulsji [81].

Wptyw cyklodekstryn na uwalnianie substancji czynnych z masci

Ze wzgledu na fakt, iz preparaty zawierajace kompleksy inkluzyjne z regutly
charakteryzujg si¢ roznym od preparatu odniesienia (forma nieskompleksowana) profilem
uwalniania, badanie szybkosci uwalniania dla tych form jest podstawowym, czg¢sto
wykonywanym testem.

CD moga powodowaé zaréwno wzrost, jak i spadek szybkosci uwalniania.
Przyklady substancji, dla ktéorych obserwowano zmiany w kinetyce uwalniania po
zastosowaniu kompleksowania przedstawiono w tabeli 8.

Kinetyka uwalniania lekow z komplekséw zawartych w preparatach potstatych
przede wszystkim zalezy od wilasciwosci fizykochemicznych podtoza 1 bedzie rozna w
zaleznosci od typu masci [82, 83]. Znaczenie ma rodzaj oraz stezenie uzytych CD, przy
czym zastosowanie nadmiaru CD prawie zawsze prowadzi do spowolnienia uwalniania
[84].

W przypadku zawiesin wodnych substancji czynnej (roztwdr nasycony) wzrost
stezenia CD prowadzi do wzrostu przenikania, natomiast w uktadach, w ktorych lek
wystepuje tylko w formie rozpuszczonej (roztwory nienasycone) wzrost stezenia CD
prowadzi do obnizenia dyfuz;ji [84].

Wzrost szybkos$ci uwalniania najczesciej zwigzany jest ze zwigkszeniem
rozpuszczalnosci substancji leczniczej w podtozu i z reguly dotyczy substancji trudno
rozpuszczalnych (lipofilowych) wprowadzanych do podtozy hydrofilowych. Zwigkszenie
rozpuszczalnosci moze by¢ zaré6wno wynikiem zastosowania kompleksu, jak 1

wprowadzenia dodatku CD do podtoza [5, 33].

-33-



— WSTEP -

Tabela 8. Przyktady substancji, dla ktorych wykazano zwigkszenie lub obnizenie

uwalniania w wyniku kompleksowania z CD

Zwi¢kszenie uwalniania

Nr Substancja Cyklodekstryna Preparat Zrédlo
1. | Diklofenak sodu B-CD, HP-B-CD Hydrozel (hypromeloza) [85]
2. | Sulfometizol
3. | Piroksykam B-CD, RM-B-CD Hydrozel (hypromeloza) [76]
4. | Hydrokortyzon B-CD, HP-B-CD Krem o/w [86]
5. | Kwas 4- B-CD, HP-B-CD, Mas¢ hydrofilowa [87]
bifenyloctowy DM-B-CD
6. | Minocyklina B-CD, a-CD Mas$¢ hydrofilowa [88, 89]
7. | Prednizolon B-CD, DM-B-CD Mas¢ hydrofilowa, mas¢ absorpcyjna, [90]
wazelina, hydrozel
8. | Kwas azeleinowy HP-B-CD Zawiesina wodna [91]
9. | Fenbufen B-CD, HP-B-CD, Emulsja w/o, wazelina, mas¢ [82]
PM-B-CD absorpcyjna,
makrogolowa (tylko HP-B-CD)
10. | Diklofenak sodu B-CD Hydrozel (metyloceluloza, [16]
11. | Piroksykam hypromeloza)
12. [ Naproksen B-CD, Hydrozel, krem, ma$é [92]
Zmniejszenie uwalniania
Nr Substancja Cyklodekstryna Preparat Zrédto
1. | Minocyklina DM-B-CD, y-CD, Mas¢ hydrofilowa [88, 89]
TM-B-CD
2. | Triamcinolon v-CD-NMA Hydrozel [93]
(akrylamidometyl)
3. | Estradiol M-B-CD, HP-B-CD | Hydrozel [94]
4. | Piroksykam B-CD Hydrozel [95]
5. | Klotrymazol B-CD Hydrozel [96]
6. | Prednizolon 3-CD, DM-B-CD Mas$¢ makrogolowa, masé¢ [90]
absorpcyjna (70% glikolu
propylenowego)
7. | Nikotyna B-CD TTS [97]
8. | Flurbiprofen B-CD Hydrozel (metyloceluloza, [16]
hypromeloza)
9. | Pilokarpina B-CD Insert oczny z metylocelulozy [16]
10 | Kamfora HP-B-CD, HP-y-CD | Roztwor [9]
11. [ Hydrokortyzon HP-B-CD Roztwor [98]
12. [ Oksybenzon HP-B-CD Roztwor [99]
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W badaniach wykazano wzrost szybko$ci uwalniania dla lekow z grupy NLPZ
(piroksykam, diklofenak sodu), kortykosteroidow (betametazon, prednizolon, dipropionian
beklometazonu), czy substancji stosowanych w terapii tradziku (kwas azeleinowy)
(tabela 8). W przypadku piroksykamu zastosowanie kompleksu inkluzyjnego z CD
prowadzito do wzrostu uwalniania z 10% po 60 h do 100% po 10 min [76].

Bardzo duze znaczenie dla uwalniania ma rodzaj uzytego podtoza. Hydrofilowe CD
beda zwickszaly uwalnianie lipofilowych substancji z hydrofilowych podlozy
zawierajacych wode. W przypadku kortykosteroidéw szybko§¢ uwalniania wzrastala z
preparatow zawierajacych wode, natomiast preparaty zawierajace alkohole tluszczowe,
glikol propylenowy czy makrogol charakteryzowaty si¢ spowolnionym uwalnianiem [83].

Na ryc. 3 przedstawiono wyznaczone przez Uekame i wsp. [83] profile uwalniania

z kompleksow inkluzyjnych prednizolonu z $-CD i DM-B-CD.

Krem + GP Krem Wazelina biala
150 f 150 '(
& 100 F- 100 E
en
=
= 0 50 =21 O;fpﬂoﬂ(
L A
( 1 4 0 1 4 0 1 4
Hydrozel PEG Alk. thuszczowe +GP
—_ 400 ¢+ 20 b= 200
g
L2
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3. 200 - 10 F 100
OOQ-O‘QO— I
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Ryc. 3. Wplyw sktadu preparatow potstatych oraz zastosowanej formy substancji leczniczej

na profil uwalniania prednizolonu (GP — glikol propylenowy):

o — prednizolon, o — kompleks prednizolonu z 3-CD, m — kompleks prednizolonu

z dimetylo-5-CD
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Najwigcej prednizolonu uwolnito si¢ z hydrozelu - prawie 4-krotnie wigcej niz
z kremu (40% wody). Dodatek glikolu propylenowego (GP) nie mial wptywu na szybko$¢
uwalniania z kremu. Zastosowanie obu typéw CD zwigkszato uwalnianie substancji
czynnej z preparatow zawierajacych wodg (hydrozel, krem), przy czym wzrost uwalniania
byt znaczaco wyzszy w przypadku pochodnej metylowej B-CD. Uzyskano odpowiednio
4- i 10-krotnie wicksze uwalnianie prednizolonu po zastosowaniu kompleksu z B-CD oraz
DM-B-CD, zaréwno w hydrozelu jak i kremie. Natomiast w przypadku preparatow
bezwodnych: masci makrogolowej (PEG) oraz masci skladajacej si¢ z alkoholi
thuszczowych 1 glikolu propylenowego, ilos¢ uwolnionej substancji czynnej z kompleksu
byta znacznie mniejsza niz obserwowana dla wolnego prednizolonu.

Odwrotng zalezno$¢ pomigdzy udziatem wody w podlozu a uwalnianiem
wyznaczono dla fenbufenu (lek przeciwzapalny). W tym przypadku uwalnianie zachodzito
szybciej z podlozy bezwodnych. Sposrdd badanych prob najwieksze uwalnianie uzyskano
z kompleksu fenbufenu z HP-B-CD inkorporowanego do masci makrogolowej — byto ono
20-krotnie wigksze od uzyskanego dla substancji nieskompleksowanej. Natomiast
zastosowanie -CD i PM-B-CD nie mialo wplywu na kinetyke uwalniania substancji
czynnej z tego podtoza [82].

Na przyktadzie diklofenaku sodu w kompleksie z HP-B-CD lub B-CD wykazano, ze
uwalnianie leku moze zaleze¢ od stezenia polimeru w matrycy hydrozelowej oraz
stechiometrii  kompleksu. W zelach zawierajacych 1% hypromelozy uwalnianie
diklofenaku sodu z komplekséw z HP-B-CD bylo szybsze od uzyskanego dla
nieskompleksowanej substancji, niezaleznie od stechiometrii kompleksowania (lek:CD
2:1; 1:1; 1:3). Natomiast z zelu zawierajacego 2% polimeru tylko kompleks o stechiometrii
2:1 uwalnial lek z wigksza szybkoscia, podczas gdy uwalnianie z kompleksow o
stechiometrii 1:3 i 1:1 bylo spowolnione. Autorzy zakladaja, ze w przypadku niskich
stezen CD dochodzi do zmniejszenia oddziatywan lek — polimer w zwiazku, z czym
dyfuzja zachodzi szybciej, natomiast przy nadmiarze CD w podtozu dochodzi do
utrudnienia dyfuzji poprzez dodatkowe oddziatywanie leku z pierscieniami CD [85].

Spadek szybkosci uwalniania najczesSciej zwigzany jest ze zmniejszeniem
rozpuszczalnosci substancji czynnej, w przypadku zastosowania CD bedzie miatl miejsce
dla kompleksoéw o niskiej rozpuszczalnosci (izoterma rozpuszczalnosci typu B) [16]. Na
uwalnianie ma rowniez wplyw stala trwatosci kompleksu. Uwaza si¢, ze uwalnianie moze

by¢ spowolnione przy wartosciach >10000 mol/lIt. Zastosowanie nad™iaru CD w

-36 -



— WSTEP -

preparacie najczes$ciej prowadzi do zmniejszenia uwalniania, Poprzez zmniejszenie
aktywnos$ci termodynamicznej substancji czynnej w podtozu [76, 85]. Duze znaczenie ma
takze rodzaj podtoza. Przede wszystkim zastosowanie podlozy bezwodnych lipofilowych
moze powodowaé obnizenie uwalniania, gdyz brak jest srodowiska do dysocjacji
kompleksu [83].

Wplyw cyklodekstryn na przenikanie substancji czynnych przez skore

Najwicksze nadzieje wigzano z mozliwoscia uzycia CD, jako uniwersalnych
promotoré6w wchtaniania [9, 100]. Uwaza si¢, ze niektore CD moga oddziatywaé
bezposrednio z barierami biologicznymi, jednak zdania, co do sity oddziatywania i
rzeczywistego wptywu na promocj¢ wchianiania sg podzielone [5, 8, 9, 33, 101, 102].

Mechanizm dzialania CD jako promotorow wchlaniania najprawdopodobniej
polega na czasowym zaburzaniu struktury warstw lipidowych w barierach organizmu, w
tym rowniez W obszarach mi¢dzykomorkowych lipidow warstwy rogowej naskorka. CD
tworza kompleksy inkluzyjne z substancjami wchodzacymi w sktad bton komoérkowych
lub naskorka, takimi jak: fosfolipidy (zwtaszcza fosfatydylocholina i sfingomielina),
lecytyna, cholesterol czy polipeptydy, jednakze w warunkach standardowej aplikacji
oddziatywania te beda ostabiane przez interakcje leku i sktadnikow podtoza z wnetrzem
CD [9, 35, 98, 100].

CD nie przenikaja do skory przez barierg stratum corneum [9]. Udowodniono, ze
jedynie metylowe pochodne CD sa w stanie w niewielkim stopniu oddziatywaé z
cholesterolem i triglicerydami na powierzchni warstwy rogowej skory, jednak badania z
uzyciem DSC i spektrofotometrii w podczerwieni wykazaty brak zmian w strukturze
warstwy rogowej [9]. Wykazano, ze RM-B-CD dopiero w stezeniu 10% (roztwor wodny)
w istotny sposob ekstrahuje cholesterol z izolowanego naskorka (nawet 5-krotnie obnizaja
stezenie), nie wplywa jednak na zawarto§¢ ceramidow i wolnych kwasow tluszczowych
[35].

Za gtowne przyczyny wzrostu biodostepnosci w wyniku kompleksowania uwaza
si¢ obecnie zwiekszong dostepno$¢ leku na powierzchni bariery biologicznej oraz
zwiekszong rozpuszczalno$¢ substancji czynnej w podlozu [84, 103]. Loftsson i Masson
[33] podaja, ze CD moga zwigksza¢ dostgpnos$é lekow jedynie w przypadku obecnosci

wody w preparacie. Stwierdzono rowniez, ze tylko, jesli lek posiada wilasciwosci
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fizykochemiczne pozwalajace na absorpcje do tkanki, bedzie dochodzi¢ do zwigkszonego

wchlaniania substancji czynnej z formy kompleksu [15].

W tabeli 9 przedstawiono przyktady lekow, dla ktéorych wykazano zmiany w

przenikaniu przez skorg in vitro w obecnosci CD.

Tabela 9. Przyktady substancji, dla ktorych wykazano wphyw CD na wchianianie

do skory lub przenikanie przez nig

. Formulacja , %
Substancja cD Podloze Skéra Efekt Zrodlo
Serikozyd v-CD emulsja o/w $wini 2,6 x wicksze przenikanie [79]
HP-B-CD (5%) zawiesina ludzka 6 x wigksze przenikanie
Celekoksib . 104
DM-B-CD (5%) rozZtwor (okluzja) 7 x wigksze przenikanie [104]
15 x wigksze przenikanie;
HP-B-CD (10%) ; o
Ibuprofen roZtwor befnvs;l;)zs)}llch 3 x wigksza absorpcja [105]
HP-B-CD (20%) br:clk Wplywu na
przenikanie i absorpcja
Ketoprofen HP-B-CD Z":va:e:'g a szczura 3 x wigksze przenikanie [106]
Hydrokortyzon M-B-CD zawiesina befn“j::;c}l wzrost przenikania [107]
B-CD zel - .
Hydrokortyzon HP-B-CD Krem o/w ludzka 2 X mniejsza absorpcja [101]
Butylmetoksy- (etz:r?glt'wolikol 3,5 x mniejsza absorpcja
di Y Y SBE- B-CD -9 . ludzka do epidermy, w s.c. brak [108]
ibenzoylmetan propylenowy: romic
woda)
Pribedil RM--CD roztwor | PeEVIosyeh | enie przenikania | [35]
SZCZUrow
HP-B-CD ; 3 x wigk ikani
Deksametazon B (gg;dﬁéeé) befr\:vlé)zsych X W%Q sze przen? an?e [64]
B-CD 0 yszy 2 x wigksze przenikanie
HP-B-CD (10%) o 3,8 x wigksze przenikanie
Bupranolol zawiesina szczura ) . [109]
PM-B-CD (10%) 4,6 x wicksze przenikanie
Oksybenzon HP-B-CD zawiesina befn“;lg’zsg"h 35 x wieksze przenikanie | [110]
e . (1 1,5 x mniejsza absorpcja
Lewotyroksyna DM-B-CD roztwor krélika (nicistotne statystycznie) [111]
HP-B-CD (2,2%) 1,4 x wigksze przenikanie
Kapsaicyna HP-B-CD (15%) roztwor szczura 11,4 x mniejsze [112]
przenikanie
) HP-B-CD (20%) 1,6 x wicksze przenikanie
Metopimazyna roztwor $wini [113]
PM-B-CD (20%) 4 x wigksze przenikanie

S.C. —warstwa rogowa
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Gdy dochodzi do wzrostu rozpuszczalno$ci substancji czynnej w wyniku
kompleksowania, wzrasta najczesciej rowniez przenikanie. Zalezno$¢ takg uzyskano na
przyktad dla serikozydu z B-CD i y-CD, hydrokortyzonu z M-B-CD, ketoprofenu
z HP-B-CD oraz celekoksibu z M-B-CD i HP-B-CD.

Podejmowano proby zastosowania CD jako promotorow sorpcji umozliwiajgcych
podanic przezskorne leku w celu wywolania dziatania ogdlnego [103, 109, 114].
Utworzenie komplekséw bupranololu z HP-B-CD i PM-B-CD powoduje zarowno wzrost
rozpuszczalnosci leku, jak 1 zwigkszenie przenikania in vitro. Przenikanie bupranololu byto
odpowiednio 4- i 5-krotnie wigksze dla komplekséw z HP-B-CD i PM-B-CD niz dla
zawiesiny substancji czynnej [109].

Jedynie w przypadku PM-B-CD, skoéra wstepnie traktowana ta pochodng
(10% m/obj.) wykazywala prawie 2-krotnie wigksza przepuszczalnos¢ dla bupranololu.
Metylowa pochodna dziata jak klasyczny promotor wchtaniania, zwigksza przenikanie
leku w wyniku zaburzenia bariery skornej (jednakze réznica miedzy CD byta niewielka)
[109]. Rowniez przenikanie metopimazyny (leku przeciwwymiotnego) jest wigksze, gdy
lek wystepuje w postaci kompleksu inkluzyjnego z PM-B-CD. Zwigkszenie przenikania
przez skore $winska nie pozwolito jednak na uzyskanie st¢zenia terapeutycznego,
umozliwiajgcego osiggnigcie dziatania przeciwwymiotnego [103].

Czasem, pomimo znacznego zwickszenia rozpuszczalnosci substancji czynnej w
wyniku kompleksowania, moze dojs¢ do obnizenia jej przenikania do skory. Wykorzystuje
si¢ ten efekt w celu obnizania wchlaniania substancji o dzialaniu miejscowym
charakteryzujacych si¢ potencjalnym dziataniem toksycznym np. filtrow stonecznych,
srodkow konserwujacych, sktadnikow perfum [9, 33].

Przykladem jest zastosowanie kompleksu inkluzyjnego lewosimendanu z
HP-B-CD. Uzyskano 16-krotny spadek szybkosci przenikania substancji czynnej przez
naskorek ludzki ex vivo w poroéwnaniu do roztworu wodnego (pH 5), przy czym
rozpuszczalno$¢ formy skompleksowanej byta ponad 80 razy wicksza [114]. Wykazano
zmniejszone przenikanie przez skore myszy ex vivo parabenu metylu kompleksowanego
HP-B-CD oraz parabenu propylu w kompleksie z f-CD i DM-B-CD [9].

Jednym z nowszych pomystow na zastosowanie w podlozu masciowym
kompleksow lek-CD jest celowane podawanie lekéw do mieszkow wlosowych. Na
przyktadzie kompleksu inkluzyjnego kurkuminy z HP-y-CD wykazano, ze mozliwe jest

przenikanie czgsteczek komplekséw do podstawy wtosa [115].
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2. NITROGLICERYNA

2.1. Ogolna charakterystyka

Nitrogliceryna (NTG) (tabela 10) to ester kwasu azotowego i glicerolu. Jest to

substancja nietrwata chemicznie (pkt. 2.2.).

Tabela 10. Wiasciwosci fizykochemiczne nitrogliceryny [116 - 119]

O~ O
?. ‘Q\I.rrr
oﬁN:o ©
1. Wzér strukturalny
?
oo
2. Nazwa chemiczna triazotan glicerolu,
triazotan 1,2,3-propanotriolu (IUPAC)
3. Wzér sumaryczny C3HsN50g
4. Masa czasteczkowa 227,09 g/mol

lotna, oleista ciecz;

wystepuje w dwoch formach krystalicznych:

>- Posta¢ labilnej (temp. topn. + 2,8°C)

stabilnej (temp. topn. + 13,2°C)
6. Temperatura topnienia +13,2°C
7. Temperatura wrzenia 145°C (gwattowny rozktad)

woda —1: 800, etanol-1:4
8. Rozpuszczalnosé stabo rozpuszczalna w glicerolu,
miesza sie z acetonem, chloroformem, eterem

9. logP 1,6 [wg 116]; 2,0 [wg 119]
10. Status substancja farmakopealna: Ph. Eur., B.P., USP, FP

wybuchowa, silnie toksyczna, grozna dla §rodowiska

11. Bezpieczenstwo % T@ jgi
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NTG to bezbarwna badz blado zotta, lotna, oleista ciecz charakteryzujaca si¢
stodkawym, piekacym smakiem. Jest substancjag wybuchowg i eksploduje pod wplywem
gwaltownego ogrzewania badz wytrzasania.

NTG jest gtownie stosowana w leczeniu choroby niedokrwiennej serca, zwlaszcza w
napadach dtawicy piersiowej w celu przerwania bolu wiencowego. NTG to donor tlenku
azotu (NO), gtowne jej dziatanie polega na rozszerzaniu naczyn krwionosnych tetniczych
oraz bardzo silnym naczyn zylnych obwodowych. NO aktywuje cyklaz¢ guanylowa, przez
co wplywa na stezenie jonow Ca?* i rozkurcz migéni gtadkich [120, 121]. Ze wzgledu na
zdolnos¢ relaksacji migs$ni gtadkich, w tym wewnetrznego zwieracza odbytu, NTG ostatnio
stosowana jest rowniez miejscowo w leczeniu przewlektej szczeliny odbytu [122 - 125].

NTG jest dobrze absorbowana przez btong S$luzowag jamy ustnej i przewodu
pokarmowego oraz przez skore. Niezaleznie od drogi podania, biodostepnos¢ NTG jest
mniejsza niz 100% [121, 126]. Iga i Ogawa [119] wykazali, ze biodostepnos¢ NTG po
podaniu doustnych u pséw wynosi tylko okoto 2%. NTG po podaniu doustnym ulega silnej
biotransformacji, jest raptownie i prawie catkowicie metabolizowana w watrobie (efekt
pierwszego przejscia), natomiast podana dozylnie ulega rozktadowi enzymatycznemu
(czerwone krwinki) i hydrolizie (surowica). W wyniku biotransformacji NTG powstaje
tlenek azotu oraz dwunitraty, ktore w wyniku dalszej hydrolizy metabolizowane sa do
nieaktywnych mononitratow [121, 122, 127].

Okres pottrwania po podaniu dozylnym wynosi od 2 do 5 min, a po podaniu
podjezykowym okoto 5 min. Czas dzialania NTG w zaleznosci od drogi podania
przedstawiono w tabeli 11 [122, 123]. Okoto 20% dawki podanej podjezykowo wydala si¢ z

moczem w czasie 24 h, gtownie w postaci mononitratow [120].

Tabela 11. Czas dziatania NTG [122, 123]

Droga podania Poczatek dzialania Czas dzialania
wlew dozylny 1 -2 min (natychmiast) 3—-5min
tabletki podjezykowe po 1 -3 min 30 - 60 min
masé w ciagu 30 min 4-8h
TTS w ciagu 30 min 8-24h

Z powodu silnej biotransformacj w watrobie, stezenie NTG wykrywane we krwi sg
na poziomie ng/ml. W zalezno$ci od drogi podania wykrywano wyzsze st¢zenia po podaniu

podjezykowym lub przez skore niz doustnym.
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Po podaniu podjezykowym tabletki zawierajacej 0,3 mg NTG juz po 3 min we krwi
oznaczano 1,4 ng/ml substancji czynnej, natomiast podanie doustne 6,5 mg badz aplikacja
na skore 16 mg (w masci lipofilowej) dawata odpowiednio stezenia rzedu 0,2 i 0,3 ng/ml w

czasie 20 i 60 min po podaniu [120].

2.2. Trwalos¢ NTG i sposoby stabilizacji

NTG jest nietrwata chemicznie. Ulega hydrolizie oraz rozktadowi termicznemu.
Dochodzi do adsorpcji i absorpcji NTG do opakowan z tworzyw sztucznych oraz gumy
[116, 123, 127 - 130]. Straty w zawartosci NTG w preparatach leczniczych sg przede
wszystkim powodowane jej lotnoscia oraz interakcja z materiatem opakowania [116, 127,
131].

BP zaleca przechowywaé stezone roztwory NTG w pojemnikach zamknietych, bez
dostepu swiatta w temp. od 8 do 15°C. Przechowywanie czystej substancji jest zabronione
ze wzgledu na wilasciwosci wybuchowe, natomiast rozcienczone formy stale mozna
przechowywaé w zamknigtych opakowaniach w temperaturze nieprzekraczajacej 25°C.
NTG jest substancjg lotna, preznos¢ par w temp. 20°C wynosi 0,00026 mm [127].

Rozktad termiczny rozpoczyna si¢ juz w temp. 50-60°C. W temp. 135°C powstaja
z6tte pary azotu, substancja wybucha przy 218°C z wydzieleniem obojetnych gazow (pary
wodnej, dwutlenku wegla, tlenu i azotu). NTG jest trwata w roztworach o lekko kwasnym
odczynie (pH 3 - 6) oraz wzglednie trwata w roztworach obojetnych, natomiast ulega
szybkiemu rozktadowi w obecnosci silnych alkaliow. W wyniku hydrolizy alkalicznej
powstaja poczatkowo ketony 1 jony azotanowe, a nastgpnie dikarbonylowe 1
trikarbonylowe produkty rozktadu oraz glicerol. Hydroliza w $rodowisku kwasnym
przebiega wolniej, prowadzac do powstania 1,3- oraz 1,2-diazotanu glicerylu (1:2) [116].

NTG podlega w znacznym stopniu adsorpcji oraz absorpcji do opakowan wykonanych
z tworzyw sztucznych, takich jak chlorek poliwinylu, propionian celulozy, polistyren oraz
polietylen. Adsorbuje rowniez do zamknig¢, z ktorymi nie ma bezposrednio kontaktu,
zwlaszcza do gumowych zatyczek w fiolkach iniekcyjnych. Nie absorbuje natomiast lub
absorbuje w niewielkim stopniu do pojemnikow ze szkta oraz tub wykonanych z polietylenu
o wysokiej gestosci (HDPE) [123, 127, 131]. Nie obserwowano réwniez adsorpcji NTG do
filtrow nylonowych. Wiele danych dotyczacych oddziatywania NTG z opakowaniami

odnosi si¢ do roztworow lub koncentratoéw do podania pozajelitowego [127, 128-130].
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W latach 60-tych i 70-tych XX w. prowadzono liczne badania nad stabilizacjag NTG
w tabletkach i roztworach [132-140]. W ich wyniku firma Park-Davis wprowadzita na
rynek amerykanski pierwsze tabletki z NTG okreslone mianem stabilizowanych (wczesne
lata 70-te). Byly to tabletki formowane przez wylewanie (molded) zawierajace dodatek
niskoczgsteczkowego makrogolu. W tym czasie firma Eli Lilly, w oparciu o badania Pikala
i Le, zastosowata w celu poprawy trwatosci NTG powidon, natomiast dwa lata pozniej
firma Warner Chilcott (USA) jako pierwsza wprowadzila tabletkowanie bezposrednie
uzywajac do stabilizacji celuloze mikrokrystaliczng i powidon [132]. Dostgpne na rynku
europejskim (w tym w Polsce) tabletki NTG do tej pory sa wykonywane w ten sposob, a
ich sktfad nie ulegt zmianie.

Obecnie, ze wzgledu na swoje wlasciwosci, NTG wystepuje tylko w formie
rozcienczonej o zalecanym stgzeniu nieprzekraczajagcym 10%. W produktach leczniczych
do rozcienczania uzywa si¢ nastgpujacych substancji obojetnych: laktozy, glukozy,
mannitolu, sorbitolu, makrogolu oraz substancji o wtasciwosciach obnizajacych lotnosc,
takich jak: glikol propylenowy, glikol tetrametylenowy, powidon, poloksamer, acetylowane
monoglicerydy, celuloz¢ mikrokrystaliczng. Jednakze niektore z tych substancji (np. etanol,
makrogole) w duzych st¢zeniach moga przyspiesza¢ rozktad NTG. Alternatywng metoda
poprawy trwato$ci jest tworzenie komplekséw inkluzyjnych NTG z B-CD (NTG-CD) [5,
116, 117, 127, 131, 141].

2.3. Charakterystyka kompleksu inkluzyjnego NTG-CD

Kompleks inkluzyjny NTG z $-CD zostat otrzymany przez japonskich naukowcow:
Akito, Nakajima i Horioka i opatentowany w 1975 r. przez firmy Tein Limited (Osaka)
oraz Nippon Kayaku Kabushiki Kaisha (Tokio) [51]. Opatentowano kompleks, metode
jego otrzymywania oraz zastosowanie skompleksowanej formy NTG do otrzymywania
statych doustnych postaci leku (granulat, tabletka) charakteryzujacych si¢ zwiekszong
trwato$cig substancji czynne;j.

Akito i wsp. [51] zastosowali metode¢ tworzenia komplekséw w roztworze
wodnym. W temp. 50 - 80°C do roztworu CD (5 — 14%), wprowadzano, w trakcie
mieszania, substancj¢ leczniczg (NTG lub NTG w roztworze etanolowym lub acetonie), a
nastepnie w wyniku chlodzenia dochodzilo do wytracenia utworzonych kompleksow.

Uzyskano w kompleksie zawartos¢ NTG w zakresie od 8 do 15%. Na podstawie badan
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rentgenokrystalograficznych i réznicowej analizy termicznej wykazano, ze NTG w
otrzymanej substancji wystepuje w formie kompleksu inkluzyjnego NTG-CD.

Zwigkszona trwatos¢ NTG w postaci kompleksu wzglgdem formy rozcierki z
laktoza, jest wynikiem przede wszystkim obnizenia lotnosci substancji aktywnej. Tabletki
sporzadzane metodg bezposredniego tabletkowania charakteryzowaty si¢ lepsza trwatoscia
NTG w formie kompleksu niz w rozcierce z celulozg mikrokrystaliczng. Wykazano
réwniez w przypadku kompleksu (dla 4 probantow) nieznacznie wigksza skutecznos¢ w
obnizaniu t¢tniczego ci$nienia krwi 1 zwigkszaniu szybkos$ci pracy serca [51].

Tomono i wsp. [142], poza zastosowaniem kompleksow z CD, podjeli roéwniez
probe stabilizacji NTG rozpuszczalnymi w wodzie polimerami: kopolimerem
epichlorohydryny z B-CD (CDPS) i pullulanem (polimer a-1,6 glukanu). W przypadku
zastosowania kompleksu NTG z CDPS obserwowano znaczne obnizenie lotnosci NTG,
jednak w temp. 40°C kompleks inkluzyjny NTG-CD byt bardziej trwaty. Pullulan nie
wplywal w sposob istotny na obnizenie lotnosci NTG.

Kompleks inkluzyjny pomigdzy NTG i B-CD, zostat rowniez otrzymany i opisany
w 1979 r. przez Wegrow: Stadle-Szoke i1 Szejtliego [143] oraz w 1981 r. przez
Japoniczykow: Yamaoka 1 wsp. [144]. Na ryc. 4 przedstawiono widmo
rentgenokrystalograficzne i termogram DSC komplesu NTG-CD.

Wykazano, ze zastosowanie kompleksowania obniza lotno§¢ NTG réwniez w
przypadku prob przechowywanych w krotkim czasie (4 dni) w podwyzszonej temperaturze
(w zakresie od 50 do 80°C) (ryc. 5). Ubytek NTG niestabilizowanej z roztartych tabletek
po 1 dniu (temp. 50°C) wynosit 100%, w przypadku kompleksu pozostato jeszcze 60%
substancji czynnej. W roztworze alkalicznym (0,02 mol/l NaOH) NTG w postaci

skompleksowanej hydrolizuje jednak szybciej.
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J UL NTG/B-CD
| ERotar e
5 __ p-CD
a)
z NTG/B-CD
2 B —_—
- . : —~B-CD
b)

Temperatura

Ryc. 4. Widmo rentgenokrystalograficzne (a) oraz termogram DSC (b) 5-CD i kompleksu

inkluzyjnego NTG-4-CD [144].
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Ryc. 5. Wplyw temperatury (@) i hydrolizy alkalicznej (0,02 mol/l NaOH, temp. 47°C)

(b) na trwatos¢ NTG w obecnosci CD [144].
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Na ryc. 6 przedstawiono przebieg izoterm rozpuszczalnosci substancji leczniczych
w zalezno$ci od stezenia CD. Stwierdzono do$wiadczalnie, ze w $rodowisku wodnym
wraz ze wzrostem stezenia CD zwigksza si¢ rozpuszczalno$é substancji leczniczej
(izoterma typu A), lecz takze moze doj$¢ do zmniejszenia rozpuszczalnosci przy wzroscie
stezenia CD powyzej pewnej wartosci (izoterma typu Bs). Ponadto pewne substancje moga
nie wykazywaé wzrostu rozpuszczalnosci w obecnosci CD, a przy duzym nadmiarze CD
moze dojs¢ do catkowitego wytracenia si¢ substancji leczniczej z roztworu (izoterma typu
B)).

Tomono i wsp. [142] wyznaczyli dla NTG izotermy rozpuszczalnosci typu Bs.
(ryc. 6). Stezenie rozpuszczonej NTG nieznacznie wzrasta (z 4,2 do 5,6 x 10°mol/l) przy
stezeniu CD wynoszacym okoto 10 mol/l, natomiast wzrost stezenia CD powyzej 7 x 107
mol/l powoduje spadek rozpuszczalnosci NTG. Kompleks inkluzyjny NTG-CD

charakteryzuje si¢ wigc ograniczong rozpuszczalnoscig, zalezng od stg¢zenia CD.

S, A
A
A,
Rozpuszczona
substancja czynna 1
A B8
S, Bs
] S
0
——
Stezenie CD
Typy izoterm rozpuszczalnosci

Ryc. 6. Wplyw cyklodekstryn na rozpuszczalnosé substancji [wg 5]

S — rozpuszczalno$¢ substancji czynnej bez CD
S¢— limit rozpuszczalnosci dla stabo rozpuszczalnego kompleksu
St — stgzenie rozpuszczonej substancji czynne;j.

2.4. Zastosowanie NTG

NTG w zaleznosci od potrzeb klinicznych jest podawana droga podjezykowa
(tabletki, aerozole), podpoliczkowa (tabletki, kapsutki migkkie), doustng (tabletki i

kapsutki o przedtuzonym dzialaniu), przezskérng (masci 1 transdermalne systemy
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terapeutyczne) lub dozylng (wstrzykniecia, wlewy) [119, 122, 123, 146]. Preparaty o
przedluzonym dziataniu (tabletki, plastry transdermalne) stosuje si¢ prewencyjnie w

zapobieganiu napadom dtawicy piersiowe;.

2.4.1. Preparaty do stosowania miejscowego

Pierwsze produkty do stosowania miejscowego zawierajace NTG wprowadzono na
rynek w latach 50-tych XX w. Byly to masci, w ktérych NTG wystepowata w postaci
rozcierki z laktozag w podiozu ztozonym z lanoliny i wazeliny (1% Neo-Doner w
Niemczech i 2% Nitrol oraz Nitro-Bid w USA). Stwierdzono, ze trzykrotna aplikacja
masci zawierajacej 2% NTG (Nitrol) na powierzchnie 50 cm? skory dostarcza 36 mg
substancji czynnej w ciggu doby. Preparaty te byly przeznaczone do przezskérnego
podawania NTG w terapii dusznicy bolesnej. W chwili obecnej w tym celu stosuje si¢
systemy transdermalne (po raz pierwszy wprowadzone w 1980 r.) [126].

Poza glownym zastosowaniem w dusznicy bolesnej, NTG jest obecnie uzywana w
terapii przewleklej szczeliny odbytu (sfinkterotomia chemiczna) - w formie 0,2% masci do
stosowania miejscowego (0,2%). W latach 1992- 1993 Rattan i Chakder oraz O’Kelly i
wsp. [146] stwierdzili w badaniach in vitro, ze NO jest neuroprzekaznikiem powodujacym
rozkurcz wewnetrznego zwieracza odbytu. Wykazano, ze donory tlenku azotu, powodujac
rozkurcz wewngtrznego zwieracza obnizajg ciSnienie spoczynkowe w kanale odbytu i
eliminujg glowng przyczyne choroby [6].

W latach 1995 - 2001 prowadzono intensywne badania nad skutecznoscig kliniczng
masci zawierajacej NTG w sfinkterotomii chemicznej (tabela 12). W badaniach
klinicznych wykazano dobra skutecznos¢ terapeutyczng 0,2% masci z NTG (od 30 do
86%) podawanej przez okres od 6 do 8 tygodni [1, 6]. Mas¢ powinna by¢ aplikowana
2 -3 razy dziennie w ilosci 300 - 500 mg, co odpowiada 0,7 - 1,0 mg substancji czynnej
[146, 125].

Obecnie uwaza si¢, ze zarowno podawanie miejscowe 0,2% masci z NTG jak i
innych preparatow uzywanych w sfinkterotomii chemicznej (iniekcje toksyny botulinowej,
aplikacja 2% mas¢ z chlorowodorkiem dilitiazemu) powinny stanowi¢ terapie¢ pierwszego
rzutu w leczeniu przewleklej szczeliny odbytu, przed zastosowaniem leczenia
chirurgicznego [123, 146, 147, 148]. Jednakze niektorzy badacze wskazujg na
niewystarczajaca skuteczno$¢ terapii NTG. Z powodu nawrotdéw choroby zalecaja
stosowanie donoréw tlenku azotu jedynie w celu zwalczania objawow, w tym znoszenia

bolu (wskazania terapeutyczne zawarte w ulotce preparatu Rectogesic® 0,4%).
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Tabela 12. Zestawienie danych literaturowych dotyczgcych skutecznosci farmakoterapii szczeliny

odbytu przy zastosowaniu NTG

ol R R oo ol ey P
glowy [%] [%]
1. | Gorfine 1995 [wg 146] 0,5 15 - - 35 80
2. | Lund 1996 [150] 0,2 21 2X od4do6 19 86
3. | Watson 1996 [151] 0,2-08| 13 2X 6 - 66
4. | Bacher 1997 [152] 0,2 20 3x 4 20 63
5. | Lund 1997 [153] 0,2 38 2X 8 58 68
6. | Carapeti 1999 [154] 0,2 23 3x 8 72 65
0,6 70
7. | Brisinda 1999 [155] 0,2 25 2 X 6 20 60
8. | Kennedy 1999 [156] 0,2 43 - 4 29 46
0,2 17 kontynuacja - 59
9. | Hyman 1999 [wg 146] 0,3 17 3X 8 75 41
10. | Zuberi 2000 [wg 146] 0,2 18 72 67
11. | Altomare 2000 [157] 0,2 59 2X do4 34 49
12. | Palazzo 2000 [wg 146] 0,5 45 - - 84 73
13. | Hasegawa 2000 [wg 146] 0,2 40 - - 61 33
14. | Richard 2000 [wg 146] 0,25 44 - - 84 30
15. | Skinner 2001 [158] 0,2 13 4 x 4 > 53
16. | Pitt 2001 [159] 0,2 64 2x | od4do12 64 41
17. | Evans 2001 [145] 60 n.b. 60
18. | Kocher 2002 [160] 0,2 29 2X od6do8 59 86
19. | Bielecki 2002 [161] 0,5 22 2X 8 33 85

n - ilo§¢ badanych os6b

¢ [%0] - stezenie NTG w podawanym preparacie

ilo§¢ dawek - czestotliwos¢ podania w czasie 24 h

czas terapii - czas podawania preparatu w tygodniach

odsetek wyleczonych - bezposrednio po zakonczeniu terapii

NTG stosowana w konicowym odcinku kanatu odbytniczego przenika do krwiobiegu,

co powoduje liczne dziatania niepozadane, takie jak spadek cisnienia te¢tniczego, nudnosci,

tachykardi¢ oraz zawroty i bole glowy, te ostatnie wystepujg bardzo czesto (10 - 84%) i

prowadzg u wielu pacjentow do rezygnacji z terapii [140, 139].
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W prawidlowej terapii wazna jest poprawna aplikacja masci. Rozni si¢ ona od
sposobu podawania tradycyjnych masci doodbytniczych i polega na naniesieniu masci na
skore okolicy odbytu (o szerokosci 1 cm) lub na obszar anodermy (ryc. 7). Glgbsza
aplikacja (na btong $luzowa) powoduje wzrost przenikania substancji leczniczej do tozyska
naczyniowego 1 nasilone wystepowanie dziatan niepozadanych. Chociaz wigc masé
klasyfikuje sie jako doodbytniczg, wchianianie substancji leczniczej odbywa si¢ przez
skore (anodermg), a nie przez btong $luzowa [12, 147, 150, 153, 156, 159]. Jednakze w
cze¢$ci prac klinicznych zalecano ptytka aplikacje doodbytnicza [152, 157, 158].

przejscie nablonka g
plaskiego w odbytnica
walcowaty stupy

£ odbytnicze

p blona
Sluzowa
wewngtrmy
H anoderma
strefa aplikacji
—

odbytu zewngtrzny rwieracz odhytu

Ryc. 7. Budowa anatomiczna odbytnicy i odbytu — zazrnaczono prawidtowe miejsce

aplikacji NTG w terapii szczeliny odbytu [149].

Na rynku europejskim w Wielkiej Brytanii dostgpne sa preparaty handlowe NTG w
postaci masci przeznaczonej do stosowania ,,doodbytniczego” zawierajace NTG w
stezeniu 0,2% (Rectogesic®, Cellegy, Australia) oraz 0,4% (Rectogesic”, ProStrakan, UK)
odpowiednio w podiozu ztozonym z etanolu, lanoliny, wazeliny i parafiny cieklej lub
wazeliny lanoliny i glikolu propylenowego [162, 163, 164]. Preparaty te rdznig si¢
wskazaniem terapeutycznym. Mas¢ 0,2% zostata zarejestrowana jako preparat stosowany
w leczeniu szczeliny odbytu, jednocze$nie znoszacy objaw bdlu towarzyszacy schorzeniu,
natomiast mas¢ 0,4% we wskazaniach ma jedynie znoszenie objawoéw bolu (2006 r.). W
badaniach, klinicznych przeprowadzonych przy rejestracji masci 0,4% (aplikowanej dwa
razy na dobg) nie wykazano skuteczno$ci terapeutycznej masci w leczeniu szczeliny

odbytu (brak rdéznic statystycznych wzgledem placebo), natomiast wykazano dziatanie
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przeciwbolowe. W badaniach stwierdzono bardzo czeste wystgpowanie dziatan
niepozadanych, w tym wystepowanie bolu glowy (u 57% pacjentow) [165].

Na rynku polskim Rectogesic 0,4% (Pem Pharmaceutical Services, UK) uzyskat
dopuszczenie do obrotu w lutym 2007 r. [163]. Jest on jednak obecnie niedostepny
handlowo i z tego wzgledu lekarze przepisujg recepty na masci recepturowe. Recepty te
wykonuje si¢ poprzez rozcienczanie masci Nitrocard (2% NTG) lanoling lub mieszaning

lanoliny i wazeliny [125, 166].
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Zasadniczym celem pracy byla ocena mozliwosci stosowania kompleksu
inkluzyjnego NTG-CD (prod. Dynamit Nobel) w tabletkach podjezykowych (0,5 mg
NTG) oraz w masci o modyfikowanym uwalnianiu (0,2% NTG). Dodatkowo w pracy
oceniono rozpuszczalnos¢ i trwatos¢ NTG w roztworach wodnych w obecnosci B-CD.

NTG jest nietrwata chemicznie i w celu jej stabilizacji w latach 70-tych XX w.
otrzymano i opatentowano kompleks inkluzyjny NTG-CD. W chwili obecnej forma
skompleksowana NTG jest stosowana w tabletkach podj¢zykowych jedynie w Japonii
(Nitropen, Nippon Kayaku), natomiast tabletki dostgpne w Stanach Zjednoczonych i
Europie jako substancje stabilizujaca zawieraja krospowidon. Brak preparatu z
kompleksem NTG-CD na rynku polskim oraz brak publikowanych danych
poréwnawczych dotyczacych trwatosci NTG w obecnosci cP lub B-CD uzasadnia
podjecie badan w tym temacie.

NTG stosowana w terapii szczeliny odbytu w postaci masci wywoluje liczne
dziatania niepozadane zwigzane z obnizaniem cis$nienia tetniczego krwi. Zatozono, ze
opracowana mas¢ z NTG-CD bedzie charakteryzowaé¢ si¢ modyfikowanym
(spowolnionym) uwalnianiem dzigki zastosowaniu formy kompleksu, co obnizy
wchianianie NTG do krazenia ogdlnego 1 zapewni zmniejszenie czgstotliwosci
wystepowania dziatan niepozadanych. Ponadto uzycie formy skompleksowane;j
powinno zwiekszy¢ trwatos¢ NTG w preparatach potstatych. Zastosowanie CD w masci
bytoby innowacyjne, gdyz obecnie praktycznie brak jest preparatow potstatych
zawierajacych CD, mimo licznych badan prowadzonych w tym zakresie. -CD nie byta
wczesniej stosowana w pracach badawczych do spowalniania uwalniania NTG z masci.

Ze wzgledu na brak metody farmakopealnej badania dostepnosci farmaceutycznej
z preparatow potstatych, za konieczne uznano wytypowanie odpowiedniego modelu
doswiadczalnego i optymalizacj¢ parametrow badania. Oceniono mozliwos¢
zastosowania trzech dostepnych handlowo aparatow.

W przypadku masci nie wystepuje korelacja uwalniania in vivo/in vitro, za
niezbgdne uznano wiec badanie przenikania substancji leczniczej przez skore ludzka, w
celu potwierdzenia mozliwo$ci uzyskania spowolnionego wchtaniania NTG do tkanki w

wyniku kompleksowania z CD.
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Gltowne zatozenia pracy realizowano poprzez cele czastkowe:

Opracowanie sktadu tabletek podjezykowych NTG w kompleksie z B-CD,
charakteryzujacych si¢ szybkim rozpadem i odpowiednimi wlasciwosciami
aplikacyjnymi.

Dhugoterminowa ocena trwalosci tabletek podjezykowych, z uwzglednieniem
wplywu uzytej formy substancji czynnej (NTG-CD lub NTG-cP) oraz rodzaju
substancji rozsadzajacych 1 wypetiajacych (Starch 1500, StarLac, Tabletoza).
Opracowanie sktadu masci (zel, mas¢ absorpcyjna i krem) o spowolnionym
uwalnianiu zawierajacych 0,2% NTG w kompleksie z 3-CD.

Wyznaczenie odpowiedniego modelu do badania szybkos$ci uwalniania z masci
oraz optymalizacja warunkow tego testu.

Porownanie trwatosci masci i kremow wykonanych z NTG-CD i NTG-cP z
uwzglednieniem oceny trwatosci kompleksu w podtozach, wptywu substancji
pomocniczych oraz wlasciwosci reologicznych.

Ocene stopnia przenikania NTG w warunkach ex vivo do skory ludzkiej

w zaleznos$ci od uzytej formy NTG i typu zastosowanego podtoza masciowego.
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1. APARATURA, SPRZET LABORATORYJNY, ODCZYNNIKI
I MATERIALY

1.1. Aparatura i sprzet laboratoryjny

Aparat do badania czasu rozpadu (typ PTZ-3E, Pharmatest, Hainburg, Niemcy)
Aparat do badania dostgpnosci farmaceutycznej metodg topatkowa (PharmaTest
typ PTW S3, Hainburg, Niemcy)

Aparat do otrzymywania wody oczyszczonej metoda wymiany jonowej
i odwroconej osmozy (Elix3, Millipore, Bedford, USA)

Chtodziarka G-18 (ZPUCH Polarus, Bochnia)

Komora dializacyjna, Biodialyser, poj. 1000 pl (Sigma, Darmstadt, Niemcy)
Komora laminarna (model Lamil, Karstulan Metalli OY, Karstula, Finlandia)
Komory dyfuzyjne, przeptywowe, dwuczgsciowe wykonane z teflonu (Crown
Glass Company, Somerville, USA)

Komory ekstrakcyjne do badania uwalniania typu VanKela (Erweka,
Heusenstamm, Niemcy)

Komory statyczne do badania uwalniania z masci typu Mutimer (Nova, Poznan)
Komora dyfuzyjna typu Franza, szklana (Crown Glass Company, Somerville,
USA)

Komora dyfuzyjna, wertykalna z pleksiglasu (Projekt Katedra i Zaktad Farmacji
Stosowanej, wykonana w warsztatach Akademii Medycznej w Gdansku)

LaZnia z termostatem (Grant Y 14, Merc, Grant Instruments, Cambridge, Anglia)
LazZnia ultradzwiekowa (Unitra Unima, Olsztyn)

Mieszadlo elektromagnetyczne (Typ MR 3001 K, Heidolph, Kelheim, Niemcy)
Mieszadlo elektromagnetyczne ze stabilizacja temperatury — typ MS 11HS
(Wigo, Piastow)

Mikroskop Motic B1 — 223A (Motic Wetzlar, Niemcy) wyposazony w kamere
cyfrowa Panasonic (typ GP-KR 222E, Matsushita Communication Industrial,
Osaka, Japonia)

pH-metr Orion (model 350, Orion Research, Boston, USA)

Pompa perystaltyczna (typ 1B.1003-R/65, Petro Gas Ausrastungen, Berlin,
Niemcy)
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Sterylizator powietrzny - KC-100/200 (Zaktady Aparatury Precyzyjno-
Medycznej ,,Premed”, Marki)

Szafa klimatyczna (typ Binder, Merck, Tuttingen, Niemcy)

Szafa klimatyczna (typ KK-120, MEGASERW)

Tabletkarka uderzeniowa (EKO, Korsch, Berlin, Niemcy) zintegrowana
z uktadem pomiaru sity nacisku (typ UCT 5882/S, Spais, Gdansk)
Twardosciomierz (Erweka TBH 20, Heusenstamm, Niemcy)

Unguator e/s (Gako, Konietzko, Bamberg, Niemcy)

Waga analityczna (typ WAX62, Zaklad Mechaniki Precyzyjnej -
Radwag, Radom)

Waga elektroniczna (typ WPS 210/C/2, Zaktad Mechaniki Precyzyjnej

- Radwag, Radom)

Wiréwka WE-6 (Mechanika Precyzyjna, Warszawa)

Wiskozymetr (ViscoTester HAAKE typ VT 550, Karlsruhe, Niemcy)
Wiytrzasarka laboratoryjna z taznia wodna (typ 357, Zaklad aparatury
Elektronicznej Elpan, Lubawa)

Wiytrzasarka do probowek ,,Vortex” (DUN, Warszawa)

Zestaw do roznicowej kalorymetrii skaningowej - DSC (model DSC 204-G,
Netzsch-Geratebau GmbH, Selb, Niemcy)

Zestawy do wysokosprawnej chromatografii cieczowej — HPLC (Merck Hitachi,

Darmstadt, Niemcy) wyposazone w:

Zestaw | Zestaw |1
e autosampler L-7200 e integrator D-2500A
e interfejs D-7000 e detektor UV/VIS L-4250
e detektor UV/VIS L-7420 e pompa L-6200

e pompa L-7100

1.2. Odczynniki

Ac-Di-Sol — kroskarmeloza sodowa (FMC BioPolymer, Philadelphia, USA)
Alkohol cetostearylowy (Sigma — Aldrich — Fluka, St. Louis, USA)
B-cyklodekstryna (CykloLab, Budapeszt, Wegry)
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Etanol 95° (Polmos, Biatystok)

Empiwax - laurylosiarczan sodu z alkoholem cetostearylowym w stosunku 1 : 9
(Przedsigbiorstwo Produkcyjno-Ustugowe Chemco, Sobowidz)

Glikol propylenowy (Ixo Neuber, Kedzierzyn-Kozle)

Ludwigshafen, Niemcy)

Kwas borny (Labolatorium Galenowe Lefarm, Bydgoszcz)

Metanol (POCH, Gliwice)

Mirystynian izopropylu (P.O.Ch., Gliwice)

Natrosol® 250 HX Pharm - hydroksyetyloceluloza (HEC) (Aqualon Division of
Hercules, Rijswijk, Holandia), lepko$¢ 1% roztworu: 2000 mPas

Nitrogliceryna (NTG-CD) w postaci kompleksu z B-cyklodekstryng, zawarto$¢
nitrogliceryny 1,98% (Dynamit Nobel, Leverkusen, Niemcy)

Nitrogliceryna (NTG-cP) w postaci rozcierki z krospowidonem, zawarto$é¢
nitrogliceryny 24,74 % (Dynamit Nobel, Leverkusen, Niemcy)

Parafina ciekta (Laboratorium Galenowe, Olsztyn)

Sodu azydek (Sigma chemical, St. Louis, USA)

Sodu chlorek (POCh, Gliwice)

StarLac — wspotwytwarzana mieszanina skrobi kukurydzianej i laktozy

15 : 85 (Meggle, Wusserburg, Niemcy)

Starch 1500 — cz¢$ciowo prezelowana skrobia kukurydziana (Colorcon, Dartford,
Anglia)

Stearynian magnezu, FP VI

Tabletoza 80 — laktoza aglomerowana (Meggle, Wussenburg, Niemcy)

Tlenek cynku (PPF Hasco — Lek, Wroctaw)

Wazelina biala (Laboratorium Galenowe, Olsztyn)

Woda oczyszczona (aparat do otrzymywania wody oczyszczonej metoda wymiany
jonowej i odwroconej osmozy — Elix3, Millipore, Bedford, USA)

Vivastar — ultraamylopektyna — glikolan sodowy skrobi (J. Rottenmaier,

Rosenberg, Niemcy)
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1.3. Materialy

o Bibuta filtracyjna (Rundifilter MN 615, Macherey-Nagel, Niemcy)
o Kolumna LiChrospher 100 RP z wypetieniem oktadecylosilanolowym — C18
(5 pm; 125 mm x 4 mm) (Merck, Darmstadt, Niemcy)
o Membrany celulozowe:
e Cuprophan - membrana potprzepuszczalna z estrow celulozy — typ 150 pm,
m.cz. 10000 (Medicell International, Londyn, Wielka Brytania)
Przed uzyciem membrane umieszczano w wodzie w temp. 37°C na 24 h.,
e Btona dializacyjna (r¢kaw) — membrana celulozowa m.cz. 12400 (Sigma -
Aldrich Chemie, Steinheim, Germany)
Przed uzyciem zgodnie z zaleceniami producenta, w celu usunigcia glicerolu,
membrang zanurzano We wrzqcej wodzie na 5 min, a nastgpnie natychmiast
przenoszono do zimnej wody.

Zwilzone membrany przechowywano w temp. 4°C (do 7 dni).

o Film parafinowy - Parafilm (American National Can, USA)
. Ptytki Petriego (szklane)
) Sita stalowe o wielkosci oczek: 0,08 1 0,1 mm
o Skora ludzka pochodzaca ze zwlok, pobierana z klatki piersiowej (Katedra
Patologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego)
e  Opakowania:
e Fiolki z szkla oranzowego z nakretkami z wkladka z PTFE (American
National Can, USA)
¢ Naczynka wagowe ze szlifem (Labart, Jankin, Warszawa)
e Pudetka wykonane z polietylenu o wysokiej gestosci (HDPE) (Polipack,
Goscicino)

e Fiolki Chromacol (Trumbull, USA)
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2. ANALIZA ILOSCIOWA NTG METODA HPLC

Analize ilosciowg NTG prowadzono metodg wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC) w uktadzie faz odwréconych [167]. Stosowano kolumng z
wypehieniem oktadecylsilolowym — C18. Faz¢ ruchoma stanowit 50% (obj./obj.)
roztwor metanolu, a przeplyw wynosit 1 ml/min. Stosowano objetos¢ nastrzyku 20 ul.
Detekcji dokonywano z uzyciem detektor UV-Vis przy dtugosci fali A =210 nm.

Przy zastosowaniu podanych warunkéw mozliwe byto jednoczesne oznaczanie NTG
oraz produktow jej rozktadu. Przykladowe chromatogramy uzyskane dla wzorcow
podano na ryc. 8. Czas retencji (t;) triazotanu 1,2,3-propanotriolu (NTG) wynosit ok. 6
min.

Oznaczenia prowadzono z wykorzystaniem krzywych wzorcowych wykonanych
dla roztworow NTG w zakresie stgzen 1 - 200 pg/ml. Analizowano trzy osobne serie
wzorcoOw wykonane z zastosowaniem dwoéoch uzywanych form NTG: NTG-CD oraz
NTG-cP. Wykazano w badanym zakresie st¢zen prostoliniowa zalezno$¢ pomiedzy

polem powierzchni pikdéw a stezeniem substancji. Wyznaczono rownania regres;ji:
Zestaw do HPLC I:

dla NTG-CD: C=(P-484)/1811 R?=0,99999
dla NTG-cP: C=(P-527)/16,71 R?=0,99999

Zestaw do HPLC II:

dla NTG-CD: C=(P-591)/18,59 R?=0,99999
dla NTG-cP: C=(P-1,21)/18,38 R?=10,99997
gdzie:

C — stezenie nitrogliceryny [pg/ml]
P — pole powierzchni piku wyrazone w tysigcach

R? - wspotczynnik determinacji (kwadrat wspotczynnika korelacji)
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Ryc. 8. Przyktadowe chromatogramy otrzymane dla roztworow wzorcowych NTG: (a) — zestaw
do HPLC | — wzorce o stezeniu 50 ug/ml NTG, twre = 6,3 — 6,5 min oraz (b) - zestaw do HPLC
Il — wzorce o stezeniu 10 ug/ml NTG, tie = 5,7 min.
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3. ANALIZA NTG W ROZTWORACH WODNYCH

3.1. Badanie rozpuszczalnos$ci

Wyznaczono rozpuszczalnos¢ NTG w wodzie, w temp. 37°C. Badania wykonano
dla formy kompleksu inkluzyjnego (NTG-CD), jak i dla formy rozcierki (NTG-cP).
Probki zawierajace nadmiar substancji (0,8% NTG-cP lub 10,1% NTG-CD, co
odpowiada 0,2% NTQG), umieszczano w szklanych, szczelnie zamknigtych fiolkach, a
nastgpnie wytrzasano 24 h (150 cpm, amplituda 10; temp. 37 £ 0,5°C). Probki ptynu
znad osadu pobierano po 1 h, 3 h, 6 h i 24 h, wirowano (3500 rpm, 15 min), po czym
natychmiast rozcienczano 1:1 wodg. Stezenie NTG oznaczano metodg HPLC (Metody,
pkt. 2.). Wykonano po 3 powtdrzenia.

3.2. Trwalosé NTG w roztworach

3.2.1. Hydroliza NTG

W celu wyznaczenia czasow retencji produktow hydrolizy NTG przeprowadzono
rozktad substancji czynnej (NTG-CD) w srodowisku kwasnym oraz alkalicznym. Do
20 mg substancji dodawano 10 ml 1 mol/l HCI lub 1 mol/l NaOH. Nastgpnie proby w
probowkach ogrzewano przez 30 min we wrzacej tazni wodnej. Po ostudzeniu zawiesine

wirowano 10 min (3500 rpm). Roztwor znad osadu analizowano metodag HPLC.

3.2.2. Dlugoterminowe badanie trwatosci NTG w roztworach wodnych

Wodne roztwory NTG o st¢zeniu 100 pg/ml 1 20 pg/ml przygotowano z formy
kompleksu NTG-CD i rozcierki NTG-cP. Roztwory przechowywano w fiolkach
(po 5 ml) ze szkla oranzowego z korkiem z wktadka z PTFE. Zamknigcia fiolek
dodatkowo uszczelniono parafilmem. Roztwory przechowywano w warunkach
odpowiadajacych badaniom dhugoterminowym - 25°C/60% RH oraz badaniom
przyspieszonego starzenia - 40°C/75% RH [168]. Stezenie NTG oznaczano (n = 6)
metoda HPLC (Metody, pkt. 2.) po 1, 3, 6 i 12 miesigcach przechowywania w temp.
25°C oraz po 1, 3 1 6 miesigcach w temp. 40°C.
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3.3. Zgodnos¢ chemiczna membran z NTG

Okreslono zgodno$¢ NTG z dializacyjng membrang celulozowa. Fragmenty
membrany o powierzchni 1 cm? umieszczano na czas 6 h w fiolkach szklanych w 3,0 ml
rozcienczonego roztworu NTG (50 pg/ml i 100 pg/ml), wytrzasano w temp. 37 £ 1°C
(50 cpm). Roztwor analizowano metodg HPLC (Metody pkt. 2.) (n = 2).

3.4. Badanie uwalniania NTG z kompleksu

Badano zawiesiny zawierajace 0,8% NTG-cP lub 10,1% NTG-CD (0,2% NTG).
Zastosowano dwa rodzaje aparatow: aparat F — komora Franza umieszczona na
mieszadle magnetycznym, termostatowana ptaszczem wodnym (ryc. 9a) oraz aparat W —

wertykalna komora dyfuzyjna, umieszczona w termostatowanej wytrzasarce (ryc. 9b).

blona - powierzchnia
dyfuzji 0,69 cm?

blona - powierzchnia
dyfuzji 3,1 cm?

komora donora
(8,0 ml)

- B
komora akceptora
(3,3 ml)

b)

komora akceptora
(8,0 ml)

Ryc. 9. Komory do badania uwalniania NTG z zawiesin: a) — komora Franza, b) — komora
wertykalna.

Badanie prowadzono w temp. 37 £ 1°C, stosujac 0,9% NaCl jako ptyn
akceptorowy. W aparacie F umieszczano na powierzchni membrany 1 ml odpowiedniej
zawiesiny, natomiast w aparacie W - 8,0 ml w komorze akceptora. Badania prowadzono
z uzyciem dializacyjnej blony celulozowej. Membrany przygotowano zgodnie
z procedurg podang w rozdziale ,,Metody” (pkt. 1.3.).

W aparacie F zawiesing umieszczano na membranie i w czasie badania nie byta
ona mieszana, natomiast komora W w trakcie badania byta wytrzgsana (150 cpm,
amplituda 10). Po 1 h, 3 h i 6 h, pobierano probki ptynu akceptorowego (0,5 ml), a
pobranag objetos¢ uzupetniano 0,9% NaCl.
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4. SPORZADZANIE TABLETEK PODJEZYKOWYCH

4.1. Tabletki placebo

Porownywano wplyw czterech réznych substancji rozsadzajacych na czas
rozpadu tabletek placebo. Zastosowano w réznym stezeniu (% m/m) nastepujace
substancje rozsadzajace: Vivastar (5% - 15%), Ac-Di-Sol (2% - 8%), Starch 1500 (2% i
10%) i StarLac (74% i 99%). Badano tabletki z dodatkiem, badZ bez dodatku, p-CD.
Sklady formulacji podano w tabeli 13 (seria I). Na podstawie uzyskanych wynikéw
wybrano dwie formulacje. Wykonano tabletki placebo z dodatkiem B-CD (25%) lub cP
(2%) (seria I1).

Wykonano tabletki o $redniej masie ok. 100 mg. Zastosowano metode
tabletkowania bezposredniego. Uzyto tabletkarke uderzeniowa wyposazong w stemple
ptaskie o $rednicy 6 mm.

Substancje czynng (NTG-CD lub NTG-cP) przesiewano przez sito o $rednicy
oczek 100 um, natomiast substancj¢ poslizgowsa (stearynian magnezu) przez sito 80 um.
W pierwszym etapie substancje leczniczg mieszano z substancjg wypelniajacg i
rozsadzajaca (15 do 30 min), a nastgpnie dodawano stearynian magnezu. Ze wzgledu na
niewielka mas¢ przygotowywanych serii tabletek podjezykowych (2,5 g) stosowano
rgczne zasypywanie matrycy. Proces tabletkowania prowadzono bez kontroli sily
nacisku (seria I) lub przy uzyciu kontrolowanej sity kompresji (seria II do badan
wlasciwosci aplikacyjnych). Zastosowano zintegrowany z tabletkarkg uktad pomiarowy
— tensometryczny UTC 58828 Spais, o doktadnosci pomiarowej wynoszacej ok. 0,6 kN.

Okreslono wtasciwo$ci  organoleptyczne (odczucie ziarnisto$ci) badanych
formulacji (Metody, pkt. 5.2.). Dla wybranych tabletek wyznaczono czas rozpadu in vivo,

a takze wlasciwosci aplikacyjne (odczucia smakowe, ziarnisto$c) (Metody, pkt. 5.1.3.).
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Tabela 13. Sktad (mg/tabletka) tabletek placebo

Zastosowane .
. . Formulacje
substancje pomocnicze
SERIA |
P1 P2 P3 P4 P5 P6
Ac-Di-Sol 2,0 2,0 40 4,0 8,0 8,0
Stearynian magnezu 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Tabletosa 80 72,0 97,0 70,0 95,0 66,0 91,0
B-CD 25,0 - 25,0 - 25,0 -
P1 P2 P3 P4 P5 P6
Vivastar 50 50 10,0 10,0 15,0 15,0
Stearynian magnezu 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Tabletosa 80 69,0 94,0 64,0 89,0 59,0 84,0
B-CD 25,0 - 25,0 - 25,0 -
P1 P2 P3 P4 P5 P6
Starch 1500 2,0 2,0 50 50 10,0 10,0
Stearynian magnezu 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Tabletosa 80 72,0 97,0 69,0 94,0 64,0 89,0
B-CD 25,0 - 25,0 - 25,0 -
P1 P2
StarLac 74,0 99,0
Stearynian magnezu 1,0 1,0
B-CD 25,0 -
SERIA I
A P1-11 P2-11
StarLac 74,0 97,0
Stearynian magnezu 1,0 1,0
B-CD 25 -
cP - 2,0
B P5-11 P6-11
Starch 1500 10,0 10,0
Stearynian magnezu 1,0 1,0
Tabletosa 80 64,0 87,0
B-CD 25,0 -
cP - 2,0

4.2. Tabletkiz NTG

Wytypowano dwa rodzaje tabletek o réznym sktadzie substancji pomocniczych
(A 1 B). Wykonano tabletki zawierajace 0,5 mg substancji czynnej w formie: NTG-cP
lub NTG-CD (tabela 14).
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Tabela 14. Skiad tabletek (mg/tabletka) przeznaczonych do badan trwatosci
— zawartos¢ NTG 0,5 mg; masa tabletki 100 mg

CD/IA cP/A CD/B cP/B

NTG-CD 25,0 - 25,0 -
NTG-CP - 2,0 - 2,0

StarLac 74,0 97,0 - -
Starch 1500 - - 10,0 10,0
Tabletoza 80 - - 64,0 87,0
Stearynian magnezu 1,0 1,0 1,0 1,0

Sporzadzono dwie serie tabletek przeznaczone do badan trwatosci: seri¢ I
(100 tabletek, co odpowiadato 10 g masy) oraz serig II (120 tabletek, co odpowiadato 12
g masy). Tabletki wykonano metoda opisang powyzej (pkt. 4.1.) stosujac kontrole,
wyznaczonej wzgedem twardosci, sity kompresji. Tabletki o twardosci okoto 40 N, w
zalezno$ci od sktadu substancji pomocniczych, uzyskano przy nacisku wynoszgcym
od 3 do 9 kN (tabela 25).

5. BADANIA

5.1. Badanie czasu rozpadu

5.1.1. Badanie wstepne

Ze wzgledu na lepsza mozliwos$¢ obserwacji zachowania tabletek w wodzie oraz
mozliwo$¢ uzycia matych objetosci ptynu, w badaniach wstgpnych czas rozpadu
wyznaczano W kolbkach stozkowych (poj. 25 ml), stosujac 10 ml wody o temp. 37°C.

Zawartos¢ mieszano ruchem kolistym wykonujac okoto 80 rpm.

5.1.2. Metoda farmakopealna
Zastosowano aparat farmakopealny do badania tabletek (wg FP VII -
monografia ,,Czas rozpadu tabletek i kapsutek”). Badanie prowadzono z uzyciem 800 ml

wody o temp. 37 £ 0,5°C. W badaniach nie stosowano dyskow obcigzajacych.

5.1.3. Badanie in vivo
Badano tabletki placebo serii II (sktad podano w tabeli 13). Badanie
przeprowadzono dla grupy 12 ochotnikéw (3 me¢zczyzn i1 9 kobiet) w wieku od 24 do 55
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lat. Probanci nie spozywali pokarmu najmniej 30 min przed testem. Tabletka placebo
byla umieszczana pod jezykiem, a osoby byty poinstruowane, by w czasie testu nie

przemieszczac tabletki w jamie ustne;.

5.2. Ocena organoleptyczna

Badano wszystkie tabletki placebo serii I (sktad podano w tabeli 13). Grupa
3 ochotnikéw (kobiety) okreslita przydatno$¢ aplikacyjng preparatdw, zwracajac
szczegblng uwage na odczucie ziarnistosci. Zastosowano procedure opisang w punkcie

5.1.3.

5.3. Odpornos¢ tabletek na zgniatanie (twardosc¢)

Badanie wykonano zgodnie z wymaganiami monografii 2.9.8. w FP VIII, z
zastosowaniem automatycznego twardosciomierza. Pomiary wykonano w co najmniej
3 powtodrzeniach. Oznaczano sit¢, przytozong wzdhuz osi, potrzebng do zniszczenia
tabletki. Uzyskane wyniki, przedstawiono jako $rednig warto$¢ sity wyrazong w
newtonach [N].

5.4. Jednolito$¢ masy

Badanie masy wyznaczono wedlug monografii 2.9.5. FP VIII, dla 10 losowo
wybranych tabletek.

5.5. Zawartos¢ substancji czynnej

Oznaczano $rednig zawarto$¢ substancji czynnej w tabletkach. W mozdzierzu
proszkowano 6 losowo wybranych tabletek kazdej serii. Do fiolek odwazano doktadnie
po okoto 90 mg roztartej masy tabletkowej. Probki poddawano dwuetapowej ekstrakeji:
w pierwszym etapie dodawano 2,5 ml wody, zawiesing wstawiano na 5 min do tazni
ultradzwigkowej, nastepnie dodawano 2,5 ml metanolu, mieszano (1 min) z uzyciem
Vortexu, a nastgpnie ponownie wstawiano do tazni ultradzwiekowej (5 min). Zawiesing
wirowano (15 min przy 3500 rpm). Roztwor pobrany znad osadu, ze wzglgdu na
obecno$¢ stearynianu magnezu na powierzchni cieczy, saczono przez bibule filtracyjna.

Stezenie NTG oznaczano w przesgczu stosujgc metode HPLC (Metody, pkt. 2.).
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5.6. Badania trwaloSci tabletek

Wytypowano dwa rodzaje tabletek réznigce si¢ uzyta substancjg rozsadzajaca i
wypetniajaca. Seria A zawierata Starch 1500 oraz aglomerowang laktoze, natomiast seria
B StarLac (tabela 14). Wykonano po dwie serie tabletek z NTG-cP i NTG-CD
(pkt. 4.2.).

Tabletki serii | poddano wstepnym badaniom trwatosci w warunkach
bezposredniej ekspozycji na wilgo¢ 1 temperature (40°C/75% RH, w naczyniu
otwartym). Tabletki (po 6 sztuk) umieszczono na plytce Petriego. Po uptywie 14 i 30 dni
w pojedynczych tabletkach oznaczono zawarto$¢ NTG (Metody, pkt. 5.4.).

Dhugoterminowe badania trwalosci w  warunkach wymaganych dla
przechowywania preparatu w temperaturze pokojowej wykonano dla serii Il z uzyciem
szklanych opakowan bezposrednich. Tabletki pakowano (po 5 sztuk) do oranzowych
fiolek z nakretka z wkiadka z PTFE i dodatkowo zamknigcie uszczelniano parafilmem.
Fiolki umieszczano w szafach klimatycznych, w odpowiednich warunkach: 25°C/60%
RH 1 40°C/75% RH [168]. Bezposrednio po wykonaniu oraz w czasie przechowywania
oznaczano: zawarto$¢ substancji czynnej, czas rozpadu in vitro, twardos¢, jednolitos¢
masy (Metody, pkt. 5.). Tabletki przechowywane w warunkach badania
dtugoterminowego analizowano po 1, 3, 6 1 12 miesigcach, natomiast przechowywane w
temp. 40°C - po 1, 3 1 6 miesigcach. Badania prowadzono zgodnie ze schematem

podanym w tabeli 15.
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Tabela 15. Plan badan trwatosci tabletek podjezykowych z NTG
(seria I1),( sktad podano w tabeli 14)

Warunki Badania Czas przechowywania (miesiace)
przechowywania t=0 t=1 t=3 t=6 | t=12
40°C/75%RH 1.0bserwacja + ¥ ¥ + nb.
makroskopowa
2. Zawarto$¢ + n.b. + + n.b.
3. Czas rozpadu + n.b. n.b. + n.b.
4. Twardo$¢ + n.b. n.b. + n.b.
5. Masa + + + + n.b.
25°C/60%RH 1.0Obserwacja + + nb. + +
makroskopowa
2. Zawarto$¢ + n.b. n.b. + +
3. Czas rozpadu + n.b. n.b. n.b. +
4. Twardo$¢ + n.b. n.b. n.b. +
5. Masa + + n.b. + +

6. OPRACOWANIE SKEADU PREPARATOW POLSTALYCH

W  badaniach  wstgpnych oceniano mozliwos¢ uzyskania preparatu
charakteryzujacego si¢ modyfikowanym uwalnianiem substancji czynnej poprzez
zastosowanie formy kompleksu inkluzyjnego NTG z B-CD. Porownano wpltyw rodzaju
uzytego podioza: bezwodna mas¢ absorpcyjna, emulsja w/o oraz hydrozel (zawartos$ci
NTG 0,29/100g) na kinetyke uwalniania NTG w zalezno$ci od uzytej formy substancji
czynnej (kompleks inkluzyjny, rozcierka). Badanie uwalniania NTG przeprowadzono z
zawiesin: kompleksu inkluzyjnego NTG-CD (10% m/m), rozcierki NTG-cP (0,8% m/m)
oraz mieszaniny fizycznej NTG-cP z B-CD (0,8% + 9,8% m/m). Okreslono rowniez

wplyw niektorych substancji pomocniczych na kinetyke uwalniania NTG.

6.1. Sklad jakosciowy i iloSciowy

Wykonano kremy, masci i zele o sktadzie podanym w tabeli 16.

-68 -



_ METODY —

Tabela 16. Sktad [%] podstawowych formulacji kremow w/o, masci absorpcyjnych i zeli

(zawartos¢ NTG 0,2%)
Krem Masé Zel
KCD KcP MCD McP MF ZCD ZcP
Parafina ciekla 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0 - -
Mirystynian izopropylu 5,0 5,0 5,0 5,0 50 - -
Alkohol cetostearylowy 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 - -
Wazelina biala 40,0 49,2 60,0 69,2 59,4 - -
Woda 20,0 20,0 - - - 68,0 77,2
Etanol - - - - - 10,0 10,0
Glikol propylenowy - - - - - 10,0 10,0
HEC - - - - - 2,0 2,0
NTG-CD 10,0 - 10,0 - - 10,0 -
NTG-cP - 0,8 - 0,8 0,8 - 0,8
B-CD - - - - 9,8 - -

Dodatkowo, do badan wtasciwosci fizycznych i biofarmaceutycznych wykonano

preparaty o sktadzie podanym w tabeli 17 (masci), 18 1 19 (zele) oraz 20 (kremy).

Tabela 17. Sktad [%] masci przeznaczonych do badarn wptywu substancji pomocniczych

na uwalnianie NTG

M1CD | M1cP | M2CD | M2cP | M3CD | M3cP

NTG-CD 10,0 - 10,0 - 10,0 -

NTG —cP - 0,8 - 0,8 - 0,8

Mirystynian izopropylu 50 50 - - - -

Alkohol cetostearylowy 10,0 10,0 10,0 10,0 - -
Parafina plynna 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0
Wazelina biala 60,0 69,2 65,0 74,2 65,0 74,2
Empiwax - - - - 10,0 10,0
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Tabela 18. Skitad [%] zZeli przeznaczonych do badan wplywu substancji pomocniczych na
kinetyke uwalniania NTG

Z1CD | Z1cP | Zz2CD | Z3CD | ZACD | ZA4cP
NTG-CD 10,0 - 10,0 10,0 10,0 -
NTG - cP - 0,8 - - - 0,8
HEC 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Etanol - - 10,0 - 10,0 10,0
Glikol - - - 10,0 10,0 10,0
propylenowy
Woda 88,0 97,2 78,0 78,0 68,0 77,2

Tabela 19. Skiad [%] zZeli przeznaczonych do badania wiasciwosci reologicznych

Zrl Zr2 Zr3 Zrda | Zr4CD
HEC 2,2 2,2 2,2 2,2 2,0
Etanol - 111 - 111 10,0
Glikol propylenowy| - - 111 111 10,0
Woda 97,8 86,7 86,7 75,6 68,0
B-CD : : : : 10,0

Tabela 20. Skfad [%] masci i kremow przeznaczonych do badania wlasciwosci reologicznych

MrA MrACD KrA KrACD MrB MrBcP KrB KrBcP

Mirystynian 5,55 50 5,55 50 5,04 50 5,04 50
izopropylu
Alkohol 11,11 10,0 11,11 10,0 10,08 10,0 10,08 10,0

cetostearylowy

Parafina 16,66 15,0 16,66 15,0 15,12 15,0 15,12 15,0

plynna
Wazelina biala | 66,66 60,0 44,44 40,0 69,75 69,2 49,59 49,2
Woda 22,22 20,0 20,16 20,0
B-CD - 10,0 10,0 - - 0,8
cP - - - 0,8
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Do badan trwalosci wykonano dodatkowg seri¢ masci (MCD 1 McP) i kremow
(KCD 1 KcP) o sktadzie zgodnym z podanym w tabeli 16. Preparaty wykonano w ilosci
150 g, rozdozowano (po okoto 15 g) do szklanych szczelnie zamknigtych, jalowych
opakowan (naczynka wagowe z szlifem dodatkowo uszczelnianym parafilmem). Kremy
do badan trwatosci, w celu zachowania maksymalnej czysto$ci mikrobiologicznej,
wykonano zgodnie z podanym ponizej opisem, z tym, ze w lozy z laminarnym
nawiewem jalowego powietrza, zachowujac warunki postepowania aseptycznego

(korzystano z wyjatowionego sprzetu i opakowan; stosowano jatowa wode).

6.2. Metoda sporzadzania

Zele

Podtoza zelowe wykonano z zastosowaniem mieszadta magnetycznego. W
zlewce, przy niskich obrotach mieszadta, taczono sktadniki ptynne, a nastgpnie na
powierzchni fazy wodnej rozpraszano substancje zelujaca — hydroksyetylocelulozg.
Zawiesine ogrzewano do temp. 40°C, mieszajac az do catkowitego specznienia
polimeru. Zel doprowadzono do temperatury pokojowej. Zele z NTG wykonano w
nastepujacy sposob: w mozdzierzu zawieszono substancj¢ lecznicza (NTG-CD lub
NTG-cP) w niewielkiej ilosci podloza zelowego a nastepniec do otrzymanego
koncentratu dodawano porcjami reszt¢ podtoza. W analogiczny sposob wykonano zele
placebo z B-CD. Uzyskane preparaty umieszczano w pudetkach aptecznych (PP). Zele

przechowywano w temp. 4°C przez okres nieprzekraczajacy 14 dni.

Masci

Podtoza do masci (tabele 16, 17, 20) wykonano metoda topienia statych
sktadnikow. Stosowano dwie metody taczenia sktadnikow — w mozdzierzu lub w
ungwatorze.

Wykonanie w mozdzierzu - do stopionej w parownicy wazeliny bialej i alkoholu
cetostearylowego wprowadzano mirystynian izopropylu potaczony wczesniej w zlewce
z parafing ciekla. Gorace ptynne podloze przenoszono do mozdzierza i mieszano
pistlem do uzyskania potstatej konsystenc;i.

Wykonanie w ungwatorze - do pojemnika od ungwatora przenoszono stopione w
parownicy sktadniki: wazeling biatg i alkohol cetostearylowy, dodawano mirystynian

izopropylu potaczony z parafing ciekta w zlewce. Gorgce ptynne podtoze mieszano przy
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uzyciu ungwatora do uzyskania konsystencji potstatej w temperaturze zblizonej do
pokojowej, stosujgc 3 poziom szybkos$ci przez 15 min.

Masci z NTG wykonano w nastepujacy sposob: rozcierano W mozdzierzu
substancje lecznicza (NTG-CD lub NTG-cP) z niewielka iloscig podtoza, a nastgpnie do
otrzymanego  koncentratu  dodawano porcjami reszt¢ podtoza.  Preparaty

przechowywano w pudetkach (PP) w lodowce.

Kremy

Podloza do kremu wykonano stosujac podtoze absorpcyjne (sposob wykonania
opisano powyzej) w wyniku emulgowania 20% wody. Wod¢ dodawano do podtoza w
mozdzierzu lub ungwatorze. W przypadku uzycia ungwatora sktadniki podtoza
potaczono mieszajac 2 min (poziom obrotéw — 5), a nastepnie dodawano odpowiednia
ilo§¢ wody ponownie mieszajac (2 min, poziom obrotow - 5). Substancje stale
inkorporowano, analogicznie jak w przypadku zeli i masci, w mozdzierzu. Skiad

kremo6w podano w tabeli 16.

7. BADANIA

7.1. DSC (roznicowa kalorymetria skaningowa)

Termogramy roznicowej kalorymetrii skaningowej (DSC) wykonano w Zespole
Pracowni Fizykochemicznych Uniwersytetu Gdanskiego. Wyznaczono termogramy
kompleksu inkluzyjnego NTG-CD oraz Zelu i masci zawierajacych 10% NTG-CD,
(preparaty MCD i ZCD- tabela 16). Probki NTG-CD (8 mg) lub badanych preparatow
(40 mg) ogrzewano od temp. 10°C do 400°C z szybkoscig 10°C/min. Pomiar
prowadzono wzgledem pustego tygla. Predkos$¢ przeplywu gazu nos$nego (argon)

wynosita 30 ml/min. Dane analizowano przy pomocy oprogramowania Origin Pro 7.5.

7.2. Badanie kinetyki uwalniania NTG z masci

Ze wzgledu na brak metody farmakopealnej badanie kinetyki uwalniania
prowadzono stosujac trzy rozne (dostgpne handlowo) aparaty do badania szybkosci

uwalniania. Badanie prowadzono z zastosowaniem:
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o teflonowej komory ekstrakcyjnej typu VanKel — aparat VK (ryc. 10 11),
e aparatu wg Mutimer — aparat MU (ryc. 12),
e komory dializacyjnej — aparat D (ryc. 13).

Doswiadczenia wykonano w uktadzie, w ktorym kompartment donora (mas¢)
oddzielono od kompartmentu akceptora (ptyn akceptorowy) potprzepuszczalng blong
dializacyjng (Cuprophan lub rgkaw dializacyjny). Btony przed badaniem poddawano
hydratacji (Metody, pkt. 1.3).

Badanie prowadzono w temp. 37 & 1°C. Jako ptyn akceptorowy stosowano wode
oczyszczong — 50 ml. Po 1, 3 i 6 h badania uwalniania pobierano probki ptynu
akceptorowego (2 ml). Pobrang objetos¢ plynu akceptorowego uzupelniano woda o
temp. 37°C. Stezenie NTG oznaczano stosujac metodg HPLC (Metody, pkt. 2.).

7.2.1. Komora ekstrakcyjna typu VanKel — aparat VK

Teflonowg komore ekstrakcyjng (ryc. 10) umieszczano w farmakopealnym
aparacie topatkowym do badania uwalniania. Zastosowano zlewki i fopatki o mniejszych
rozmiarach niz przeznaczone do badania tabletek (ryc. 11).

W komorze umieszczano odwazong probke o masie doktadnie ok. 1 g (warstwa o
grubosci ok. 3,2 mm). Powierzchnia uwalniania wynosita 3,17 cm?. Mas¢ przykrywano
btona dializacyjng dbajac o calkowite usuniecie powietrza. Predko$¢ obrotow mini-

topatki wynosita 50 rpm.
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Ryc. 10. Komora ekstrakcyjna stosowana w badaniu uwalniania (typu VanKel).

Srednica 43mm
 —
4— pojemnos$¢ zlewki - 200 ml
gbrna podstawa
288mm N |l o
\ 44— objetosc¢ plynu akceptorowego — 50 ml
: | < odlegtos¢ 1 cm
doina podstawa / ﬂ\ komora ekstrakcyjna

i VAR

masé membrana

Ryc. 11. Schemat budowy aparatu do badania uwalniania (typu VanKel).
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7.2.2. Komora typu Mutimer — aparat MU

Badanie prowadzono w komorze wykonanej z tworzywa sztucznego (ryc. 12),
znajdujacej si¢ w termostatowanej wytrzasarce z taznig wodna (37°C). Stosowano
szybko$¢ wytrzasania 50 cpm. W komorze umieszczano ok. 4 g preparatu tworzac
warstwe grubosci 1,2 mm. Powierzchnia wiasciwa uwalniania wynosita 37,9 cm® Na
preparat naktadano blong¢ — Cuprophan, dbajac by powietrze zostalo calkowicie

usunigte.

(¥
%;\? SN

objetos¢ ptynu akceptorowego — 50 ml

membrana

wysokos¢
60 mm

mas¢é

N
A\

srednica 116,4 mm

Ryc. 12. Aparat wg Mutimer (zdjecie stosowanego modelu doswiadczalnego

oraz schemat budowy komory).

7.2.3. Komora dializacyjna — Aparat D
Teflonowsg komore dializacyjng umieszczano w zlewce stanowigcej zbiornik
ptynu akceptorowego (50 ml), zlewka byta zewnetrznie termostatowana (37°C)

(ryc. 13). W trakcie badania komora obracata si¢ z szybko$cig 50 rpm. W komorze
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dializacyjnej umieszczano okoto 1 g preparatu. Z obu stron naktadano btone dializacyjna

(taczna powierzchnia dyfuzji wynosita 1,49 cmz).

dtugosc 25,3 mm

N
A4

masé

\ membrana

$rednica \ /

18,2 mm

Ryc .13. Komora dializacyjna — Aparat D (zdjecie stosowanego modelu doswiadcalnego
oraz schemat budowy komory).

7.3. Badania reologiczne

Badania wykonano metoda opisang w FP VIII w monografii 2.2.10 ,, Pomiar
lepkosci z uzyciem lepkosciomierza rotacyjnego (lepkosciomierz typu stozek-ptytka oraz
lepkosciomierz osiowy — Wrzeciono zanurzeniowe) ”.

Preparaty przechowywane w lodéwce (4°C) przed badaniem poddawano
ekwilibracji w celu uzyskania temperatury pokojowej (umieszczano na 4 h przed

badaniem w pomieszczeniu, w ktorym wykonywano test).
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Zastosowano wiskozymetr VT 550, pracujacy w uktadzie pomiarowym:
e wrzeciona zanurzeniowego (uktad pomiarowy FL 100),

e plytki-stozka (uktad pomiarowy PK 1°) (ryc. 14).

Ryc. 14. Reometr typu VT 550 — ukiad pomiarowy plytka-stozek.

Dane pomiarowe rejestrowano i analizowano przy uzyciu oprogramowania
Haake RheoWin 3.5 Data Manager. Analizowano krzywe lepkosci i krzywe plynigcia
wykonane przy zastosowaniu trybu CR (n = 6) oraz wyznaczano lepko$¢ dynamiczng
1 tiksotropi¢. Tiksotropia jest polem, wyznaczonym z rdéznicy W powierzchni pomiedzy
polem pod wstepujaca i zstepujaca krzywa plynigcia (petla histerezy), obrazuje
odwracalne (zalezna od czasu) zmiany struktury. W badaniach trwatosci dodatkowo
wyznaczano wartos¢ pola powierzchni pod wstgpujaca krzywa ptynigcia
(Pt-ptynigcie), charakteryzujace wewnetrzng struktore preparatu.

Wartos$cig mierzong jest warto$¢ naprezenia $cinajgcego w funkcji predkosci
$cinania, natomiast lepko$¢ dynamiczna wyznaczana byla posrednio na podstawie

nastepujacej zaleznosci [169, 170]:
n=t/y

gdzie:
1 - lepko$¢ dynamiczna [N/m? s = Pa - s]
T - naprezenie $cinajace [N/m? = Pa]

y - predko$¢ $cinania [s ']
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7.3.1. Badanie wlasciwosci reologicznych zeli - wuklad pomiarowy wrzeciona
zanurzeniowego
W trakcie badania w szklanej zlewce (80 ml) umieszczano okoto 50 ml probki
zelu, uwazajac, by nie powstawaty pecherze powietrza. Probki badano po 15 min, liczac

czas od momentu zanurzenia wrzeciona w probie.

Badanie wykonano stosujac nastepujace parametry:

. promien wirnika 11 mm

J wysokos$¢ wirnika 16 mm

o odleglos¢ topatki wirnika od $ciany zlewki ok. 10 mm

e zakres predkosci $cinania: od 0 do 10 s w czasie 120 s; krzywe plyniecia
uzyskano przy wzrastajacej predkosci (krzywe wstepujace) oraz po 5 S - przy
malejacej predkosci (krzywe zstepujace).

Zastosowany uktad wrzeciona zanurzeniowego umozliwiatl badanie hydrozeli, natomiast

niemozliwe bylo przy jego uzyciu badanie masci i kremow.

7.3.2. Badania wiasciwosci reologicznych masci 1 kreméw - uktad pomiarowy
ptytka-stozek
Na ptytke podstawowa nanoszono okoto 300 mg preparatu. Probki badano po

15 min (czas od momentu wypetnienia szczeliny ptytka-stozek).

Badanie wykonano stosujac nastepujace parametry:

. promien stozka 14 mm

J kat stozka 1°

e  szczelina 0,2 mm

o zakres predkosci $cinania: od 0,1 do 40 s™ w czasie 30 s; krzywe plyniecia
uzyskano przy wzrastajacej predkosci (krzywe wstepujgce) oraz po 5 s - przy
malejacej predkosci (krzywe zstepujace).

7.4. Obserwacje makroskopowe, badania organoleptyczne

Wizualnie i organoleptycznie oceniano ewentualne zmiany zabarwienia, zapachu
czy konsystencji (rozwarstwienie oraz rozsmarowywalno$¢ na skoérze). Wykonano

zdjecia preparatow.
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7.5. Obserwacja mikroskopowa i pomiar wielkosSci czastek

Dokonano oceny wizualnej preparatéw przy pomocy mikroskopu optycznego
wyposazonego w kamere cyfrowg. Na szkietko podstawowe nanoszono okoto 6 mg
probki. Przygotowywano po 3 preparaty mikroskopowe. Wybrane obrazy mikroskopowe
rejestrowano w postaci zdjec.

Wielko$¢ czastek badano stosujac  5-krotne powiekszenie. Przy uzyciu
oprogramowania MultiScan Base mierzono maksymalng dtugo$¢ kazdej z czastek. W
masciach i1 kremach zawierajacych NTG-cP w kazdym preparacie wybierano losowo
6 pol, w ktérych mierzono wielkos¢ wszystkich obecnych w danym polu czastek
o rozmiarach powyzej 10 pm. W preparatach zawierajacych NTG-CD (wicksza
zawarto$¢ czastek statych) wybierano losowo 3 pola. Obraz kazdego pola dzielono na
cztery ¢wiartkowe obszary (A, B, C, D). Wielko$¢ wszystkich czastek (> 10 pm)
mierzono w 2 obszarach (A, D). Zmiany w wielkoSci czastek kontrolowano w

przedziatach wielkosci: 10 — 30 um, 30 — 60 um, 60 — 90 um oraz > 90 um.

7.6. Badanie zawartosci NTG w masciach i kremach

Do szklanych kolbek stozkowych odwazano dokladnie ok. 250 mg masci.
Dodawano 25 ml 50% (obj./obj.) metanolu. Szczelnie zamknigte kolbki umieszczano w
fazni wodnej (temp. 50°C) na 30 min. Po uplywie 15 oraz 30 min zawartos¢ kolbek
intensywnie recznie wytrzasano (1 min). Nastepnie zawarto$¢ chtodzono 1 h w lodowce
1 saczono przez bibule filtracyjng do kolbek miarowych (25 ml). Przesacz uzupetiano
do objetosci 25 ml, poptukujac kolbke i saczek 50% metanolem [167]. Zawartos¢ NTG
w otrzymanych probkach (n = 4) oznaczono metoda HPLC (Metody, pkt. 2.).

7.7. Pomiar pH kremoéw

Do 1 g kremu dodawano 5 ml wody i wytrzasano energicznie (r¢cznie),
nastepnie ogrzewano w temp. 50°C przez 10 min (fiolki szczelnie zamknigte). Mieszano
przez kilkanascie sekund na wytrzasarce do probowek ,,Vortex” 1 pozostawiano na 1 h w

lodowce. Po przesaczeniu przez bibule filtracyjng badano pH otrzymanego przesaczu
(n=2).
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7.8. Badania trwalos$ci masci i kremow

Badano masci 1 kremy serii T (MCD, McP, KCD, KcP) o sktadzie podanym w
tabeli 16 (Metody, pkt. 6.). Masci i kremy przechowywano w lodowce (temp. 4°C) i w
szafach klimatycznych (25°C/60% RH i w 40°C/75% RH). Naczynka umieszczano w
kartonowych pudetkach, w celu zabezpieczenia probek przed wptywem $wiatla.

Preparaty analizowano bezposrednio po wykonaniu (t = 0) i po uptywie 1, 3, 6
i 12 miesigcy przechowywania - w warunkach badania dlugoterminowego i w
warunkach przyspieszonego starzenia (tabela 21) [168].

W przypadku preparatow przechowywanych w temp. 4°C i 25°C badano
kinetyke uwalniania NTG (pkt. 7.2.1.), zawarto§¢ NTG (pkt. 7.6.), wielko$¢ czastek
zawieszonych (pkt. 7.5.) oraz oceniano wyglad (pkt. 7.4.). Mierzono takze pH kremow
(pkt. 7.7.). Natomiast w przypadku preparatow przechowywanych w temp. 40°C badano

tylko zawarto$¢ substancji czynnej oraz oceniano wyglad.
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Tabela 21. Schemat badan trwalosci masci i kremow

Warunki

Badanie

Preparaty — czas badania (miesigce)

MCD i McP

KCD i KcP
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W badaniach szybko$ci uwalniania zastosowano teflonowa komore¢ ekstrakcyjng
typu VanKel. Wykonano 6 powtdrzen dla kazdej proby, wyznaczono wartosci $rednie oraz
odchylenia standardowe.

W badaniach reologicznych zastosowano uktad pomiarowy ptytka-stozek (uktad
pomiarowy PK 1°), stosujac warunki badania podane w punkcie 7.3.2. Lepkos$¢
dynamiczng wyznaczono przy predkosciach $cinania: 2,3 1 20 s, Wyznaczono réwniez
warto$¢ tiksotropii oraz pole powierzchni pod krzywa ptyniecia.

Dodatkowo okreslono wplyw S$wiatta dziennego na zmian¢ zabarwienia masci
i kreméw w warunkach pelnej ekspozycji (fiolka szklana). Probki przechowywane w

temperaturze pokojowej ($rednia ok. 20°C) obserwowano przez okres 30 dni.

8. BADANIE PRZEZSKORNEJ PENETRACJI NTG W
WARUNKACH EX VIVO

Za zgoda Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzetach w badaniach
wykorzystywano skore ludzka pochodzaca ze zwlok. Badania prowadzono z uzyciem
skory pochodzacej z klatki piersiowej (okolice mostka). Dawcami byly kobiety w wieku
30 - 45 lat.

8.1. Przygotowanie skory i ekwilibracja ukladu

Bezposrednio po pobraniu skoéry usuwano tkanke podskorna, skoére ptukano z
uzyciem 0,9% NaCl, osuszano, a nastgpnie zamrazano W temp. - 35°C do czasu badania.
Przed uzyciem skore rozmrazano W temperaturze pokojowej, oceniano integralnosé¢
warstwy naskorka (brak uszkodzen mechanicznych) przy uzyciu lupy, stosujac 8-krotne
powiekszenie.

Wycigte fragmenty skory ptukano w roztworze 0,9% NaCl, osuszano na bibule 1
umieszczano w teflonowych komorach przeptywowych typu Bronaugh o powierzchni
przenikania 0,64 cm? (ryc. 15). Komory termostatowano zewngtrznym panelem
grzewczym o temp. 37°C i utrzymywano ciagly przeptyw ptynu (0,9% NaCl z dodatkiem
0,005% azydku sodu, jako $rodka konserwujacego). Przeplyw plynu akceptorowego
(7 ml/h) utrzymywano za pomoca pompy perystaltycznej. Po 3 h ekwilibracji nanoszono

preparat.
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Ryc. 15. Komory przeplywowe stosowane w badaniu przenikania przez skore (typu Bronaugh)

a) — przed umieszczeniem skory, b) —w trakcie badania przenikania

8.2. Badanie przenikania NTG do skory i przez skore

Zawiesina wodna
Na powierzchni¢ skéry (0,64 cm?) nanoszono 0,5 ml zawiesiny zawierajacej

8,0 mg/ml NTG-cP (co odpowiadato 1,0 mg NTG). Po 3 h zawiesing usuwano i ptukano
5-krotnie powierzchni¢ skory za pomocg 200 pul wody. Analizowano zawartos¢ NTG w
tkance (pkt. 8.3.) i w ptynie akceptorowym metoda HPLC (Metody, pkt. 2.).

Doswiadczenia wykonano 5-krotnie.

Masci i kremy
Na skore aplikowano za pomocg strzykawki (poj. 2 ml) okoto 400 pl masci MCD

lub kremu KCD (odpowiednio 0,45 £ 0,09 g masci z NTG-cP, 0,52 + 0,04 g masci z NTG-
CD oraz 0,31 + 0,03 g kremu z NTG-cP lub NTG-CD). Po 5 h usuwano preparat z
powierzchni skoéry przy pomocy szpatutki i wacika. Powierzchni¢ skory ptukano 3-krotnie
porcjami po 200 ul metanolu i 2-krotnie stosujac 200 ul wody. Analizowano zawarto$é
NTG w tkance (pkt. 8.3.) i w ptynie akceptorowym metodg HPLC (Metody, pkt. 2.).
Doswiadczenia wykonano przynajmniej 5-krotnie.

8.3. Oznaczanie zawartosci NTG w skorze ludzkiej

Zawiesina
Skére usuwano z komor, osuszano bibulg 1 wycinano z niej fragmenty

odpowiadajgce powierzchni przenikania. Dzielono je na dwie czeSci, po czym kazdg
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wazono. Jedng cze$¢ umieszczano w fiolkach ze szkla oranzowego, dodawano 1,0 ml
metanolu i poddawano 2-krotnej ekstrakcji, wytrzasajac 24 h w temperaturze pokojowe;j.
W celu separacji skory wlasciwej, druga czes¢ zanurzano na 1 min w wodzie o temp. 60°C,
a nastgpnie za pomocg pincety oddzielano naskorek. Naskorek i skorg wiasciwa wazono,
umieszczano w osobnych fiolkach. Fragmenty naskorka, uzyskane z 2 — 3 eksperymentow,
umieszczano w jednej fiolce oznaczajac w nich sumaryczng zawartos¢ NTG, natomiast
skore wiasciwg analizowano w pojedynczych fragmentach. Dodawano 1,0 ml metanolu i
poddawano dwukrotnej ekstrakcji (wytrzasarka, 24 h, temp. pokojowa). Stezenie NTG w
ekstraktach metanolowych oznaczano metoda HPLC (Metody, pkt. 2.).

Kremy i masci
Skore usuwano z komor, osuszano bibulg i wycinano z niej fragmenty

odpowiadajagce powierzchni przenikania. Fragmenty skory wazono i umieszczano
pojedynczo w fiolkach ze szkta oranzowego, poddawano dwukrotnej ekstrakcji zgodnie z
procedurg opisang powyzej. Stezenie NTG w ekstraktach oznaczano metoda HPLC
(Metody, pkt. 2.).

9. OCENA STATYSTYCZNA UZYSKANYCH WYNIKOW

Analize statystyczng dla pordéwnania profili uwalniania (wartosci w danych
punktach czasowych) oraz przenikania NTG do skéry wykonano przy uzyciu testu
t-Studenta (program Microsoft Excel). Weryfikacj¢ hipotez przeprowadzono na poziomie

istotnosci p < 0,05.
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1. ANALIZA NTG W ROZTWORACH WODNYCH

1.1. Rozpuszczalnosé¢ NTG

Na ryc. 16 przedstawiono wyniki badania rozpuszczalno$ci NTG, w zaleznosci czy
wystepowata w formie skompleksowanej, czy w formie rozcierki. Zmiany st¢zenia NTG w

roztworze oznaczano w czasie 24 h, w temp. 37°C (Metody, pkt. 3.1.).

- B
1.9 4
1.7 4 1,60 1.57
1.5
E == NTG-cP
B 1.3
g —&— NTG-CD
1.1
0.0 0,83
0.7
0.5 T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 § 10 12 14 16 18 20 22 24
czas [h]
AN

Ryc. 16. Rozpuszczalnos¢ NTG w zaleznosci od formy: rozcierka (NTG-CP)
lub kompleks inkluzyjny (NTG-CD) (X £ SD; n = 3).

Uzyskane wyniki pozwalaja stwierdzi¢, ze po 6 h st¢zenie frakcji rozpuszczonej
osiggneto warto$¢ maksymalng. Rozpuszczalno$¢ wyniosta odpowiednio 1,6 mg/ml i 1,1
mg/ml, dla NTG-cP i NTG-CD. B-CD (10%) obniza rozpuszczalnos¢ NTG o okoto 30%
wzgledem formy nieskompleksowane;.

Dodatkowo w przypadku kompleksu inkluzyjnego NTG-CD obserwowano po 24 h

obnizenie rozpuszczalnosci NTG.
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1.2. Hydroliza NTG

W celu okreslenia produktow rozktadu oraz mozliwosci ich oznaczania metoda
HPLC, przeprowadzono hydroliz¢ kwasng i alkaliczng skompleksowanej formy NTG
(NTG-CD) w warunkach stresowych (Metody, pkt. 3.2.1.).

Chromatogram roztworu wodnego NTG-CD (przed hydroliza) przedstawia ryc. 17
a, natomiast chromatogramy NTG po hydrolizie kwasnej oraz alkalicznej przedstawiono

naryc.17bic.

a) mono- i diazotany
— zanieczyszczenie substancji

N 1 3

\NTG

b)

a:

11 .34 mono- i diazotany

\ — produkty hydrolizy kwasnej

NTG

.

iy \ niezidentyfikowane produkty

hydrolizy alkalicznej

Ryc. 17. Chromatogramy roztworéw NTG-CD (NTG 100 ug/ml): przed hydrolizg ()
i po przeprowadzeniu hydrolizy kwasnej (b) lub alkalicznej (c); (t. NTG = 11,3 min).

W wyniku hydrolizy w $§rodowisku kwasnym powstajg glownie mono- i diazotany,
natomiast w wyniku hydrolizy alkalicznej produkt koncowy stanowi alkohol — propanotriol
i jony azotowe (reakcja moze przebiega¢ z produktami posrednimi — powstaja ketony i

jony azotowe) [14].
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Analiza chromatograficzna substancji czynnej wykazata wystepowanie niewielkich
pikow mono- i diazotanow (stanowigcych do 1,5% powierzchni piku NTG) $wiadczacych
0 zanieczyszczeniu substancji wyjsciowej produktami degradacji NTG (ryc. 17 a).

W przypadku hydrolizy alkalicznej, w zastosowanych warunkach analizy HPLC nie
udato si¢ okresli¢ produktow rozkladu, natomiast mono- i diazotany powstale na skutek
hydrolizy kwasnej charakteryzuja si¢ czasem retencji krotszym od NTG, mieszczacym si¢

w zakresie od 4 do 5 min (ryc. 17).

1.3. Trwalos¢ NTG w roztworach wodnych

Badano trwato$¢ roztworow wodnych NTG (NTG-cP lub NTG-CD) o stezeniu
20 pg/ml i 100 pg/ml, przechowywanych w temp. 25°C lub 40°C (Metody, pkt. 3.2.2.).
Wyniki oznaczania zawartosci NTG w czasie do 6 lub 12 miesigcy przedstawiono
w tabeli 22.

Tabela 22. Zawartosé¢ NTG [% zawartosci poczgtkowej] w roztworach wodnych
NTG-CD i NTG-cP przechowywanych w temp. 25°C i 40°C (n > 2)

Stezenie | 40°C 25°C
Zas
[ng/ml] NTG-CD NTG-cP NTG-CD NTG-cP
1 m-c 90,8 88,7 98,2 91,2
20 3m-c 78,5 73,0 91,3 84,4
6 m-c 39,1 48,5 53,5 87,2
1 m-c 97,0 96,3 97,4 100,3
3m-c 91,3 88,2 96,4 94,4
100
6 m-c 83,7 84,1 76,7 92,6
12 m-c 74,4 80,9 66,8 91,1

Zarowno w przypadku NTG-CD jak i

NTG-cP w roztworach wodnych

obserwowano rozklad substancji czynnej w czasie przechowywania, przy czym byt on
szybszy w temp. 40°C. W czasie do 3 miesiecy, niezaleznie od temperatury
przechowywania, spadek

stezenia NTG w roztworach NTG-CD byl mniejszy

(20 pg/ml) lub porownywalny (100 pg/ml) z obserwowanym w roztworach z NTG-cP.
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Wyniki uzyskane po 6 oraz 12 miesigcach przechowywania roztworow
NTG-CD w temp. 25°C, moga wskazywac na przyspieszony rozktad substancji czynnej w
srodowisku wodnym w obecno$ci B-CD. Moze to jednak wynika¢ z faktu, iz w niektorych
probkach roztworéw NTG-CD po 6 miesigcach przechowywania obserwowano oznaki
wzrostu bakterii lub grzybow, niewystepujace w przypadku roztworow NTG-CP.

Piki produktow hydrolizy kwasnej (t = 4-5 min) rejestrowane na chromatogramach
po 6 miesigcach stanowity od 2,9 do 5,5% powierzchni piku NTG. W roztworach
bezposrednio po przygotowaniu mono- i di azotany stanowily do 2% powierzchni piku

NTG, nie obserwowano wigc znaczacego wzrostu zawartosci tych produktow.

1.4. Szybkos¢ uwalniania NTG z kompleksu

Badania przeprowadzono z uzyciem membrany dializacyjnej, w dwoch réznych
aparatach: w komorze Franza i w komorze wertykalnej (Metody, pkt. 3.4.), a wyniki
przedstawiono na ryc. 18. Przedstawiono profile uwalniania NTG jako zalezno$¢ ilosci
uwolnionej substancji czynnej (pg/cmz) od czasu oraz podano szybko$¢ uwalniania
(ng/cm®/h) w przedziatach czasowych: 0-1h,1-3hi3—6h.

Szybko$¢ uwalniania NTG z zawiesiny NTG-CP (2 pg/ml NTG) byta podobna w obu
aparatach (F 1 W) 1 malala w czasie. Uwalnianie NTG z zawiesiny NTG-CD byto
wolniejsze (2- lub 3-krotnie) i zalezato od typu aparatu.

W przypadku rozcierki NTG-cP uzyskano zblizong szybko$¢ uwalniania w obu
komorach, natomiast uwalnianie z zawiesiny NTG-CD przebiega z r6zng szybkoScig w
zaleznosci od uzytej komory. 2-krotnie szybsze uwalniamie w komorze wertykalnej W,
obserwowane jest prawdopodobnie dlatego, ze w aparacie Franza nie ma mieszania w
komorze donora. Ze wzgledu na rézng ilo§¢ substancji stalej w zawiesinie NTG-cP i
NTG-CD (odpowiednio 6 mg i 80 mg) oraz r6zng strukture osadu, mniejsza szybko$¢
uwalniania z kompleksu prawdopodobnie jest roéwniez wynikiem braku mieszania

zawiesiny w komorze donora w aparacie Franza.
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Ryc. 18. Profil uwalniania NTG (@) oraz szybkos¢ uwalniania
w przedziatach czasowych (b) z zawiesin: NTG-CD lub NTG-cP w komorze Franza (F)

lub komorze wertykalnej (W) (n = 2).

2. TABLETKI PODJEZYKOWE

Tabletki placebo

Wykonano dla tabletek placebo (Metody, tabela 13) wstepne badania wptywu

substancji rozsadzajacej na czas ich rozpadu.
Dla tabletek o twardosci do 100 N mozliwe bylo uzyskanie czasu rozpadu ponizej

100 s w przypadku zastosowania wszystkich czterech substancji rozsadzajacych (tabela
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23). Najszybszy rozpad uzyskano stosujac substancje pomocnicze: Starch 1500 (10%),
Ac-Di-Sol (2%) oraz Vivastar (5%).

Tabela 23. Wplyw rodzaju substancji rozsadzajgcych oraz ich stezenia na wiasciwosci

organoleptyczne i fizyczne tabletek podjezykowych (n = 3)

Substancja Placebo I (CD) Placebo 11 (bez CD)
Czas . Czas .
. | Stezenie | Twardosé¢ Odczucie | Twardos¢ Odczucie
ROLPE] [%%6] [N] roz[p; ;:ldu ziarnistosci” [N] roz[p; ?du ziarnistosci*
Ac-Di-Sol 2 60 44 +++ 81 26 +++
4 91 60 +++ 82 49 +++
8 100 115 ++++ 84 78 ++++
Starch 1500 2 72 84 ++ 67 124 ++
5 91 63 ++ 63 32 ++
10 85 44 ++ 68 24 ++
Vivastar 5 89 97 + 55 28 4+
10 86 94 + 60 34 +
15 80 97 + 63 52 +
StarLac 74 35 30 A
99 56 36 +

* - odczucie ziarnisto$ci (+ nieznaczne, ++++ bardzo intensywne)

Ze wzgledu na bardzo duze odczucie ziarnisto$ci, pomimo szybkiego rozpadu juz
przy stgzeniu 2%, formulacja z Ac-Di-Sol zostala odrzucona. Zrezygnowano rowniez z
zastosowania ultraamylopektyny (Vivastar), gdyz w tym przypadku czasy rozpadu
uzyskane dla tabletek z CD byly relatywnie dlugie w poréwnaniu do formulacji
zawierajacych skrobi¢. Preparaty wykonane z uzyciem Starch 1500 lub StarLac
charakteryzowaty si¢ zaréwno krotkim czasem rozpadu in vitro, jak i odpowiednimi
parametrami aplikacyjnymi (Metody, pkt. 5.1.1. i 5.2.). W przypadku skrobi konieczne jest
jednak wuzycie wyzszych stezen substancji rozsadzajacej. Czas rozpadu tabletek
wykonanych z dodatkiem 2% Starch 1500 przekraczat 2 min i byt najdtuzszy sposréd
wyznaczonych wartosci, jednakze w przypadku zwigkszenia ilo$ci tej substancji do 10%
rozpad nastgpowal bardzo szybko, nawet w ciggu 24 s (bez CD).

Ze wzgledu na brak kontroli nacisku w czasie kompresji, tabletki serii prébnej w

sposob istotny rdznig si¢ twardos$cia, z tego wzgledu niemozliwe jest doktadne okreslenie
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wptywu dodatku B-CD (w stezeniu 25%) na skuteczno$¢ dzialania substancji
rozsadzajacych.

Na podstawie wynikéw badan wstepnych wytypowano dwa $rodki rozsadzajace,
Starch 1500 i StarLac. Dla tabletek placebo (tabela 24) o wybranym sktadzie wyznaczono
czas rozpadu in vivo i in vitro (Metody, pkt. 5.1.2. i 5.1.3.). Wyniki zostaly przedstawione
w tabeli 24.

Tabela 24. Czas rozpadu in vitro i in vivo wybranych tabletek placebo

Czas rozpadu

Substancja Stezenie Symbol Substancja
rozsadzajaca [%6] tabletek stabilizujaca| In vitro In vivo
10 P1-11 B-CD 34 91 £ 13
Starch 1500 10 P2-11 cP 24 109 + 28
75 P5-11 B-CD 44 32+17
StarLac 95 P6-I] cP 42 30+ 15

Czas rozpadu tabletek wykonanych ze Starch 1500, wyznaczony in vitro, byt
krotszy od uzyskanego dla tabletek zawierajacych StarLac, zwlaszcza w przypadku
P6-11. Natomiast in vivo krotszy czas rozpadu wyznaczono dla tabletek zawierajacych
StarLac i byt on podobny do wyznaczonego w warunkach in vitro.

Podobnie jak doswiadczenia in vitro, badania in vivo wskazuja, ze duza zawarto$é
CD nie wptywa w sposob znaczacy na proces rozpadu tabletek. W badaniach in vivo
probanci mieli wytypowac¢ formulacj¢ o najlepszych cechach aplikacyjnych, w wigkszos$ci
przypadkow (75%) preferowane byty tabletki zawierajgce StarLac (krotszy czas rozpadu w
jamie ustnej, lekko stodkawy smak oraz minimalne odczucie ,,piasku’). Rodzaj stosowanej
substancji stabilizujacej (cP lub CD) nie mial istotnego wplywu na preferencje pacjentow,

chociaz w przypadku tabletek z CD za korzystny uznano lekko stodkawy smak.

3. BADANIE TRWALOSCI TABLETEK Z NTG

Przeprowadzono krotkoterminowe badania stresowe na ptytce Petriego, a takze
wlasciwe badania trwato$ci - w warunkach odpowiadajacych testowi przyspieszonego
starzenia (6 m-cy) oraz w warunkach testu dlugoterminowego (12 m-cy) zgodnie z
wytycznymi EMEA (Metody, pkt. 5.6.).
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W tabeli 25 przedstawiono wiasciwosci fizykochemiczne dwoch serii tabletek

z NTG (Metody, pkt. 5.).

Tabela 25. Wiasciwosci dwaoch serii (11 11) tabletek z NTG-CD lub NTG-cP

Substancje _ Wiasciwosci _
Formulacja | rozsadzajacai | Seria NaC|s£< Twardo$¢ | Masa Costls Zawartgsc
wypelniajaca [kN] [N]* [ma] rozpadu NTG
[s] [%0]
| 3,2 64 106,6 100 105,2
CD/A StarlLac 60; 69 +14
I 3,2 40 101,2 270 104,5
2,6:4,0 +7 +1,5
| 3,2 34 105,3 40 108,3
cP/A StarlLac 35; 43 +17,]
I 3,7 32 98,4 52 119,7
2,9:4,2 +0,6 +20
3,6 38 100,8 140 95,8
CD/B ?;%rlg:‘oig%% ' 28:43 | =11
I 6,4 41 100,9 95 95,7
54:79 +2 +1,4
| 8,1 43 97,6 38 108,0
cP/B Starch 1500 41; 46 +1,7
Tabletosa 80 I 8,6 32 99,8 38 117,8
7,8;9,3 +5 +1,1

* podano wartosé sredniq lub minimalng i maksymalng (n = 20)
** 9% zawartosci teoretycznej

Tabletki charakteryzowaty si¢ twardoscia w zakresie od 30 do 40 N (wyjatek
stanowita fomulacja CD/A serii I - 60 N), uzyskang przy zastosowaniu odpowiedniego
nacisku w trakcie procesu tabletkowania. Nacisk wynidst od 3 do 9 kN, odpowiednio dla
serii CD/A < CP/A < CD/B < CP/B . Nacisk konieczny do otrzymania tabletek o twardo$ci
okoto 40 N byt wyzszy w przypadku zastosowania aglomerowanej laktozy (Tabletoza 80) i
Starch 1500 (formulacja B). Zaobserwowano rowniez, ze w przypadku formulacji B nieco
wyzsze wartosci sity byly konieczne do sprasowania tabletek zawierajacych krospowidon,
natomiast zastosowana forma substancji czynnej nie wplywata na nacisk w trakcie
tabletkowania mas zawierajacych StarLac. Wszystkie tabletki, z wyjatkiem CD/A serii II,

charakteryzowat krotki (ponizej 2 min) czas rozpadu in vitro.
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Trwatos¢ chemiczna

Wyniki badan stresowych przedstawiono na ryc. 19. W warunkach bezposredniej
ekspozycji tabletek na wysokg wilgotno$¢ powietrza (75%) oraz podwyzszong temperature
(40°C), dochodzi do gwaltownego spadku zawartosci NTG. Chociaz proces ten jest
wolniejszy przy zastosowaniu formy kompleksu inkluzyjnego, to jednak po uptywie 30 dni

w warunkach stresowych pozostato mniej niz 10% leku w tabletkach z NTG-CD.

s ~
a5
'0,
[%I 30,1
30 14 dni
o5 @30 dni
20
14,4
15 :
10 -
5 .
037 0,26 0,88 0,44
0 + . : : - |
CD/A CcD/B cP/A cP/B
| J

Ryc. 19. Zawartos¢ NTG w tabletkach [% zawartosci poczgtkowej] po 14 i 30 dniach

przechowywania w warunkach bezposredniej ekspozycji na warunki

klimatyczne 40°C i 75%RH (X £ SD, n = 3).

Gdy uzyto cP jako czynnika stabilizujacego NTG, juz po uptywie 14 dni w
tabletkach znajdowano mniej niz 1% poczatkowej dawki leku. Dodatkowo w trakcie
przechowywania zaobserwowano w tabletkach z NTG-cP pojawienie si¢ zmian na
powierzchni — pojedyncze zgrubienia pojawily si¢ po 14 dniach, a po 30 dniach cata
powierzchnia byta grudkowata. Proces ten byl bardziej widoczny w formulacji B
(Tabletoza i Starch 1500).

Wyniki badan dlugoterminowych przedstawiono na ryc. 20. Na ich podstawie
stwierdzono, ze po uptywie 6 miesiecy spadek zawartosci NTG byt znaczny we wszystkich
tabletkach przechowywanych w 40°C, przy czym do obnizenia zawartosci NTG najwolniej
dochodzito w formulacji CD/B - po 3 miesigcach zawarto$¢ nie ulegla zmianie, natomiast

po 6 miesigcach ubytek zawartosci przekraczat 20%. Tabletki zawierajace Starch 1500 i
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NTG-cP okazaly si¢ najmniej trwate (po 6 miesigcach zawartos¢ wynosita niecate 50%

wartosci poczatkowej).

. R
o - [ 40°crrs ru )
%] 99.4 B0 m-c
100 O3 m-c
a0 - 6.4 || O6m-c
| 78,2 76.6
80 73.0 I
-0 68.9
L]
60 - -
H 48,1
50 + _1_! -
40 - -
30 N T T T
cP/A CD/A cP/B cD/B
% StarLac Starch 1500 y
4 r 7)
10 25°C/60% RH ] Bom-c
[%] 100 \. 98.0 a6 m-c
012 m-c
88,7 88.6 a7 9
90 - .
80,2 [T]
501 73,3 1 -
-0 68.9 -
] o]
60 -
50 -
40 -
30 T T T T
cP/A CD/A cP/B CD/B
\ StarLac Starch 1500 )

Ryc. 20. Wptyw substancji pomocniczych na zawartos¢ NTG [% dawki poczgtkowej]
w tabletkach zawierajgcych NTG-CP lub NTG-CD przechowywanych w 25°C i 40°C
(StarLac - formulacja A i Starch 1500 - formulacja B) (x +SD; n = 3).

Rozktad NTG w tabletkach zachodzi wolniej w temp. 25°C. Réwniez w tej
temperaturze najwyzsza trwato$¢ NTG uzyskano w tabletkach zawierajacej Starch 1500 i
NTG-CD, jednakze po 12 miesigcach rowniez w tym przypadku ubytek NTG przekraczat
10%.
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W formulacji zawierajgcej StarLac nie obserwowano istotnych réznic w trwatosci
NTG pomiedzy formg rozcierki a kompleksu, a ubytek substancji czynnej po 12
miesigcach nawet w temperatura pokojowej wynosit 20% lub wigce;.

Zastosowana metoda HPLC (Metody, pkt. 2.), pozwalata na oznaczanie produktéw
rozktadu NTG (ryc. 17). W tabletkach bezposrednio po sporzadzeniu pole powierzchni
glownego piku produktéw rozktadu (azotan 2,3-dihydroksy-1-propanolu i azotan
2,2-dihydroksy-1,3-propanodiolu) stanowito 0,8 — 2,0% pola powierzchni piku NTG. Po
12 miesigcach przechowywania w temp. 25°C warto$¢ ta wynosita 1,4 — 2,0%, natomiast
dla tabletek przechowywanych w temp. 40°C po 6 miesigcach 3.8 - 5,7%. Nie udalo si¢
jednak na tej podstawie ustalic zalezno$ci pomigdzy sktadem uzytych substancji

pomocniczych, a wystepowaniem produktéow rozktadu.

Trwalosé fizyczna
Trwalo$¢ fizyczng tabletek podjezykowych oceniano na podstawie pomiaru:
twardosci, czasu rozpadu oraz kontroli masy (Metody, pkt. 5.). Uzyskane wyniki

przedstawiono w tabeli 26.

Tabela 26. Wlasciwosci fizyczne tabletek podjezykowych z NTG (X +SD, n=6) przechowywanych w
temp. 40°C (6 m-cy) lub 25°C (12 m-cy)

Parametr | Czas [m-c] [ Temp. [°C] CD/A cP/A CD/B cP/B
t=0 25 1012+15| 984+20 [1009+14| 998+11
IEA”?ES]? t=12 25 101,1+13 | 981+1,1 |1020+27| 988+1,7
t=6 40 1030+26 | 99,0+2,6 |1005+3,7|100,0+1,6
t=0 25 40+7 32+06 41+2 32+5
Tw‘t‘,fl‘]l"éé t=12 25 37+7 3742 44 +2 28+ 4
t=6 40 23+1 25+2 24+ 2 21+06
t=0 25 215 + 65 43+8 43+31 31+6
rozg;gz[s] t=12 25 139 + 42 43+ 10 72+ 22 23+5
t=6 40 59+ 30 31+9 47+ 15 8+5

Nie obserwowano zmian masy przechowywanych tabletek. W zadnym z badanych
typow tabletek przechowywanych w temp. 25°C przez okres 12 miesi¢cy nie obserwowano
istotnych zmian w twardosci. Natomiast w prébach przechowywanych w temp. 40°C

dochodzito do obnizenia twardoséci, a zmiany te zalezaly od uzytej formy substancji
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czynnej. W przypadku tabletek zawierajagcych kompleks NTG-CD twardos¢ zmalata
dwukrotnie, niezaleznie od uzytych substancji pomocniczych, podczas gdy w formulacji
zawierajace] NTG-cP twardo$¢ obnizyla si¢ tylko o okoto 20%.

Czas rozpadu (in vitro) ulegt skroceniu w dwoch formulacjach: tabletkach CD/A
zawierajacych StarLac oraz tabletkach cP/B zawierajacych Starch 1500, przy czym zmiana
ta byla wigksza w preparatach przechowywanych w temp. 40°C. Na podstawie uzyskanych

wynikow nie mozna jednak skorelowa¢ zmian twardosci tabletek ze zmiang czasu rozpadu.

4. MOZLIWOSC ZASTOSOWANIA DSC W OZNACZANIU
KOMPLEKSU NTG-CD W MASCIACH

Ryc. 21 przedstawia termogram (zerowego i pierwszego rzgdu) otrzymany dla
kompleksu inkluzyjnego NTG-CD (Metody, pkt. 7.1.). Na krzywej zerowego rzgdu
wystepuja trzy piki - dwa piki endotermiczne o maksimach w temp. 114°C (245 J/g) i
304°C (14 J/g) oraz jeden egzotermiczny w temp. 217°C (-39 J/g). Pik endotermiczny o
maksimum przy 114°C zwigzany jest z dehydratacja wody krystalizacyjnej
cyklodekstryny. Charakterystyczny dla kompleksu NTG-CD pik egzotermiczny wystepuje
przy 217°C [103], natomiast w temp. 304°C dochodzi do rozktadu p-CD [102]. Widmo |

rzgdu potwierdza rozmieszczenie pikow.

] DDSC ImW/mg/min|

[ NTG-CD

O']‘[qd f11218.7°C 04

|
{ i 113122°c
/ | 02
/ |

/“/
rd
/ : |
\ [11218.3°C / )
/, \ e - "// \/,— \“. 04 |
// / N\ / ‘i .
0 \\v». /

I-rzad

Ryc. 21. Termogram DSC zerowego i pierwszego rzedu wykonany
dla kompleksu inkluzyjnego NTG-CD.
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Na

absorpcyjnego oraz hydrozelowego, przedstawionych na ryc. 22, brak jest piku
egzotermicznego (217°C) charakterystycznego dla kompleksu NTG-CD, wystepuja
natomiast piki pochodzace od sktadnikéw podtoza. W przypadku hydrozelu dominuje pik
egzotermiczny o maksimum w temp. 129°C (1199 J/g), bedacy wynikiem dehydratacji
podioza probki, natomiast w masci obserwujemy piki przemian fazowych skladnikoéw

lipofilowych: pojedynczy pik o maksimum w 40°C (38 J/g) oraz ztozony przy temp. 151°C

termogramach kompleksu

inkluzyjnego

inkorporowanego do podioza
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Ryc. 22. Termogramy DSC zerowego i pierwszego rzedu wykonane dla zelu i masci absorpcyjnej

zNTG-CD.
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5. BADANIE UWALNIANIA NTG Z MASCI, KREMU I ZELU

5.1. Uwalnianie z masci

Profile uwalniania NTG z masci absorpcyjnej, o sktadzie podanym w tabeli 16
(str. 69), przedstawiono na ryc. 23 (Metody, pkt. 7.2.1.).

~
20 [ Aparat VK |

[%] —A—MF

4,51
0 1 2 3 4 5 6 czas [h]
a) - y
4 ™
30
mO-1h 26.2
217
S
E 137
K 11.6
4
MCD McP MF
b) y

Ryc. 23. Profil uwalniania NTG (@) oraz szybkos¢ uwalniania
w przedziatach czasowych (b) Z masci absorpcyjnej zawierajgcej: NTG-CD (MCD),
NTG-cP (McP) lub mieszanine fizyczng (NTG-cP + CD) (MF) (X = SD, n > 3).
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Szybkos$¢ uwalniania NTG z masci zawierajagcej NTG-cP jest stosunkowo duza - w
czasie 6 h uwolnieniu ulega okolo 16% NTG. Szybkos$¢ uwalniania NTG z masci
zawierajacej NTG-CD jest odpowiednio prawie trzykrotnie (2,8-razy) i prawie
czterokrotnie (3,6-razy) mniejsza od szybkosci uzyskanej dla mieszaniny fizycznej (NTG-
cP + B-CD) i formy nieskompleksowanej (NTG-cP).

Oceniono wptyw dodatku mirystynianu izopropylu oraz wptyw rodzaju uzytego
emulgatora (alkohol cetostearylowy lub Empiwax) na uwalnianie NTG z masci. Sktad
preparatow) (M1CD, M2CD, M3CD i M1cP, M2cP, M3cP) podano w tabeli 17 (str. 69).
Wyniki przedstawiono na ryc. 24.

W preparacie z NTG-CD zastosowanie Empiwaxu (M3) powodowato istotny
wzrost (p<0,05) uwalniania NTG wzglgdem preparatu zawierajacego alkohol
cetostearylowy (M2), natomiast obecno$¢ mirystynianu izopropylu (M1) nie zmieniata
Kinetyki uwalniania. Rodzaj zastosowanego emulgatora nie mial wptywu na uwalnianie
NTG z masci zawierajacej substancj¢ czynng w formie rozcierki (NTG-cP) - kinetyka
uwalniania z preparatu M2 i M3 jest zblizona, a jedyniec w pierwszej godzinie badania
obserwowano niewielkie (istotne statystycznie; p<0,05) réznice pomiedzy formulacjami.
W przeciwienstwie do masci zawierajacej form¢ skompleksowana NTG, w preparacie z
rozcierka NTG-CP obecno$¢ mirystynianu izopropylu (M1) w istotny sposob zwigksza
szybkos$¢ uwalniania.

W celu dalszego wyjasnienia obserwowanych roznic porownano ilos¢ wody
zaabsorbowanej przez podtoze w trakcie 6 h badania uwalniania. W masciach
zawierajacych zarowno NTG-CD, jak i NTG-cP (niezaleznie od rodzaju uzytego
emulgatora, M2 i M3), ilo$¢ wchtonigtej przez podtoze wody byta niewielka - wyniosta od
3 do 4%.
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Ryc. 24. Profile uwalniania NTG z masci absorpcyjnych zawierajqcych NTG-CD
lub NTG-cP (x =SD, n=3):

M1 — masé z alkoholem cetostearylowym i mirystynianem izopropylu;

M2 — mas¢ z alkoholem cetostearylowym,; M3 — mas¢ z Empiwaxem.

5.2. Uwalnianie z kremu

Na ryc. 25 przedstawiono profile uwalniania NTG z kreméw w/o obserwowane w
komorze VK. Catkowita ilo$¢ NTG uwolniona po 6 h badania wynosita 30,3% (KcP) oraz
13,8% (KCD). Uzyskano okoto 2,5-krotne mniejsza szybko$¢ uwalniania substancji

czynnej z preparatu zawierajacego NTG-CD w stosunku do kremu z NTG-cP.
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Ryc. 25. Profile uwalniania NTG () oraz szybkos¢ uwalniania w przedziatach czasowych
(b) z kremu zawierajgcego: NTG-CD (KCD) lub NTG-cP (KcP) (x +=SD, n>6).

5.3. Uwalnianie z zelu

Na ryc. 26 przedstawiono profile uwalniania NTG z hydrozeli (ZCD i ZcP - tabela
16) uzyskane z uzyciem komory VK (Metody, pkt. 7.2.1.). Szybkos$¢ uwalniania substancji
czynnej z zelu zawierajacego NTG-CD byla tylko nieznacznie mniejsza od obserwowanej
dla zelu z NTG-cP. Ilo§¢ uwolnionej substancji czynnej w 1 h badania jest taka sama dla
obu form (NTG-CD i NTG-cP), natomiast niewielkie r6znice w uwalnianiu NTG (okoto

10%) obserwowane po 3 i 6 h sg istotne statystycznie (p < 0,05).
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Ryc. 26. Profile uwalniania NTG (a) oraz szybkos¢ uwalniania w przedziatach czasowych

(b) z zelu zawierajgcego: NTG-CD (ZCD) lub NTG-cP (ZcP) (x = SD, n = 6).

Oceniono wptyw dodatku etanolu (10%) i glikolu propylenowego (10%) na
kinetyke uwalniania NTG z hydrozelu (Metody, pkt. 7.2.1.). Sktad preparatow (Z1CD,
Z2CD, Z3CD, Z4CD i Z1cP, Z4cP) podano w tabeli 18 (str. 70). Wyniki przedstawiono na
ryc. 27.

Dodatek glikolu propylenowego i etanolu do zelu (Z4) zawierajacego NTG-cP
powodowat spowolnienie uwalniania NTG, lecz efekt ten nie wystegpowal w zelu
zawierajacym NTG-CD. W przypadku kompleksu NTG-CD kinetyka uwalniania z
preparatow zawierajacych dodatek glikolu propylenowego oraz glikolu propylenowego 1
etanolu jest zblizona do formulacji nie zawierajacej tych substancji. W zelach z NTG-CD

obserwowano natomiast wzrost uwalniania NTG w preparacie zawierajagcym etanol (Z2).
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Ryc. 27. Wplyw dodatku rozpuszczalnikéw: etanolu i glikolu propylenowego na uwalnianie NTG
z zeli zawierajgcych NTG-CD lub NTG-cP (x +SD, n > 3):

Z1 — zel podstawowy; Z2 — dodatek 10% etanolu; Z3 — dodatek 10% glikolu propylenowego;
Z4 — dodatek 10% glikolu propylenowego i 10% etanolu.

W czasie eksperymentu zaobserwowano, ze podtoza hydrozelowe w znacznym
stopniu absorbowaty wodg. Ilo$¢ ta zalezata od uzytej formy substancji czynnej. Wigksza
ilo§¢ wody dyfundowata do preparatu zawierajacego NTG-CD niz NTG-cP (zele
podstawowe — Z1) i wyniosta odpowiednio 37,4% i 22,7% w stosunku do poczatkowej
masy.
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5.4. Wplyw rodzaju aparatu na Kinetyke uwalniania NTG z masci i zeli

W badaniach uwalniania z masci (MCD i McP, o sktadzie podanym w tabeli 16)
poréwnano trzy aparaty: komorg dializacyjng (D), komore ekstrakcyjng typu VanKel (VK)
oraz komore typu Mutimer (MU), natomiast do badah uwalniania z zeli wytypowano
aparat VK i MU (Metody, pkt. 7.2.). Zastosowane komory charakteryzowaty si¢ ro6zna
powierzchnig uwalniania oraz r6zng grubo$cig warstwy badanego preparatu. Ze wzgledu
na te réznice, ilos¢ uwolnionej NTG wyrazono nie jako % dawki, ale jako mase NTG
uwalniang na jednostke powierzchni (ug/cmz, wartos¢ bezwzgledna). Uzyskane w roznych
aparatach profile uwalniania NTG z masci oraz wyznaczone wartosci szybkosci uwalniania

przedstawiono naryc. 28 i 29.
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Ryc. 28. Profile uwalniania NTG () oraz szybkos¢ uwalniania w przedziatach czasowych
(b) z masci zawierajgcej NTG-cP w komorze dializacyjnej (D - n > 3), komorze ekstrakcyjnej
(VK —n > 6) lub komorze typu Mutimer (MU —n > 6).
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Ryc. 29. Profile uwalniania NTG (a) oraz szybkos¢ uwalniania w przedziatach czasowych
(b) z masci zawierajgcej NTG-CD z zastosowaniem komory dializacyjnej (D - n > 3), komory
ekstrakcyjnej(VK — n > 6) lub komory typu Mutimer (MU —n > 6).

Stwierdzono, ze uwalnianie NTG z masci zachodzi najszybciej przy zastosowaniu
komory D ($rednia szybko$¢ uwalniania wynosita: 17,0 i 36,0 pg/cm?h, odpowiednio dla
MCD i McP). Uwalnianie NTG jest znacznie wolniejsze w przypadku pozostatych komor
(MU i VK), przy czym najwolniej zachodzi w komorze MU. Niezaleznie od zastosowanej
formy NTG (NTG-cP i NTG-CD) uwalnianie z masci jest okoto 1,6 razy wolniejsze w
aparacie MU niz VK.

Ze wzgledu na znacznie wyzsze wartosci szybko$ci uwalniania oraz duze wartos$ci
odchylenia standardowego uzyskane w komorze D, w dalszych badaniach nie stosowano

tego aparatu.
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Na ryc. 30 przedstawiono profile uwalniania NTG z zeli (ZCD 1 ZcP o skladzie
podanym w tabeli 16), wyznaczone w komorach VK i MU (Metody, pkt. 7.2.).
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Ryc. 30. Profile uwalniania NTG (a) oraz szybkos¢ uwalniania w przedziatach
czasowych (b) z zeli zawierajgcych: NTG-CD lub NTG-cP z zastosowaniem komory ekstrakcyjnej
(VK) lub komory typu Mutimer (MU) (x £ S8D, n > 6).

Niezaleznie od zastosowanego aparatu uwalnianie NTG przebiega w podobny
sposob dla obu form substancji czynnej (NTG-CD, NTG-cP). Jednakze obserwowana
niewielka roznica w ilo$ci uwalnianej substancji czynnej pomiedzy NTG-CD a NTG-cP w
komorze VK jest istotna statystycznie (p < 0,05). Réwniez ilos¢ NTG uwolniona z zelu jest
rézna w obu aparatach i jest 4-krotnie wigksza w komorze VK wzgledem ilo$ci uwalnianej
w komorze MU (ryc. 30). W komorze VK po 6 h uwalniato si¢ odpowiednio 76% i 88%

NTG, natomiast w komorze MU juz po 1 h badania uwalniata si¢ wigkszos¢ zawartej w
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zelu substancji czynnej (71% -NTG-CD i 69% - NTG-cP). W komorze MU w czasie

kolejnych 5 h brak jest dalszego wzrostu stezenia substancji czynnej w plynie

akceptorowym (plateau).

5.4.1. Wptyw grubo$ci warstwy preparatu na proces uwalniania NTG

Na ryc. 31 przedstawiono wyniki badania uwalniania NTG z masci i zeli (tabela
16) uzyskane przy zastosowaniu aparatu VK i MU (Metody, pkt. 7.2.). Aparat VK ze

wzgledu na regulowanag glgbokos¢ komory donora umozliwit badanie uwalniania z

zastosowaniem roznej grubosci warstwy preparatow — 1,2 lub 3,2 mm.
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Ryc. 31. Wphyw grubosci warstwy preparatu ( 1,2 mm — linie przerywane; 3,2 mm - linia ciggla) na

ilos¢ uwolnionej NTG w aparatach: VK i MU (X £ SD, n > 6).

- 108 -



- WYNIKI -

Pomimo tej samej grubosci preparatu w komorze donora (mas¢, zel - 1,2 mm)
wystepuja znaczace réznice w kinetyce uwalniania NTG (dla obu form substancji czynnej)
pomiedzy aparatami VK i MU. Ilo§¢ uwolnionej NTG na jednostke powierzchni jest 2- i 3-
krotnie wigksza, odpowiednio dla masci i zelu w komorze VK wzglgdem MU. Réznica w
kinetyce uwalniania pomigdzy aparatami nie jest zatem wylacznie wynikiem roznej
grubos$ci preparatu.

Uwalnianie z zelu aplikowanego w cienkiej warstwie (1,2 mm), zar6wno w
aparacie VK jak i MU prowadzi do zahamowania uwalniania (plateau), odpowiednio po 1
h i 3 h badania uwalniania. Pomimo zachowanych warunkow sink nie dochodzi do
catkowitego uwolnienia leku.

W Zelach prawie trzykrotne zwigkszenie grubosci warstwy aplikowanego preparatu
w komorze VK, prowadzi do znacznego zwigkszenia iloSci uwolnionej substancji

leczniczej, natomiast w masciach uzyskane roznice sg niewielkie.

5.5. Wplyw rodzaju membrany na kinetyke uwalniania NTG

Badano wplyw typu membrany celulozowej (Cuprophan — Cup. lub blona
dializacyjna - Sig.) na kinetyk¢ uwalniania NTG z masci MCD oraz McP (tabela 16).
Profile szybkosci uwalniania wyznaczono w aparacie VK (Metody, pkt. 7.2.). Wyniki
przedstawiono na ryc. 32.

Niezaleznie od uzytej formy NTG, dla obu bton dializacyjnych (Cuprophan i rgkaw
dializacyjny) uzyskano podobng kinetyk¢ uwalniania. Niewielkie réznice w szybkosci
uwalniania (okoto 10%) sa nieistotne statystycznie (p < 0,05).

Badano rowniez zgodno$s¢ NTG z blong dializacyjng wykonang z estrow celulozy
(Metody, pkt. 1.3.). W trakcie 6 h badania w temp. 37°C nie obserwowano spadku st¢zenia
NTG w zadnej z badanych probek (zarowno w roztworze 50 pg/ml jak i 100 pg/ml)

1 zawarto$¢ w badanych roztworach stanowita 98,5% 1 100% zawarto$ci poczatkowe;.
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Ryc. 32. Wphyw rodzaju uzytej btony: Cuprophan (Cup. — linia przerywana)
lub rekaw dializacyjny (Sig. — linia ciggta) na kinetyke uwalniania NTG z masci
(MCD i McP) (x £SD, n>6).

6. BADANIA REOLOGICZNE

Badania reologiczne podtozy masciowych (krem w/o — KrA i KrB oraz mas¢
absorpcyjna - MrA i MrB; sktad podano w tabeli 20) prowadzono stosuja rotor ptytka—
stozek (Metody, pkt. 7.3.). Badano takze wplyw dodawanych sktadnikéw
nierozpuszczalnych — analizujac preparaty placebo zawierajace cP (0,8% - KrBcP i
MrBcP) lub B-CD (10% - KrACD i MrACDM). Sktady preparatow podano w tabeli 20.

W tabeli 27 przedstawiono warto$ci lepkosci 1 tiksotropii, natomiast krzywe

ptynigcia na ryc. 33 1 34.
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Tabela 27. Wlasciwosci reologiczne podtozy masciowych (krem w/o i masé absorpcyjna) oraz

preparatow placebo zawierajgcych CD lub cP (X +SD, n > 4)

STy — Lepkos¢ [Pa - 5] Tiksotropia
3[Ls] 40 [1/s] [Pals]
MrA 2254+ 10,4 11416 12351 < 2647
Mas¢ "MiracD | 1790+ 19,6 191+17 5481 = 486
KrA 2112+ 19,0 170405 8743 £ 282
Krem I rACD | 173510 173 1.0 8484 = 161
- MrB 2028+ 17,0 15,6 +0,9 8527 + 646
Mas¢ = rBep | 1210+ 17,4 124+13 3405 = 321
KrB 258,5 + 34,0 19,3+ 17,4 13806 + /61
Krem —rBep 156,7 < 6.4 157402 5927 = 79

Dla podlozy (MrA 1 MrB) rejestrowano typowe dla masci reogramy
charakteryzujace si¢ znaczng powierzchnig petli histerezy (ryc. 33 i 34). Podloza te
nieznacznie rdznig si¢ przebiegiem krzywych plynigcia. Roznice w strukturze widaé
wyraznie w wyznaczonych wartos$ciach tiksotropii: wartosci uzyskane dla MrA sg okoto
1,5 razy wyzsze od wyznaczonych dla MrB (w podlozu tym CD zastapita czg$¢ wazeliny)
(tabela 27). Pomimo roznic w strukturze, podtoza masciowe (MrA i MrB) posiadajg
podobng warto$¢ lepkosci strukturalne;.

Po inkorporacji czagstek stalych zmianie ulegla kinetyka ptyniecia. Masci placebo
(MrACD i MrBcP) posiadaty nizsza lepkos¢ poczatkowa (wyznaczang przy niskich
predko$ciach $cinania — 2,3 s) oraz ponad dwukrotnie nizsza wartos¢ tiksotropii niz
podtoza bez cP lub CD (tabela 27). Wigkszy wptyw na zmiang wlasciwosci reologicznych
miat dodatek cP niz B-CD.
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Ryc. 33. Wphyw dodatku cP (0,8%) (a) lub CD (10%) (b) na reologie podioza absorpcyjnego.

Reogramy uzyskane dla podlozy emulsyjnych (KrA i KrB) charakteryzuja si¢
znaczng powierzchnig petli histerezy, a przebieg krzywych plynigcia jest zblizony do
obserwowanego dla masci.

W przeciwienstwie do masci inkorporacja CD do podloza kremowego nie zmienia
struktury preparatu, natomiast wprowadzenie cP wplywa na przebieg krzywej ptynigcia. W
kremie z cP (KrBcP) wyznaczona wartos¢ tiksotropii jest prawie dwukrotnie nizsza od
uzyskanej dla podloza, natomiast krem zawierajacy CD (KrACD) posiada taka sama

wartos$¢ tiksotropii co podioze.
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Ryc. 34. Wplyw dodatku (a) - cP lub (b) - CD na reologie podioza emulsyjnego w/o.

W przypadku zZeli oceniono jedynie wptyw dodatku CD na strukture preparatow i
nie badano podtozy z inkorporowanym cP (sktad preparatow podano w tabeli 19). Badania
reologiczne hydrozeli prowadzono stosujac rotor osiowy w ksztalcie gwiazdy (Metody, pkt.
7.3.1.). Ze wzglgdu na bardzo dobrg powtarzalno$¢ wynikéow (ryc. 38) badania
przeprowadzono dla pojedynczych prob. Reogramy podtoza zelowego oraz podioza z
dodatkiem zawieszonej CD (10%) przedstawiono na ryc. 35, natomiast wyznaczone

wartosci lepkosci zebrano w tabeli 28.
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Tabela 28. Wlasciwosci reologiczne podiozy zelowych oraz preparatu placebo zawierajgcego

CD (10%) (n = 1)

Szybkos¢ Preparaty
Lepkosé [1/s] Zrl Zr2 Zr3 Zr4 Zr4CD
[Pa - s] 0,5 37,15 46,16 48,41 69,82 72,05
8,0 12,13 13,88 14,02 18,08 19,01

Brak petli histerezy pozwala stwierdzi¢, ze badane Zele nie posiadajg wlasciwosci
tiksotropowych. Krzywe ptynigcia otrzymane dla zeli Zr4CD i Z4 maja taki sam przebieg,
co $wiadczy o tym, ze B-CD dodana do podioza nie wplywa na strukturg zelu. Réwniez

warto$¢ lepkosci dynamicznej wyznaczona dla Zr4CD i Z4 jest taka sama (tabela 28).
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Ryc. 35. Wptyw dodatku CD (10%) na przebieg krzywej plyniecia zelu zawierajgcego glikol
propylenowy i etanol (Zr4).

Na ryc. 36 i w tabeli 28 przedstawiono wplyw dodatku etanolu i glikolu
propylenowego na wlasciwos$ci reologiczne zeli (Zrl — Zr4). Najwyzszg warto$cig lepkosci
charakteryzowat si¢ zel zawierajagcy dodatek obu substancji (Zrd), byla ona prawie
dwukrotnie wyzsza od lepkosci preparatu odniesienia (Zrl - bez dodatkoéw). Rowniez zele
zawierajace w swym skladzie glikol badz etanol charakteryzuja sie¢ wyzsza lepkoscia od

zelu odniesienia.
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Ryc. 36. Wphw sktadu podloza na przebieg krzywych plyniecia dla Zeli zawierajgcych: 2,2%
hydroksyetylocelulozy (Zr1) i etanol (Zr2), glikol propylenowy (Zr3) lub
glikol propylenowy i etanol (Zr4).

6.1. Powtarzalnos¢ metody

Na ryc. 37 przedstawiono krzywe ptynigcia uzyskane dla 6 rownolegtych analiz masci i
kremow (t = 0), a w tabeli 29 oznaczone wartosci lepkosci. Uzyskana powtarzalnosé¢
wynikow jest zblizona zarowno dla masci jak i dla kremoéw, niezaleznie od uzytej formy
substancji czynnej, co $wiadczy o tym, ze roznica w ilo$ci inkorporowanych statych
czastek, nie miata wptywu na powtarzalno$¢ wynikow (10% krystalicznego kompleksu
NTG-CD wzglgdem 0,8% amorficznego NTG-cP). Otrzymano zadowalajaca
powtarzalno$¢ wynikow dla masci oraz kremow z inkorporowang substancja czynng

(NTG-CD i NTG-cP).
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Tabela 29. Wyniki pomiaréw lepkosci wykonanych w ciggu dwoch dni (t = 0) dla kreméw
KCD i KcP, masci MCD i McP (n = 6) oraz zelu placebo Zr4

Pomiar plytka-stozek
Preparat Lepkos¢ [Pa - s]; y=2,3 [1/s]
1 2 3 4 5 6 X SD
MCD 134,7 | 1294 | 90,7 137,7 | 119,1 | 1184 | 1217 17,1
McP 89,3 102,3 946 | 1235 | 120,3 | 122,6 | 108,8 15,3
KCD 140,9 | 1145 | 133,2 | 1355 | 1259 | 120,5 | 1284 9,9
KcP 87,3 115,7 85,6 98,6 99,12 | 93,16 96,6 10,9
Lepkos¢ [Pa - s]; v =40,0 [1/s]
MCD 16,5 15,6 16,7 17,2 15,0 15,2 16,0 0,9
McP 13,1 10,9 11,2 11,0 12,1 13,1 11,9 1,0
KCD 18,1 15,7 18,2 18,0 17,6 17,0 17,4 1,0
KcP 12,7 13,7 11,8 13,7 13,7 12,7 131 0,8
Preparat Pomiar cylinder
Lepkos¢ [Pa - s]; y=0,5 [1/s]
Zr4 66,4 67,5 64,2 61,9 63,0 69,8 65,5 3,0
Lepkos¢ [Pa - s]; v =38,0 [1/s]
Zr4d 17,6 18,6 17,6 17,4 16,7 18,7 17,8 0,8

Na ryc. 38 przedstawiono krzywe ptynigcia uzyskane dla 4 rownolegltych pomiarow
zelu Zr4. Zastosowana metoda charakteryzowata si¢ dobrg powtarzalno$cig uzyskanych

wynikow.
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Ryc. 37. Uzyskane w ciggu dwdch dni krzywe plyniecia kremow
KCD i KcP i masci MCD i McPt =0 (n = 6).
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Ryc. 38. Uzyskane w ciggu dwoch dni krzywe plynigcia zelu Zrd (n = 4).
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7. BADANIA TRWALOSCI

Badania trwato$ci prowadzono dla masci i kremow zawierajagcych NTG (0,2%) w
formie rozcierki lub w formie kompleksu inkluzyjnego. Probki przechowywano przez
okres 12 miesigcy w warunkach testu dlugoterminowego (temp. 25°C oraz 4°C), a takze w
warunkach testu przyspieszonego starzenia (Metody, pkt. 7.8.). Preparaty analizowano

zgodnie ze schematem przedstawionym w tabeli 21.

7.1. Obserwacje makroskopowe

W tabeli 30 przedstawiono wyniki obserwacji makroskopowych masci 1 kremow
(Metody, pkt 7.4.) przechowywanych przez okres 12 miesiecy w roznych warunkach
temperatury.

Konsystencja badanych masci oraz kremow zawierajacych NTG-CD lub NTG-cP po
12 miesigcach nie ulegata zmianie. Preparaty byty migkkie, tatwo ulegaty rozsmarowaniu.
Jedynie w masciach przechowywanych w temp. 40°C, obserwowano niewielkie zmiany -
doszto do wyolejenia sktadnikow cieklych na obrzezach powierzchni preparatu w
opakowaniach (nie uj¢to tych obserwacji w tabeli). Zmiany te byly bardziej widoczne w
preparatach zawierajacych NTG w formie rozcierki.

W temp. 40°C obserwowano zmian¢ barwy preparatow. W przypadku masci
z6lknigcie pojawilo si¢ juz po 1 miesigcu. Zmiana zabarwienia poglebiala si¢ w czasie,
przy czym zmiana barwy byla wyraZniejsza w preparatach zawierajacych NTG-cP. Po 12
miesigcach przechowywania masci z NTG-CP byly ciemnozotte, natomiast masci z NTG-
CD pozostawaty jedynie lekko bezowe. W przypadku kremdéw zmiana barwy pojawiata sie
dopiero po 6 miesigcach przechowywania (40°C) i byta niewielka. W temperaturze
pokojowej zmiana barwy nastgpuje tylko w preparatach z NTG-CP, przy czym szybciej i
intensywniej w masci niz w kremie. Na ryc. 39 i 40 przedstawiono zdjgcia wybranych

preparatow obrazujace zmiany zabarwienia.
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Tabela 30. Wyniki obserwacji makroskopowej masci i kremow zawierajgcych NTG-cP i NTG-CD

przechowywanych w czasie do 12 m-cy

e R e e
4°C b.z. b.z. b.z. b.z. 1 ™ ™ ™ b.z. b.z. b.z. b.z.
KCD 25°C b.z. b.z. b.z. b.z. ™" "M "M "M b.z. b.z. b.z. b.z.
40°C b.z. b.z. b.z." b.z." " "M " "M b.z. b.z. b.z. b.z.
4°C b.z. b.z. b.z. b.z. b.z. b.z. b.z. b.z. b.z. b.z. b.z. b.z.
KcP 25°C b.z. b.z. b.z. b.z." b.z. b.z. b.z. b.z. b.z. b.z. b.z. b.z.
40°C b.z. b.z. b.z." b.z." b.z. b.z. b.z. b.z. b.z. b.z. b.z. b.z.
4°C b.z. b.z. b.z. b.z. b.z. b.z. b.z. b.z. b.z. b.z. b.z. b.z.
MCD 25°C b.z. b.z. b.z. b.z. b.z. b.z. b.z. b.z. b.z. b.z. b.z. b.z.
40°C bz® | bz” b.z." b.z." b.z. b.z. b.z. b.z. b.z. b.z. b.z. b.z.
4°C b.z. b.z. b.z. b.z." b.z. b.z. b.z. b.z. b.z. b.z. b.z. b.z.
McP 25°C b.z.” + ++ ++ b.z. b.z. b.z. b.z. b.z. b.z. b.z. b.z.
40°C + ++ +++ ++++ b.z. b.z. b.z. b.z. b.z. b.z. b.z. b.z.

b.z. — brak zmian

b.z.*- niewielka réznica w stosunku do stanu poczatkowego, nie wplywajaca w sposob istotny na jako$¢ preparatu

+ - widoczna zmiana zabarwienia (++ - intensywna, +++ - bardzo intensywna)

- intensywno$¢ zapachu — (11- intensywny, 111 - bardzo intensywny)
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Ryc. 39. Wyglgd masci zawierajgcych NTG-CD lub NTG-CP - bezposrednio po wykonaniu
oraz przechowywanych przez 12 m-cy (bez dostgpu Swiatta).

Ryc. 40. Wyglgd kremow zawierajgcych NTG-CD lub NTG-CP - bezposrednio po wykonaniu

oraz przechowywanych przez 12 m-cy (bez dostepu Swiatla).

Dodatkowo porownano zmiang zabarwienia masci i kremow eksponowanych na
swiatto stoneczne przez okres 1 miesigca. Zdjecia preparatéw po okresie obserwacji
przedstawiono na ryc. 41. W masci zawierajacej NTG-CD dochodzito do nieznacznej
zmiany barwy (lekkie zzotknigcie) w pordwnaniu ze stanem poczatkowym, natomiast
mas¢ zawierajaca NTG-cP zzotkta znacznie. W kremach rowniez dochodzi do istotnej

zmiany barwy, przy czym byla ona intensywniejsza w preparacie z NTG-cP.
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Ryc. 41. Wyglgd masci i kremow przechowywanych w warunkach petnej ekspozycji na

Swiatlo stoneczne (1 m-C).

W kremach zawierajacych NTG-CD powstawal specyficzny, nieprzyjemny zapach, a
w trakcie przechowywania preparatow dochodzito do intensyfikacji przykrej woni (tabela
31). Zjawisko to nie wystgpowato w preparatach z NTG-cP. Masci bezposrednio po
sporzadzeniu oraz w trakcie przechowywania pozostaja bezzapachowe, niezaleznie od

uzytej formy substancji czynne;j.

7.2. Obserwacje mikroskopowe

Obrazy mikroskopowe masci oraz kremoéw zawierajacych NTG w formie
kompleksu lub rozcierki wykonane bezposrednio po sporzadzaniu preparatow oraz w
trakcie 12 miesiecy przechowywania przedstawiono na ryc. 42 i 43.

NTG-cP wystepuje w preparatach w formie amorficznych czastek, wygladem nie
roéznigcych si¢ od substancji uzytej do wykonania preparatow. Czastki krospowidonu moga
tworzy¢ skupiska (aglomeraty) o wielkosci nawet do 350 um. W czasie 12 miesiecy
przechowywania, zarowno w masciach jak i kremach wykonanych z NTG-cP nie
obserwowano zadnych zmian.

Kompleks NTG-CD w masci wystepuje w postaci Krysztaldow o regularnych
ksztattach (dtugos$ci do 120 pum) i wygladzie identycznym z formg stalg, natomiast w
kremie z NTG-CD zauwazono brak charakterystycznych regularnych krysztatow. Juz
bezposrednio po wykonaniu obserwowano jedynie czastki sferyczne, o nierownej krawedzi
i wielkosci wynoszacej do 60 um. W obrazie kremu z NTG-CD dodatkowo obserwowano

ciemne obszary (,,plamy”’) wystepujace w podtozu emulsyjnym (ryc. 43).
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Masé NTG-cP

Ma$é NTG-CD |

12 m-¢/4°C

12 m-¢ /25°C

Ryc. 42. Zdjecia mikroskopowe masci MCD i McP wykonane bezposrednio po sporzqdzeniu (t=0)
oraz po uptywie 1 m-c lub 12 m-cy.
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Krem NTG-CD g Krem NTG-cP

1 m-c/25°C

12 m-¢/4°C

12 m-¢ /25°C

Ryc. 43. Zdjecia mikroskopowe kreméw KCD i KcP wykonane bezposrednio po sporzqdzeniu

(t = 0) oraz po uptywie 1 m-c lub 12 m-cy.
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W masciach zawierajagcych NTG-CD obraz mikroskopowy preparatu nie zmienial sig,
natomiast w kremach z NTG-CD juz po 1 miesigcu przechowywania w temp. pokojowej
nie obserwowano wigkszych krysztalow, a widoczne sg jedynie czastki o wielkosci do
30 um. Zmiany w obrazie mikroskopowym zachodza réwniez w przypadku preparatow

przechowywanych w temp. 4°C.

7.3. Pomiar wielkosci czastek

kremach
NTG-CD (krysztalty) i NTG-cP (czastki amorficzne) w czasie do 12 miesiecy

Wyznaczono wielko$¢ czastek w masciach 1 zawierajacych
przechowywania (Metody, pkt. 7.5.). We wszystkich probkach okreslono procentowy
udzial czastek w przedziatach wielkosci: 10 — 30 pm, 30 — 60 um, 60 — 90 um, > 90 pm.
Ze wzgledu na zachodzace zmiany ilosciowe w tabeli 31 przedstawiono liczbg wszystkich
zmierzonych czastek CD w kremach.

Zarbwno w masciach jak 1 kremach zawierajacych rozcierke NTG-CP nie
obserwowano znaczacych zmian ilosciowych mierzonych czastek i ich aglomeratow, co
moze by¢ juz zauwazone podczas obserwacji jakosciowych (ryc. 42 i 43). Najwigcej byto
czastek Sredniej wielkosci (30 — 60 pm) — od 40 do 50%, natomiast czastki duze > 90 um
stanowity do 20%.

Tabela 31. Zmiana wielkosci i liczby czgstek w w masciach i kremach zawierajgcych

kompleks NTG-CD

Wielkosé Liczba czastek
[nm)] Masci Kremy
MCD/t=0 | MCD/t=12 | KCD/t=0 KCD/t=1 KCD/t=3 | KCDI/t=12
10- 30 280 262 138 161 56 o7
30 - 60 80 117 33 8 2 3
60 -90 18 33 3 0 0 0
> 90 4 7 0 0 0 0
suma 382 419 174 169 58 60

W kremach zawierajacych NTG-CD bezposrednio po wykonaniu nie obserwuje si¢

czastek duzych (> 90 um), ktére obecne sg w niewielkiej ilosci w masciach.
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W czasie 12 miesiecy przechowywania (temp. 25°C oraz 4°C) w masci NTG-CD nie
zmienia si¢ istotnie catkowita ilo§¢ mierzonych czastek oraz udziat procentowy czgstek
poszczegolnej wielkosci. Najwigeej byto czastek matych (10 — 30 um) — od 50 do 70%,
natomiast czastki duze > 90 um stanowity do 2,0% badanych krysztatow.

W kremach zawierajacych kompleks NTG-CD obserwowano zmiany ilosciowe i
jakosciowe mierzonych czastek, ktore potwierdzaja opisane powyzej obserwacje obrazow
mikroskopowych (ryc. 43). Juz w czasie 1 miesigca w obrazie brak jest duzych krysztatow
(brak czastek > 60 pum, trzykrotnie maleje liczba czastek o wielkosci 30 — 60 um). Po
3 miesigcach przechowywania trzykrotnie maleje catkowita ilo§¢ zawieszonych czastek,

lecz w czasie dalszego przechowywania kolejne zmiany nie wystepowaty.

7.4. Pomiar pH

W tabeli 32 przedstawiono wyniki pomiaru pH fazy wodnej kremow wykonane w

czasie do 12 miesig¢cy przechowywania (Metody, pkt. 7.7.).

Bezposrednio po wykonaniu w kremach zawierajacych NTG-CD i NTG-cP warto$¢
pH jest podobna i wynosi odpowiednio: 5,1 i 5,6. Badane preparaty charakteryzowaty si¢

pH zblizonym do pH fizjologicznego ludzkiej skory (pH 5,5).

Tabela 32. Wartos¢ pH fazy wodnej kremow przechowywanych w czasie do 12 m-cy (n=2)

Czas KCD KcP
25°C 4°C 25°C 4°C
0 m-c 5,15 5,15 5,56 5,56
12 m-c 4,53 4,57 5,47 5,57

W trakcie przechowywania w kremach zawierajgcych NTG-CD i NTG-cP
temperatura (4°C 1 25°C) nie wptywa na zmian¢ pH. Jedynie w preparacie z NTG-CD po
12 miesigcach dochodzi do niewielkiego obnizenia (ok. 0,5 jednostki) pH.

7.5. Zawartos¢ NTG

Wyniki badania zawartosci NTG (Metody, pkt. 7.6.) w masciach i kremach

przedstawiono w tabeli 33. Bezposrednio po wykonaniu preparatow zawartos¢ NTG
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miescita si¢ w zakresie od 0,186 do 0,197%. W stosunku do zawartosci deklarowanej
oznaczano wiec 97,5 1 93%, odpowiednio dla MCD 1 McP oraz 98,5 1 93% NTG,
odpowiednio dla KCD i KcP.

Tabela 33. Zawartos¢ NTG w masciach i kremach podczas przechowywania

do 12 m-cy (x £SD, n = 6)

Zawartos¢ [mg/100 g]
Czas/temp.
MCD McP KCD KcP
0 m-c 25°C 1,95 +£0,02 1,86 £ 0,04 1,97 £ 0,05 1,86 +£0,02
Caas/temp. ZawartoS¢ [% =+ sd]
MCD McP KCD KcP
25°C 95,4+2,6 103,7+ 0,5 929+3,3 98,9 +2,7
S T 1025470 | 1021<16 | 954<48 | 100,5+69
4°C 96,4+ 3,7 100,5+ 4,8 110,2+0,9 117,2 + 8,7
3 m-c 25°C 101,0+£5,0 100,5 +3,7 99,5+2,0 100,5 £ 3,2
40°C 102,5+7,0 110,2 £ 14,6 104,5+ 7,7 105,9+£6,0
4°C 105,1 £6,8 104,8 £1,5 103,5+0,5 98,4+ 7,6
6 m-c 25°C 107,6 £ 6,2 102,6 £1,0 102,0+0,5 103,2+2,6
40°C 96,4 +5,8 99,4+ 1,6 959+1,0 106,4+ 2,5
4°C 107,7+2,8 117,7+ 2,7 106,0 2,4 1124+24
12 m-c 25°C 103,6 £ 3,5 111,29+ 0,5 103,5+ 3,9 111,3+1,9
40°C 92,3 +5,0 85,5+5,6 81,2+4,3 81,7+ 3,3

Na podstawie uzyskanych wynikow wykazano, ze NTG w formie kompleksu i
rozcierki, zarbwno w podlozu absorpcyjnym jak i kremie, jest trwala chemicznie. W
zadnym z badanych uktadow nie wykazano znaczgcego spadku zawarto$ci NTG (< 5%) w
czasie 12 miesigcy przechowywania w temp. 4°C 1 25°C oraz w czasie do 6 miesiecy W
temp. 40°C. Po 12 miesigcach przechowywania w temp. 40°C tylko preparat MCD,
posiada ponad 90% zawartosci poczatkowej NTG, natomiast w preparatach: McP, KcP i
KCD, dochodzi do obnizenia zawartosci NTG do 80%. Istotny jest brak réznic pomiedzy
kremem zawierajagcym NTG-CD i NTG-cP.
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Nalezy zauwazy¢, ze W preparatach zawierajgcych NTG-cP, analizowanych po
12 miesigcach, oznaczona ilo§¢ NTG byta znacznie wyzsza (ponad 10%) od warto$ci

poczatkowej. Nie wykryto przyczyny tego zjawiska.

7.6. Reologia

Badania reologiczne dla masci (kremu w/o i masci absorpcyjnej) prowadzono
stosujgc uktad pomiarowy plytka—stozek (Metody, pkt. 7.3.).

Krzywe ptynigcia formulacji KCD, KcP, MCD i McP obserwowane bezposrednio
po sporzadzeniu przedstawiono na ryc. 44. Badane preparaty charakteryzowaty si¢
znacznymi wlasciwo$ciami tiksotropowymi, o czym $wiadcza petle histerezy widoczne na
reogramach.

W przypadku obu form substancji czynnej (NTG-CD i NTG-cP), masci i kremy
bezposrednio po wykonaniu, charakteryzuja si¢ podobnym przebiegiem krzywych
plyniecia oraz zblizong wartoscig lepkosci (tabela 35 i 36). Widoczne w przypadku NTG-
CD niewielkie roznice w strukturze pomigdzy kremem i bezwodng mascia sg nieistotne,

biorgc pod uwage wyznaczong doktadnos$¢ pomiarow (Wyniki, ryc. 37 i tabela 29).

800
700
600+
500

400

TinPa

300

200

1004/ 4

7in 1/s

Ryc. 44. Reogramy masci i kremow zawierajgcych NTG-CD lub NTG-cP (t=0).

Nie obserwowano wigc réznic w parametrach reologicznych zwigzanych z
zastosowanym podtozem (mas¢ czy krem - 20% wody), natomiast rodzaj uzytej substancji

(NTG-cP - 0,8% fazy statej lub NTG-CD - 10%) miat na nie wptyw. Lepko$¢ oraz wartos¢
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tiksotropii wyznaczone dla preparatow z NTG-CD byly okoto 30% wigksza od wartosci
uzyskanych dla preparatow z NTG-cP.

W tabelach 34 i 35 przedstawiono wyznaczone warto$ci parametrow reologicznych
masci i kremoéw w czasie ich przechowywania (do 12 m-cy). Prezentowane dane nie
uwzgledniajg wynikow uzyskanych dla kremow po 3 miesigcach przechowywania, gdyz
odbiegaty one znaczaco od pozostatych rezultatow. Ze wzgledu na fakt, iz tylko te pomiary
wykonywano w miesigcach letnich, uznano, ze réznica jest wynikiem niewlasciwych

temperaturowych warunkéw badania.

Tabela 34. Parametry reologiczne kremow: lepkos¢ dynamiczna (), plyniecie (Pt) i tiksotropia

wyznaczone w czasie do 12 m-cy przechowywania (X £SD, n > 5)

Czas/temp. 1 [Pa - 5] Tiksotropia | Plyniecie - Pt
Preparat 23[1s] | 20 [1/s] [Pals] [Pals]

128,4 29,5 7682,7 22500,0

0m-c 25°C
+99 +2,0 +642,6 + /4381
165,9 35,5 8372,5 26091,7

1 m-c 25°C
+ 34,1 +4,3 +756,5 +3033,4

KCD
4°C 173,7 36,3 9292,0 26626,7
+44,4 +1,5 + 9832 + 71078, 1
12 m-c

250 125,8 29,6 7203,8 21735,0
+1716,8 +1,7 + 2758 + 1288,7
96,6 18,5 5156,2 16716,7

0 m-c 25°
+70,9 +7,7 + 5594 +71241,6
125,7 27,3 6743,8 17205,0

1m-c 25°C
Kep +730 + 1,0 +274,5 +7280,2

c
4°C 154,5 28,4 7751,0 211471
+170,5 +17,6 +434,6 + 805,0
12 m-c

2500 133,1 26,5 6546,8 19383,3
+758 +2,0 +4754 + 7516,0

Z powodu logarytmicznego przebiegu krzywej lepkosci w poczatkowym odcinku,
lepko$¢ strukturalna wyznaczana przy niskiej predkosei $cinania (ok. 2 s™) charakteryzuje
si¢ dos¢ duzym odchyleniem wynoszacym nawet do 20% (n = 6), natomiast dla predkosci
wyzszych przebieg krzywej lepkosci jest liniowy (20 — 40 s, a odchylenie nie przekracza
10%.
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Tabela 35. Parametry reologiczne masci: lepkos¢ dynamiczna (n), plyniecie (Pt) i tiksotropia

wyznaczone w czasie do 12 m-cy przechowywania (X £SD, n > 5)

Czas/temp. n [Pa - s] Tiksotropia | Plynigcie - Pt
Preparat 23[1/s] |20 [1s] |  [Pass] [Pass]

129,8 27,1 5747,2 19898,3

0Om-c | 25°C
+92 +1,5 + 3754 +1711391
126,6 27,4 6025,0 20153,3

1 m-c 25°C
+22,2 +1,9 + 4559 + 14372
4oC 162,5 32,0 6664,4 23820,0
3 m-c £283 | £24 +1206,4 +1375,5

MCD

5500 143,9 28,9 6300,2 21148,0
+17,7 +0,9 +433,7 + 6585
e 188,0 28,7 6474,8 21523,3
12 m-c +254 | £22 +457,1 +1365,6
5500 149,7 23,5 5111,5 17796,7
+ 10,1 +25 + 880,9 +1711,2
108,8 20,1 3884,5 14766,7

0Om-c | 25°C
+1753 +1,4 + 395,3 + 9395
88,7 221 2755,6 14154,0

1 m-c 25°C
+96 +724 +7337 4 +690,0
soC 134,4 26,1 3235,0 15540,0
+17121 +172 +7109,9 + 76924

McP 3m-c
5500 108,9 20,0 2919,2 15140,0
+758 +0,7 +463,9 +527,3
4°C 133,0 19,4 4425.8 14371,7
+18,5 +0,5 + 386,2 + 5472
12 m-c

5500 102,0 18,0 3401,0 13478,0
+ 16,2 +1,3 +221,6 + 968,9

Zmiany parametrow reologicznych byty zalezne od temperatury przechowywania,
zarowno w przypadku masci jak 1 kremow. We wszystkich probkach przechowywanych w
temp. 4°C dochodzi do wzrostu wyznaczanych parametréw, przy czym zmiany w KCD s3
niewielkie, natomiast w KcP wzrost jest znaczny (okoto 1,5 x wigksza lepkos¢ 1
tiksotropia). W kremach z NTG-cP nawet w temperaturze pokojowej obserwowano wzrost

lepkosci i tiksotropii (po 12 m-cy), podczas gdy parametry te nie ulegaty zmianie zarowno
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w kremie z CD jak i masciach zawierajgcych obie formy substancji czynnej (NTG-CD
oraz NTG-cP).

Parametr Pt (pole powierzchni pod wstepujaca krzywa plynigcia) oOpisujacy
strukture preparatéw, niezaleznie od temperatury przechowywania, nie zmienia si¢ istotnie
w czasie w badanych masciach (MCD i McP), natomiast w kremie KcP widoczny jest
pewien wzrost tej wartosci jednakze jest on niewielki. Wplyw przechowywania na zmiany

struktury preparatow obrazuja rOwniez reogramy przedstawione na na ryc. 45 i 46.

TinPa

Tin Pa

¥in1/s

b)

Ryc. 45. Reogramy masci zawierajqcych NTG-CD (a) lub NTG-cP (b) wykonane po
sporzqdzeniu (t=0) oraz po 1m-cu i 12 m-cach przechowywania (4°C lub 25°C).
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Struktura masci w trakcie przechowywania (12 m-cy), niezaleznie od temperatury (4°C i

25°C) byta stabilna.

25°C dochodzi do zmiany w kinetyce ptynigcia (ostabienie struktury) lecz jednoczesnie nie

obserwowano zmian

W kremach z NTG-cP w czasie 12 miesiecy nie dochodzi do zmian w Kinetyce

plyniecia niezalezn

przechowywania niewielkie r6éznice w przebiegu krzywych ptynigcia kremu z NTG-CD,

biorac pod uwage wyznaczong doktadnos¢ pomiaréw (Wyniki, ryc. 37), mozna uznaé za

nieistotne.
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(t=0) oraz po 1 m-cu i 12 m-cach przechowywania (4°C lub 25°C).
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Biorgc pod uwage powtarzalno$¢ pomiardéw reologicznych oraz fakt, ze farmakopea
za istotne przyjmuje jedynie znaczace roéznice we wiasciwosciach reologicznych, mozna

stwierdzi¢, ze badane masci i kremy posiadajg stabilng strukture wewngtrzng.

7.7. Uwalnianie

Badanie kinetyki uwalniania NTG z masci i kremow prowadzono przez okres
12 miesigcy stosujac komore ekstrakcyjng typu VanKel (Metody, pkt. 7.2.1.). Ilos¢
uwolnionej NTG wyrazona jako % dawki catkowitej (po 1, 3 i 6 h badania). Uzyskane
wyniki podano w tabeli 36.

Na ryc. 47 i 48 przedstawiono profile uwalniania NTG z masci i kremoéw uzyskane

w zaleznosci od rodzaju uzytej formy NTG i czasu przechowywania preparatow.
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Tabela 36. Uwalnianie NTG (% dawki catkowitej po 1, 316 h) z kremow i masci przechowywanych do 12 m-cy
w temp. 4°C i 25°C (X £SD, n = 6)

Crasftemp. MCD McP KCD KcP
1h 3h 6h 1h 3h 6h 1h 3h 6h 1h 3h 6h
1,14 2,31 3,98 3,26 7,56 12,28 3,83 7,80 11,23 7,03 13,67 19,55
0 m-c +0,15 + 0,41 +0,91 + 0,92 + 7,61 +2,33 +0,31 | £1,26  £088 | £065 +1,46 +1,24
. 1,54 3,34 5,47 4,09 9,01 14,04 6,77 12,63 18,55 8,16 15,52 23,35
Lm-e | 25°C +0,50 + 1,23 + 1,89 +0,29 +0,82 + 1,07 +0,74  £0,96 1,47 +0,82  +1,33 + 96
T 1,05 2,67 4,55 5,95 11,88 18,03 7,03 13,18 19,63 7,78 16,44 24,17
+0,16 +0,37 +0,75 +0,42 +1,03 +2,07 +207 *£147 206 | £1,77  *£147 *£247
3m-e . 1,15 2,70 4,73 6,05 12,70 19,30 5,89 9,78 14,67 8,72 17,05 24,87
¢ +0,18 +0,38 +0,96 +0,57 + 1,42 + 1,57 +1,58 £208 +£1,90 | £1,04 @ =£1,79  £249
T 1,67 3,16 5,10 5,55 10,96 15,72 7,32 13,85 @ 20,06 8,81 16,74 23,41
+0,44 +0,36 + 038 +0,42 +0,85 +1,14 +0,79 =£1,05 =£1,49 | £1,22 +£266 +£258
om-e o 1,17 2,37 4,18 4,91 9,63 15,43 6,33 10,66 15,36 9,86 17,65 25,80
¢ + 0,14 +0,22 + 0,40 + 0,89 + 0,64 + 0,46 +087 *065 *098 | +1,37 | 1,43 + 1,89
. 1,61 3,19 5,34 7,06 13,49 20,45 8,49 16,40 24,25 9,38 17,72 27,13
25°C +0,33 +0,29 + 0,45 +0,97 + 7,33 +2,13 +71,09 £233 £360 | £0,65 =*£144 @ =£1,70
tem-e G 1,27 2,43 4,27 4,19 10,95 17,86 6,81 13,07 | 18,58 9,23 18,86 26,19
+0,23 +0,21 +0,34 + 1,94 + 1,46 +2,48 +0,78 | £1,52 | £0,64 | £037 | £2,04 | +£1,76
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Ryc. 47. Wplyw czasu (do 12 m-cy) | warunkow przechowywania (temp. 4°C i 25°C) na uwalnianie
NTG (% dawki catkowitej) z masci zawierajgcych NTG-CD lub NTG-cP (X, n = 6).
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Ryc. 48. Wphw czasu (do 12 m-cy) i warunkow przechowywania (temp. 4°C i 25°C) na uwalnianie
NTG (% dawki catkowitej) z kreméw z NTG-CD lub z NTG-cP (X, n = 6)

— legenda podana na ryc. 47.

Na podstawie wynikow przedstawionych na ryc. 47 mozna stwierdzi¢, ze nie
dochodzi do powstania istotnych zmian w profilu uwalniania NTG z masci zawierajacych
kompleks NTG-CD przechowywanych w temp. 4°C. Natomiast w preparatach
umieszczonych w temp. 25°C obserwowano juz po 1 miesigcu wzrost ilo§ci uwalnianej
NTG (o okoto 20%), lecz wyniki uzyskane po 3 - 12 miesigcy nie potwierdzaja dalszego
postepowania zjawiska wzrostu szybkosci uwalniania.

W masciach z NTG-cP w czasie przechowywania w temp. 25°C obserwowano

wzrost szybko$ci uwalniania, ktéry po 12 miesigcach wynosit 65%. Temperatura
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przechowywania miata wplyw na trwalo§¢ masci z NTG-CP 1 wzrost szybkosci uwalniania
byt mniejszy (ok. 45% po 12 miesigcach) w masci przechowywanej w temp. 4°C.

Analizujac profile uwalniania uzyskane dla kreméw z NTG-CD stwierdzono, ze
szybko$¢ uwalniania wzrasta w sposob istotny w czasie, zarOwno Ww probach
przechowywanych w temp. 25°C jak i 4°C, przy czym zmiany te zachodzily szybciej] w
temperaturze pokojowej. Juz po 1 miesigcu przechowywania w temp. 25°C obserwowano
prawie dwukrotny wzrost szybko$ci uwalniania NTG wzgledem wartos$ci poczatkowej.
[los¢ NTG uwolnionej po 1 miesigcu (18,5% po 6 h) jest zblizona do warto$ci uzyskanej
dla preparatu zawierajacego forme nieskompleksowang NTG (19,5%). W trakcie
kolejnych miesigcy przechowywania kreméw z NTG-CD, dochodzito do dalszego wzrostu
szybkosci uwalniania NTG, przy czym zmiany w preparatach przechowywanych w
lodowce przebiegaja wolnie;.

Na ryc. 49, w celu zilustrowania wptywu formy NTG na zmiany w kinetyce
uwalniania zachodzace w czasie, przechowywania zestawiono profile uwalniania
wyznaczone po wykonaniu masci i kremow (t=0) z profilami wyznaczonymi po 12
miesigcach przechowywania (w temp. 25°C) (zestawienie zawiera dane przedstawione

powyzej naryc. 47 i 48).
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Ryc. 49. Wplyw formy NTG (rozcierki z cP lub kompleksu z f-CD) na zmiane szybkosci uwalniania

W czasie 12 m-cy przechowywania masci i kremow.

Jedynie w masci lipofilowej, zawierajacej forme skompleksowang NTG, szybkos¢

uwalniania w czasie 12 miesi¢cy nie zmienia si¢ znaczgco, natomiast w preparacie
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zawierajgcym rozcierke NTG z cP wzrost szybko$ci uwalniania jest duzy (2-krotny). Krem

z kompleksem NTG-CD nie wykazuje oczekiwanej trwatosci.

8. BADANIA PRZENIKANIA NTG DO SKORY W WARUNKACH
EXVIVO

Kolejnym etapem pracy bylo okreSlenie stopnia przenikania NTG w warunkach
ex vivo, do skory ludzkiej w zaleznosci od zastosowanego podtoza (zawiesina wodna, krem
w/0, mas¢ absorpcyjna) oraz uzytej formy substancji leczniczej (Metody, pkt. 8.).

Dane przedstawione na ryc. 50 - 52 uzyskano stosujgc jednokrotng ekstrakcje
tkanek metanolem. W toku badan wykazano, ze w ptynach z ekstrakcji (drugiej i trzeciej)

stezenie NTG byto nieoznaczalne przy uzyciu wybranej metody HPLC (< 200 ng/ml).

Zawiesina

Okreslono przenikanie NTG do skoéry z zawiesiny wodnej zawierajacej 0,8%
NTG-cP. Ilosci NTG oznaczone w skorze niedzielonej przedstawiono na ryc. 50, natomiast
na ryc. 51 podano wyniki uzyskane dla rozdzielonych warstw: naskorka 1 skory wlasciwej.

Powtarzalno$¢ metody wyznaczono dla 5 eksperymentow. Oznaczona ilos¢ NTG w
skorze catkowitej wyniosta 550 = 100 pg/g, co stanowi 4,2 + 0,84% nanoszonej dawki.
Powtarzalnos$¢ otrzymana, w modelu biologicznym z uzyciem skory ludzkiej ex vivo jest
dostateczna.

Poroéwnano ilo§¢ NTG zaabsorbowang po 3 h aplikacji przez naskorek i skore

wlasciwa. Uzyskane wyniki przedstawiono jako iloé¢ NTG obecng w 1 g lub w 1 cm?
tkanki (ryc. 51).
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50. Ilos¢ NTG oznaczona w skorze po 3 h aplikacji zawiesiny NTG-cP (0,2% NTG)

— poszczegolne proby (n=>5) oraz wartos¢ srednia.
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Ryc. 51. Porownanie ilosci NTG oznaczonej w warstwach skory po 3 h aplikacji zawiesiny

zawierajgcej NTG-CP (0,2% NTG) (X = SD, n =5).

llos¢ NTG (wyrazona w upg/g), ktora ulegla wchionieciu do naskorka byta
dwukrotnie wigksza od ilosci oznaczonej w skorze wiasciwej (odpowiednio 1014 i 540
ug/g). Jednakze bioragc pod uwage fakt, iz masa naskorka w przypadku badanych
fragmentoéw tkanki wynosita §rednio okoto 2,2 % catkowitej masy skoéry, mozna stwierdzi¢
ze wigkszos¢ NTG ulega dyfuzji do skory wiasciwej — ponad 20-razy wiecej NTG bylo w
skorze whasciwej (125 ug/cmz) niz w naskorku (5,4 ug/cmz).
Stwierdzono, ze rozdzial termiczny skory na naskorek i1 skore wlasciwa z uzyciem

wody o temp. 60°C nie wptywa na zawartoS$¢ NTG w badanej tkance. Laczna ilo$¢
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substancji oznaczona w naskorku i skorze wlasciwej po rozdziale wyniosta 560 pg/g i byta
rowna ilosci NTG oznaczonej w niedzielonych fragmentach skory tzn. 551 pg/g.
Stezenie NTG uzyskane w plynie akceptorowym po 3 h badania przenikania z

zawiesin bylo nieoznaczalne przy uzyciu wybranej metody analitycznej (< 200 ng/ml).

Masci i kremy

Whyniki przenikania NTG do skory w zaleznosci od uzytego podloza (masé
absorpcyjna lub krem) i rodzaju formy substancji czynnej (rozcierka lub kompleks)
przedstawiono na ryc. 52.

Z preparatow polstatych, w czasie 5 h do naskorka przenikato mniej niz 1%
aplikowanej dawki NTG. W dalszych badaniach analizowano zawartosci NTG jedynie w

niedzielonych fragmentach skory (ryc. 52).
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Ryc. 52. Porownanie przenikania NTG do skory catkowitej z masci i kreméw (X £SD n=5-7).

Niezaleznie od rodzaju zastosowanej formy NTG obserwowano znacznie mniejsze
przenikanie substancji czynnej do skoéry z kremdéw niz z masci. Z preparatdow polstatych
przenikanie byto znacznie mniejsze niz z zawiesiny wodnej. [lo§¢ NTG wchlonigta do skory
ludzkiej z masci i kremu (McP i KcP) w czasie 5 h byla odpowiednio 10-krotnie i
25-krotnie mniejsza od ilosci NTG wchtanianej z zawiesiny wodnej (NTG-cP) po 3 h
badania.

Ilos¢ NTG, ktora ulegla dyfuzji do skéry z masci wyniosta 18,1 + 3,8 pg/g oraz
52,2 £ 10,8 ng/g, odpowiednio dla MCD i McP. Prawie 3-krotnie wolniejsze przenikanie z

masci zawierajagce] NTG w formie kompleksu w poréwnaniu z formg nieskompleksowang
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$wiadczy o spowolnionym uwalnianiu leku z tej postaci. Ilos¢ NTG, ktora ulegta dyfuzji
do skéry z kremu wyniosta 11,1 + 1,9 pg/g oraz 21,9 + 2,7 ug/g, odpowiednio dla KCD i
KcP, tak wiec przenikanie byto 2-krotnie mniejsze po zastosowaniu kompleksu z CD.
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Do chwili obecnej na rynku $wiatowym pojawito si¢ okoto 40 produktow
leczniczych zawierajagcych CD. W wigkszo$ci z nich zastosowano naturalne CD (okoto
70% preparatow), w tym gtownie B-CD (Wstep, tabela 3 i 4). CD mogg wystgpowaé w
produktach podawanych droga doustna, pozajelitowa oraz miejscowo. Wigkszos¢ z
preparatow zawierajacych naturalne CD to formy state (tabletki, kapsutki), natomiast
roztwory (doustne, do stosowania zewngtrznego lub pozajelitowego) zazwyczaj zawieraja
pochodne CD, ze wzgledu na ich znacznie lepsza rozpuszczalnos¢. Pomimo wielu lat
intensywnych badan, zastosowanie CD w technologii farmaceutycznej nie jest duze
i dotyczy gtownie prostych fizykochemicznie uktadow (tabletki konwencjonalne,
roztwory). Praktycznie brak jest preparatow poétstatych, czy preparatow o modyfikowanym
lub kontrolowanym uwalnianiu (np. TTS, uktady wielozbiornikowe, emulsje) [4].

Obserwuje si¢ wprawdzie wzrost zainteresowania zastosowaniem CD w
preparatach na skore (Wstep, tabela 9), ale prawdopodobnie wynika to z poszukiwan dla
celow przemystu kosmetycznego (w 2009 az 74% z 9400 opublikowanych prac dotyczyla
zastosowan w kosmetykach, a jedynie 6% w preparatach farmaceutycznych) [4].
Jednoczesénie brak jest prac dotyczacych trwatosci kompleksow w uktadach poéistatych oraz
prac opisujacych interakcje pomigedzy CD a substancjami pomocniczymi. W przypadku
form statych zwraca si¢ obecnie wigkszg uwage na wptyw innych substancji
pomocniczych na trwatos¢ kompleksu lek-CD.

W podjetych w pracy badaniach oceniono mozliwos$¢ stosowania kompleksu
inkluzyjnego NTG-B-CD (1:1), wytwarzanego przez firm¢ Dynamit Nobel, w tabletkach
podjezykowych oraz poétstatych preparatach do stosowania zewnetrznego. Zawarto§¢ NTG
w uzywanej substancji wynosita jedynie 2% (wg certyfikatu analizy 1,98%), tak wigc
B-CD wystepuje w nadmiarze, poniewaz przy uwzglednieniu stechiometrii kompleksu 1:1
NTG powinna stanowi¢ 17% masy. Duza zawartos¢ CD w substancji moze stanowic¢
ograniczenie technologiczne [14, 39, 84]. W pracy korzystano z gotowej formy
kompleksu, w zwigzku z czym nie przeprowadzono badan identyfikacyjnych kompleksu,
lecz wyznaczono jedynie rozpuszczalnos¢ NTG (Metody, pkt. 3.1.). Dane literaturowe na
temat wlasciwosci kompleksu NTG-CD zostaty przedstawione we wstepie (pkt. 2.3.).

NTG z powodu matej trwaloSci 1 wybuchowosci [116], nie moze by¢
przechowywana w formie czystej cieczy, dlatego jako substancj¢ odniesienia do badan

wybrano rozcierke NTG z cP (25% NTG). cP jest powszechnie stosowany do stabilizacji
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NTG w preparatach statych, gdyz wykazuje wyzsza skuteczno$¢ niz inne substancje
rozcienczajace [132, 134 - 136].

Realizacj¢ tematu rozpoczg¢to od wyznaczenia rozpuszczalnosci NTG w wodzie
(37°C) w obecnosci substancji stabilizujgcych — cP i CD. Rozpuszczalnos¢ NTG w wodzie
jest mniejsza (o okoto 30%), gdy uzyty jest kompleks NTG-CD zamiast rozcierki NTG-cP
(Wyniki, ryc. 16). Nie jest wykluczone, ze efekt ten zwigzany jest z nadmiarem CD.
Otrzymane wyniki sa zgodne z danymi literaturowymi [142], gdyz ustalono wcze$niej, ze
NTG posiada izoterme rozpuszczalnosci typu Bs — obecnos¢ CD (powyzej 1%) powoduje
ograniczenie rozpuszczalno$ci leku. Efekt ten nie stanowitl przeszkody w realizacji
zamierzonego celu, poniewaz celem badan nie byta solubilizacja NTG, lecz modyfikacja
uwalniania lub zwigkszenie trwatos$ci. Ograniczona rozpuszczalno$¢ nie wyklucza uzycia
kompleksu w tabletkach podjezykowych, w ktorych konieczna jest szybka biodostepnosé,
gdyz CD podawane na btony sluzowe moga promowac wchianianie [1, 24, 26]. Otrzymano
dla tabletek podjezykowych z kompleksem NTG nieznacznie wigksza skuteczno$¢ w
obnizaniu tg¢tniczego ci$nienia krwi 1 zwigkszaniu szybko$ci pracy serca wzgledem
tabletek podjezykowych z innymi formami NTG [51]. W odr¢bnych badaniach wykazano
rowniez, ze B-CD zwigksza szybkos¢ uwalniania NTG z tabletek [4].

Analize ilosciowa NTG w badanych probkach (roztwory wodne, plyny
akceptorowe, a takze ekstrakty z masci, tabletek i ze skory) przeprowadzono metoda
HPLC (Metody, pkt. 2.). Zastosowana metoda pozwolita na jednoczesne oznaczanie
substancji czynnej i produktow hydrolizy kwasnej, co jest zgodne z doniesieniami
literaturowymi [167].

Zaréwno CD jak i cP nie wykazywaly interakcji z NTG w czasie analizy
ilosciowej. CP jest nierozpuszczalny w wodzie i metanolu [6], nie byl wiec obecny w
analizowanych roztworach. B-CD jest nierozpuszczalna w metanolu i trudno rozpuszczalna
w 50% roztworze metanolu (0,3 g/100 ml) [4], a takze nie wykazuje absorbcji w zakresie
UV-Vis [4], dzigki czemu mozliwe bylo oznaczanie NTG w obecnosci B-CD
(Metody, ryc. 8).

Zawarto$§¢ NTG w tabletkach oraz masciach oznaczano prowadzac ekstrakcje 50%
roztworem metanolu, natomiast oznaczenia ilosciowego w tkance (skora, warstwa rogowa)
dokonywano po ekstrakcji metanolem. W roztworach metanolowych NTG wystepuje w

formie nieskompleksowanej.
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W  przypadku tabletek ekstrakcje metanolem prowadzono po uprzednim
sproszkowaniu tabletek i wytrzgsaniu z woda (Metody, pkt. 5.5.). Ekstrakcje z masci
prowadzono metoda opisang przez Krzeka i wsp. [167]. Uzyskano bardzo dobry odzysk
NTG z probek masci (> 99%).

W pracy podjeto probe otrzymania trwatych tabletek podjezykowych zawierajacych
kompleks NTG-CD. W celu poprawy trwatosci NTG preparat dostgpny w Japonii zawiera
kompleks inkluzyjny NTG-CD, natomiast tabletki dost¢pne na rynku europejskim oraz w
USA zawieraja krospowidon. Brak publikowanych badan poréwnawczych dotyczacych
trwato$ci NTG w obecnosci cP lub B-CD uzasadniat podjecie tego tematu.

Sporzadzano tabletki podjezykowe zawierajace NTG w dawce zwykle stosowanej
w terapii napadow dlawicy piersiowej, tzn. 0,5 mg. Zalozono, ze tabletki powinny
charakteryzowa¢ si¢ niewielka masg i rozmiarem oraz szybkim rozpadem, gdyz ten
parametr warunkuje w duzym stopniu biodostgpnos¢ NTG [127]. Ze wzgledu na
zastosowanie tabletek w jamie ustnej istotne byly réwniez korzystne odczucia
organoleptyczne.

Zastosowano metodg¢ tabletkowania bezposredniego (Metody, pkt. 4.). Uzycie form
rozcienczonych NTG byto korzystne ze wzgledu na bezpieczenstwo tabletkowania [5, 51],
lecz niewielki (0,5%) udziat substancji czynnej, moze by¢ przyczyng niehomogennego
rozmieszczenia NTG w masie tabletkowej, a w konsekwencji niejednolitosci dawki.

Na etapie opracowywania sktadu tabletek zastosowano nowoczesne substancje
rozsadzajace, takie jak glikolan sodowy skrobi (Vivastar) i kroskarmeloze sodowa
(Ac-Di-Sol), ktore sg skuteczne juz w niskich st¢zeniach (< 5%). Stosowano rowniez
skrobi¢ modyfikowang (10%): prezelowang skrobi¢ kukurydziang (Starch 1500) oraz
wspolsuszong mieszaning skrobi kukurydzianej i laktozy (StarLac). Na podstawie czasu
rozpadu in vitro (Wyniki, tabela 23) wyznaczono optymalne stezenia substancji
rozsadzajacych. Badanie prowadzono dla tabletek placebo bez CD lub z CD (25%). Dla
tabletek o twardosci nieprzekraczajacej 100 N mozliwe byto uzyskanie szybkiego rozpadu
(<100 s) z uzyciem wszystkich badanych substancji (w stezeniu do 10%). Tabletki serii
probnych roznity si¢ istotnie twardoscig ze wzgledu na brak kontroli sity nacisku, w
zwigzku z czym nie mozna bylo jednoznacznie oceni¢ czy CD wplywa na rozpad (tabela
23).

Nowoczesne substancje rozsadzajace po podaniu na blone $luzowa moga

powodowa¢ nieprzyjemne odczucia organoleptyczne (,piasek”) [171]. Taki efekt
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obserwowano dla Ac-Di-Sol, z tego powodu wyeliminowano te substancje z dalszych
badan. Z kolei Vivastar, pomimo dobrych wlasciwos$ci aplikacyjnych, nie zostat wybrany
ze wzgledu na stosunkowo dtugi czas rozpadu sporzadzonych tabletek (Wyniki, tabela 23.).
Takich ktopotow nie obserwowano przy zastosowaniu skrobi jako substancji rozsadzajace;j.
Ostatecznie wybrano, pomimo koniecznos$ci uzycia nieco wigkszych stezen (powyzej
10%), modyfikowane skrobie: Starch 1500 i StarLac, ktore zgodnie z danymi
literaturowymi pozwalajg na uzyskanie mas do tabletkowania charakteryzujacych sie¢
bardzo dobrg zsypywalnoscig [172 - 174].

Masy do tabletkowania zawierajace wspOlsuszong laktoze ze skrobig (StarLac)
wymagaty uzycia mniejszej sily nacisku niz laktoza w mieszaninie ze skrobig
(Tabletoza 80 i Starch 1500) (Wyniki, tabela 25). Bardzo dobre wtasciwosci mechaniczne
tabletek ze StarLac uzyskane przy matych wartosciach sity nacisku prawdopodobnie
wynikaja ze zmiany wlasciwosci fizycznych mieszaniny laktozy i skrobi podczas
wspotsuszenia [172, 174]. StarLac charakteryzuje si¢ duza wartoscig deformacji
plastycznej w trakcie prasowania, znacznie wyzszg niz mieszanina suszonej rozpytowo
laktozy (FlowLac) i skrobi kukurydzianej [175].

Tabletki zawierajace StarLac, ze wzgledu na krotszy czas rozpadu w jamie ustnej,
lekko stodkawy smak oraz minimalne odczucie ziarnistosci, po rozpadzie, byty najbardziej
akceptowane przez probantow (Wyniki, tabele 23 i 24). Nalezy jednak dodac, ze tabletki ze
Starch 1500 zostaty rowniez uznane za odpowiednie. Znaczny udziat CD w masie tabletek
nie wptywat na czas rozpadu (in vitro i in vivo) tabletek sporzadzanych z uzyciem StarLac
i Starch 1500 (Wyniki, tabela 24). Nie obserwowano skrocenia czasu rozpadu, chociaz taki
efekt opisano dla tabletek z chloramfenikolem, kiedy B-CD znacznie skracata ich czas
rozpadu, przy jednoczesnym zwigkszeniu twardosci [5].

Dazac do maksymalnie akceptowalnego odczucia organoleptyczneo podjeto probe
zastosowania w tabletkach jako srodka poslizgowego rozpuszczalnego w wodzie
makrogolu 6000 (2%) zamiast nierozpuszczalnego stearynianu magnezu. Okazato sig¢
jednak, ze dochodzito do adhezji masy do stempli, co uniemozliwiato tabletkowanie.

W przypadku tabletek podstawowym celem byto uzyskanie poprawy trwatoSci
NTG w wyniku zastosowania kompleksu inkluzyjnego. Kluczowe byto wigc okreslenie
trwatosci chemicznej NTG w tabletkach w obecnosci wybranych substancji pomocniczych.
W celu uzyskania szybkiej wstepnej oceny tabletki serii I poddano bezposredniej

ekspozycji na podwyzszong temperature (40°C) i wilgotnos¢ (75% RH) (Metody, pkt. 5.6.).
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Juz w czasie 14 dni dochodzito do gwattownego spadku zawartosci NTG we wszystkich
badanych formulacjach, chociaz proces ten nastgpowal wolniej w tabletkach z NTG-CD
(Wyniki, ryc. 19).

Pomimo, ze temperatura wrzenia NTG to 146°C, do jej powolnego parowania
dochodzi juz w temperaturze pokojowej [116]. Poniewaz tabletki byly przechowywane w
otwartych naczyniach, a w analizowanych probkach nie obserwowano duzych wartosci
pikow produktow rozkladu, ubytek NTG tlumaczy si¢ przede wszystkim jej lotnoscia.
Dane literaturowe rowniez wskazuja, ze gldéwng przyczyna spadku zawartosci NTG w
trakcie przechowywania tabletek jest jej lotnos¢ w temperaturze pokojowej [51].

Znaczenie mial rowniez sklad pozostatych substancji pomocniczych. Wyraznie
wicksza trwato§¢ NTG obserwowano w tabletkach zawierajacych Starch 1500 niz w
tabletkach ze StarLac. Poprawa trwatosci NTG w obecnosci Starch 1500 moze by¢
wynikiem ochrony kompleksu przed wilgocia, w tym przed wodg hydratacyjng zawartg w
znacznej ilosci w B-CD (okoto 14%). Wykazano na przyktad, ze Starch 1500 zwigkszat
trwalos¢ chemiczng substancji podatnych na hydrolizg, takich jak chlorowodorek
ranitydyny, czy kwas acetylosalicylowy [176, 177]. Starch 1500, ze wzgledu na
modyfikacj¢ (prezelowanie) w procesie otrzymywania, zbudowany jest z rozgat¢zionych
tancuchow amylopektyny (cze$¢ hydrofilowa) oraz nierozgalezionych — amylozy (czgé¢
hydrofobowa). Taka budowa umozliwia zatrzymanie czasteczek wody, przez co zmniejsza
si¢ ich aktywno$¢ [173, 176]. Podobne wiasciwosci wykazano dla dekstrozy, gdyz
stwierdzono, ze jej dodatek (20%) poprawia trwatos¢ tabletek zawierajacych kompleks
inkluzyjny limaprostu z a-CD [178].

Badania stresowe nie zawsze odzwierciedlaja zmiany zachodzace w czasie
rzeczywistym. Waznym czynnikiem, ktory nalezy uwzglednia¢ jest opakowanie
bezposrednie produktu. Zdecydowano, by prowadzi¢ badanie w fiolkach szklanych
zamykanych petnymi kapslami z PTFE, ktore nie powinny wptywa¢ na trwatos¢ NTG.
(Metody, pkt. 5.6.). Wnioski z analizy prob w warunkach przechowywania
dtugoterminowego (12 miesigcy w temp. 25°C) sg zgodne z uzyskanymi w warunkach
przyspieszonego Starzenia oraz we wstepnych badaniach stresowych (Wyniki, ryc. 20).
Mniejszy ubytek NTG obserwowano w tabletkach CD/B, z NTG-CD i Starch 1500 (po 12
miesigcach wykrywano 87% NTG). Pomimo korzystnego wptywu kompleksowania
z B-CD, w zadnym z badanych ukladéw nie uzyskano wymaganej dla celow

rejestracyjnych trwatosci NTG, poniewaz ubytek substancji leczniczej przekraczat 10%.
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Jednakze badania wykonano dla niewielkich laboratoryjnych serii, ktore byty wytwarzane
w warunkach doswiadczalnych (pomieszczenie nieklimatyzowane, reczny zasyp matryc),
a biorgc pod uwage, ze w dostepnych na rynku polskim tabletkach Nitroglicerinum
(Lek, Polska) uzyta jest rozcierka NTG z krospowidonem, z ktorej korzystalismy w
wykonanych przez nas tabletkach, nalezy oczekiwaé, ze zastosowanie kompleksu
NTG-CD zapewni poprawe trwalosci substancji czynne;.

Zgodnie z celem pracy ocena mozliwosci stosowania kompleksu NTG-CD
dotyczyta rowniez preparatow potstatych. Obecnie bardzo rzadko stosuje si¢ masci z NTG
(2%) do przezskornego podawania leku w dusznicy bolesnej. Od niedawna NTG jest
jednak uzywana w miejscowej terapii przewlektej szczeliny odbytu, w postaci 0,2% lub
0,4% (terapia bolu) masci (Wstep, pkt. 2.4.1.). W Polsce brak jest produktu NTG o takim
stezeniu 1 wskazaniu terapeutycznym. Pomimo niskiego stezenia NTG, gtowng wada
sfinkterotomii chemicznej jest wystepowanie dziatan ubocznych wynikajacych z szybkiego
przenikania NTG do krazenia ogélnego (Wstep, pkt. 2.4.1.). Spowolnienie uwalniania
moze ogranicza¢ wchtanianie NTG przez skore przy zapewnieniu miejscowego dziatania
leku. Zatozono wiec, ze opracowany preparat powinien zawieraé 0,2% NTG i
charakteryzowa¢ si¢ modyfikowanym uwalnianiem. Efekt spowolnionego uwalniania
mozna uzyskaé poprzez kompleksowanie substancji leczniczych, jezeli stata trwato$ci
kompleksu jest duza oraz gdy obnizona jest rozpuszczalnos$¢ substancji czynnej [1, 5, 10,
16].

Wyniki badania rozpuszczalnosci wykazaty, ze B-CD ogranicza rozpuszczalnos$é
NTG w wodzie (Wyniki, ryc. 16). Przeprowadzono badania uwalniania NTG z zawiesiny
NTG-CD i NTG-cP (0,2% NTG). Uktad zawierat jedynie zdyspergowang substancje¢
czynng z nosnikiem, w celu wyeliminowania wptywu substancji dodatkowych na kinetyke
uwalniania. Zastosowano dwa r6zne modele badawcze. W zalezno$ci od uzytego aparatu
(komora wertykalna — W i komora Franza — F), uzyskano odpowiednio 2- lub 3-krotnie
wolniejsze uwalnianie NTG z dyspersji NTG-CD niz z zawiesiny NTG-cP (Wyniki, ryc.
18). Roznice w dwoch doswiadczalnych modelach prawdopodobnie sg rezultatem braku
mieszania w komorze donora w aparacie F (Metody, pkt. 3.4.) przez co dochodzito do
sedymentacji czastek stalych na powierzchni membrany (uktad horyzontalny). W obu
modelach potwierdzono jednak, ze CD spowalnia uwalnianie NTG.

Farmakopea wymaga, by prowadzi¢ badanie uwalniania dla preparatow o

modyfikowanym uwalnianiu. Badanie to nie jest natomiast obowigzkowe dla masci i brak
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jest farmakopealnej metody prowadzenia takiego testu [179]. Jedyne wytyczne dotyczace
badania uwalniania z preparatow poélstatych zostaly opublikowane w roku 1997 przez FDA
[180]. W niniejszej pracy nie zastosowano zalecanej w nich komory Franza, ktéra
stwarzala problemy techniczne w doswiadczeniach z zawiesinami  wodnymi.
Uwzgledniono natomiast wytyczne dotyczace czasu badania (6 h).

Uzyto blone dializacyjng, co zapewnilo stalg powierzchnie dyfuzji i ochrong przed
mieszaniem preparatu z ptynem. Membrany nie mogg stanowi¢ bariery dla dyfundujacych
czasteczek substancji czynnej oraz musza by¢ obojetne wzgledem uwalnianego leku [179,
181, 182]. Wu i wsp. [183] wykazali, ze w przypadku preparatow poétstatych z NTG
zastosowanie membran o charakterze lipofilowym (politetrafluoroetylen, polipropylen)
spowalnia uwalnianie substancji czynnej. Odpowiednie s3 btony hydrofilowe (mieszane
estry celulozy, polisulfony, widkna szklane), przy czym wazna jest ich charakterystyka:
grubos$¢ i porowato$é. Zastosowano membrany z estrow celulozy zatrzymujace zwigzki 0
m.cz. powyzej 10.000 Da. W badaniach poczatkowo stosowano btong¢ dializacyjna (prod.
Sigma), ktora nie posiada okre§lonej w charakterystyce grubosci, a nastepnie Cuprophan
(prod. Medicell), o grubosci wynoszacej 10 um + 0,5. Obserwowano niewielkie (okoto
10%) i nieistotne statystycznie roznice w wynikach uzyskanych przy uzyciu obu membran
(Wyniki, ryc. 32). Ze wzgledu na prawdopodobnie mniejsza grubo$é, znaczng porowatosé¢
oraz wskazanie w USP w dalszych badaniach stosowano jedynie btong Cuprophan.

Poniewaz NTG ulega sorpcji do tworzyw [116], konieczne bylo wykazanie braku
interakcji z materialem membrany. Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen
stwierdzono, ze NTG nie ulega adsorpcji do blony z estrow celulozy, nawet z
rozcienczonych roztworow wodnych (temp. 37°C) (Wyniki, pkt. 5.5.).

Stosowano trzy dostgpne handlowo komory: dializacyjng - D, typu Mutimer - MU
I typu VanKel - VK. Aparaty charakteryzowaly si¢ rozng powierzchnig uwalniania,
sposobem i szybkoscia mieszania ptynu akceptorowego oraz gruboscig warstwy preparatu
(Metody, pkt. 7.2.). Oceniajac szybkos¢ uwalniania NTG z masci absorpcyjnej
stwierdzono, ze jest rozna we wszystkich trzech aparatach, niezaleznie od uzytej formy
substancji czynnej (NTG-CD i NTG-cP). Znacznie wigkszg szybko$¢ uwalniania uzyskano
w komorze D (Wyniki, ryc. 28 i 29). Szybsze uwalnianie z uzyciem komory D moze by¢
wynikiem duzej predkosci mieszania (50 rpm), a nawet dziatania sity odsrodkowe;j (rotacja
zbiornika donora), co w szczegdlnosci w przypadku zawiesin  (NTG-CD,

NTG-cP), dodatkowo powoduje przemieszczanie si¢ zdyspergowanych czastek substancji
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czynnej na powierzchni¢ membrany. Zbyt szybkie i wymuszone uwalnianie jest
zjawiskiem niekorzystnym, a uzyskana szybko$¢ uwalniania moze by¢ w duzym stopniu
niezalezna od sktadu preparatu (np. mniejszy wptyw lepkosci). W dalszych badaniach
zrezygnowano wiec z uzycia komory D. Aparaty MU i VK uzyto w badaniach
porownawczych hydrozeli.

Niewielka rdéznica w szybkosci uwalniania z zeli pomiedzy preparatami
zawierajacymi forme¢ skompleksowang i wolng NTG, obserwowana w komorze VK, jest
istotna statystycznie. Natomiast wartosci wyznaczone w komorze MU nie rdéznig si¢
istotnie, w przypadku zeli z NTG-CD i NTG-cP. W komorze MU dyfuzja zachodzita
bardzo szybko i juz po 1 h badania uzyskano plateau, chociaz nie osiagnicto catkowitego
uwolnienia leku - jedynie okoto 80% dawki uleglo uwolnieniu. Réznice w szybkosci
uwalniania w komorach MU i VK mogg by¢ spowodowane dwoma czynnikami: r6znym
mieszaniem ptynu lub rozng grubo$cig warstwy preparatu. Komora MU nie posiada
regulowanej objetosci 1 warstwa aplikowanej masci byta 3-krotnie ciensza niz w komorze
VK. W celu eliminacji tej réznicy przeprowadzono uwalnianie w komorze VK, stosujac
takg samg jak w komorze MU warstwg¢ preparatu (1,2 mm). Profile uwalniania dla masci
oraz zeli aplikowanych w warstwie 1,2 mm s3g ré6zne w obu komorach — szybsze jest
uwalnianie [pg/cm?] w komorze VK (Wyniki, ryc. 31). Prawdopodobnie rdznice w
kinetyce uwalniania pomie¢dzy aparatami wynikaja wigc z zastosowania odmiennych
technik mieszania ptynu akceptorowego. W komorze VK warstwa nasycona likwidowana
jest przez obracajaca si¢ nad membrang topatke, natomiast w komorze MU plyn jest
jedynie ,kotysany” (wytrzasarka). W obu przypadkach sposob mieszania jest na tyle
fagodny, ze nie wplywa na zloze preparatu, a moze jedynie wplywaé na szybkos¢
eliminacji warstwy nasyconej. Pomimo réznic w szybko$ci mieszania W obu aparatach
mozna obserwowac, ze dyfuzja zalezna jest zarowno od skladu podiloza jak i formy
substancji czynnej.

W toku przeprowadzonych badan nie udato si¢ wyjasni¢ niecatkowitego uwolnienia
substancji leczniczej z zeli. Uwolnienie maksymalnie 80% NTG 1 zahamowanie
uwalniania po 1 h moze wynika¢ z interakcji NTG-CD z polimerem w zelu. Inne czynniki,
takie jak stezenie NTG czy CD w ptynie akceptorowym, moga mie¢ rowniez znaczenie.

W obu uzytych modelach doswiadczalnych (komora MU i VK) mozliwe byto
wykazanie roznic w kinetyce uwalniania pomiedzy forma skompleksowang i

nieskompleksowang NTG. Badania dowiodty, ze w przypadku podtozy lipofilowych
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mozliwe jest stosowanie modeli charakteryzujacych si¢ rozng gruboscig warstwy
preparatu, a sposob mieszania akceptora jedynie w niewielkim stopniu zwigksza dyfuzje.
Jednoczesnie stwierdzono, ze w przypadku podiozy hydrofilowych (hydrozel) réznice w
konstrukcji aparatbw moga wpltywa¢ na uzyskane profile, co stwarza problemy
interpretacyjne. W przypadku badan uwalniania z preparatow poistatych, przy doborze
modelu dos§wiadczalnego nalezy wzig¢ pod uwage szereg czynnikow. Poza wymaganymi
warunkami sink bardzo wazne sg rowniez: sposOb mieszania pltynu akceptorowego,
grubos$¢ aplikowanej warstwy preparatu, masa preparatu czy charakter fizykochemiczny
podioza.

Opracowanie technologii preparatow potstatych (0,2% NTG) do stosowania
miejscowego w terapii szczeliny odbytu wymagato doboru sktadu podtoza. Istotne byto
uzyskanie przedtuzonego uwalniania in vitro z masci zawierajacych NTG-CD. Wykonano
preparaty zaro6wno na bezwodnym podlozu absorpcyjnym, jak 1 na podlozach
zawierajacych wode — emulsji w/o i hydrozelu (Metody, tabela 16). Zdecydowano si¢ na
uzycie podlozy zawierajacych wode, gdyz we wczesniejszych badaniach wykazano, ze
szybko$¢ uwalniania z dyspersji wodnej NTG-CD jest spowolniona wzgledem formy
nieskompleksowanej. Pozwalato to przypuszcza¢, ze mimo zachodzacej dysocjacji
uwalnianie w obecnosci wody bedzie spowolnione.

Badania uwalniania prowadzono z masci zawierajacej kompleks NTG-CD, formeg
nieskompleksowang NTG-cP oraz mieszaning fizyczng 3-CD z NTG-cP. Uzyskane dane
(Wyniki, ryc. 23) potwierdzity mozliwos¢ modyfikacji uwalniania NTG z masci poprzez
zastosowanie formy kompleksu NTG-CD. Szybkos$¢ uwalniania z kompleksu zawartego w
masci jest prawie 4-krotnie mniejsza niz z masci z rozcierkg NTG z cP. Jednocze$nie
wykazano, ze zastosowanie mieszaniny fizycznej NTG (NTG-cP) i CD takze spowalnia
uwalnianie, aczkolwiek w znacznie mniejszym stopniu (o okoto 20%).

Spowalnianie uwalniania substancji do$¢ dobrze rozpuszczalnej w wyniku
wprowadzenia kompleksu lek-CD do bezwodnej matrycy zostato juz opisane w literaturze.
Davies i wsp. [wg 16] zastosowali kompleksowanie pilokarpiny z B-CD w celu
przedtuzenia uwalniania leku z insertu okulistycznego. Kompleks pilokarpiny z -CD
charakteryzowat si¢ staba rozpuszczalnoscig (izoterma typu B). Uwalnianie pilokarpiny z
matrycy z metylocelulozy bylo znacznie wolniejsze, gdy uzyto kompleks niz gdy

zastosowano substancj¢ czynng w formie wolnej lub jako mieszanine fizyczng z CD.

- 150 -



—~DYSKUSJA WYNIKOW —

Uwalnianie substancji leczniczych z masci wykonanych na podtozach lipofilowych
bezwodnych jest wolne i dotyczy jedynie czeSci aplikowanej dawki. W masciach
lipofilowych dyfuzja zachodzi tylko z warstwy w bezposrednim kontakcie z ptynem,
migdzy innymi z powodu braku penetracji wody (ptynu akceptorowego) do podloza.
Szybsze uwalnianie in vitro i z reguty wiekszg dostepnos¢ dawki uzyskuje si¢ z preparatow
zawierajagcych wode [184]. W przypadku kremu w/o uwalnianie NTG z formy
skompleksowanej byto 2,5-krotnie wolniejsze niz z preparatow zawierajacych forme
nieskompleksowang (Wyniki, ryc. 25). Taki sam stosunek uwalniania (2 - 3-krotne
spowolnienie) uzyskano dla wodnych dyspersji obu form NTG (Wyniki, ryc. 18).

Mniejsza roznica w szybkosci uwalniania NTG z kremu KCD i KcP (w obecnosci
wody), niz obserwowana dla masci bezwodnej, jest prawdopodobnie wynikiem cze$ciowe;j
dysocjacji kompleksu i1 wigkszej dostepnosci wolnej NTG w preparacie. Podobnej
zalezno$ci w modyfikacji uwalniania spodziewano si¢ w przypadku badanego hydrozelu
(ZCD). Okazato si¢ jednak (Wyniki, ryc. 26), ze obie formy NTG uwalniaja substancj¢
czynng z podobng szybkoscig (10% rdznicy). Kinetyka uwalniania jest do$¢ zaskakujaca,
bioragc pod uwage znaczny nadmiar obecnych w preparacie CD oraz réznice uwalniania
obserwowane w przypadku wodnej dyspersji. Poniewaz badany zel zawieral dodatek
rozpuszczalnikéw (etanol, glikol propylenowy), konieczna byta ocena wptywu tych
substancji pomocniczych na trwato$¢ kompleksu.

Podstawowg technikg oceny kompleksow, ze wzgledu na szerokg dostepnosé jest
DSC [5, 185]. W literaturze mozna spotka¢ doniesienia dotyczace oceny przy jej uzyciu
miedzy innymi czopkow czy masci [186, 187, 188, 189].

Termogramy DSC wykonano w Zespole Pracowni Fizykochemicznych
Uniwersytetu Gdanskiego (Metody, pkt. 7.1.) dla kompleksu NTG-CD oraz dla
zawierajagcych go: masci absorpcyjnej i hydrozelu. Otrzymane widmo termiczne NTG-CD
jest zgodne z danymi literaturowymi [51, 141]. O wystepowaniu kompleksu inkluzyjnego
pomiedzy NTG a CD $wiadczy egzotermiczny pik rozktadu NTG o minimum w temp.
217°C. Wolna NTG jest lotna i dochodzi do jej utraty w nizszych zakresach temperatur
[51]. Na termogramach wykonanych dla form potstatych (Wyniki, ryc. 22) wyraznie
zaznaczajg si¢ piki efektow cieplnych tla (podloza masciowego), ktore przy niewielkim
stezeniu substancji czynnej (0,2%) uniemozliwiaja oznaczanie efektow cieplnych
charakterystycznych dla NTG-CD. Metoda ta nie moze by¢ stosowana w ocenie jako$ci

ani trwatosci badanych preparatow.
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W literaturze dostepne sg doniesienia dotyczace interakcji pomigdzy substancjami
powierzchniowo czynnymi (np. w ptynie akceptorowym), srodkami konserwujacymi czy
rozpuszczalnikami a kompleksami tworzonymi przez CD (Wstep, pkt. 1.3.2.). Opierajac sig
na wczesniejszych rezultatach badan kinetyki uwalniania, zdecydowano, ze badanie
uwalniania jest wystarczajace do oceny interakcji poditoze-kompleks i trwatosci
kompleksow w preparatach. W przypadku masci absorpcyjnych oceniono wptyw uzytego
emulgatora oraz mirystynianu izopropylu, natomiast w zelach rozpuszczalnikow: glikolu
propylenowego i etanolu (Wyniki, ryc. 24 i 27). Zarobwno w przypadku zeli jak i masci
rodzaj uzytych substancji pomocniczych wplywat na szybko$¢ uwalniania in vitro.

Szybko§¢ uwalniania NTG z masci z kompleksem NTG-CD w obecnosci
laurylosiarczanu sodu (Empiwax) wzrasta dwukrotnie wzgledem preparatu z alkoholem
cetostearylowym, osiggajagc wartos¢ podobng do formy nieskompleksowanej. Typ
emulgatora nie zmienia Kinetyki uwalniania formy nieskomplekowanej NTG, dlatego
najprawdopodobniej wzrost uwalniania z kompleksu jest wynikiem wyparcia NTG z
wnetrza CD przez laurylosiarczan sodu. Mirystynian izopropylu nie mial wptywu na
uwalnianie NTG z kompleksu, natomiast zwickszal szybko$¢ uwalniania formy
nieskompleksowanej. Zmiana kinetyki uwalniania z masci z NTG-cP moze by¢ wynikiem
rozpuszczania lipofilowej NTG w mirystynianie, dzigki czemu utatwiona jest dyfuzja do
ptynu akceptorowego. Brak zmiany w kinetyce uwalniania z kompleksu §wiadczy o jego
stabilnosci w podlozu w obecno$ci mirystynianu izopropylu.

W hydrozelach wykazano, ze etanol w znacznym stopniu przyspiesza uwalnianie z
kompleksu NTG-CD, a glikol propylenowy nie ma wptywu na ten proces (Wyniki,
ryc. 27). Jednakze brak wptywu etanolu w obecnosci glikolu propylenowego na uwalnianie
z NTG-CD jest trudny do wyjasnienia, zwlaszcza, ze uwalnianie NTG z
nieskompleksowanej formy byto w znacznym stopniu spowolnione, jezeli zel zawierat
glikol propylenowy i etanol.

Otrzymane in vitro wyniki szybko$ci uwalniania pozwolily stwierdzi¢, ze wybrane
podtoze absorpcyjne wykonane z alkoholem cetostearylowym i mirystynianem izopropylu
nie wykazuje interakcji z NTG-CD, natomiast etanol zawarty w hydrozelu
prawdopodobnie zmniejsza stabilno$¢ kompleksu, gdyz wyraznie zwigksza ilo$¢ uwalnianj
NTG z formy skompleksowanej.

Poniewaz rozpuszczalniki, takie jak etanol, czy glikol propylenowy, powinny raczej

zwigkszac szybkos¢ dyfuzji NTG z matrycy niz jg spowalnia¢, podjeto probg wyjasnienia
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ich wplywu na szybko$¢ uwalniania wyznaczajac lepkos¢ podtozy hydrozelowych.
Stwierdzono, ze dodatek zarowno etanolu jak i glikolu propylenowego istotnie podwyzsza
lepko$¢ preparatow (Wyniki, tabela 28) oraz usztywnia strukture (Wyniki, ryc. 36). Wzrost
lepko$ci ttumaczy obnizenie szybkosci uwalniania (utrudniona dyfuzja) leku z formy
rozcierki, natomiast niejednoznaczne wyniki przy uwalnianiu kompleksu z Zzeli
prawdopodobnie spowodowane sg znoszeniem si¢ efektow: wyparcia NTG przez etanol i
efekt zwickszania lepko$ci, lub $wiadcza o bardziej ztozonym mechanizmie, jak np.
interakcje CD z polimerem podloza zelowego.

Jug i wsp. [76] opisali spadek lepkosci zeli z hypromeloza po inkorporacji
komplekséw inkluzyjnych piroksykamu z B-CD i RM-B-CD. Autorzy ttumacza zmiany
powstaniem potrojnego kompleksu pomiedzy polimerem i kompleksem, a w konsekwencji
ostabieniem oddzialywania pomigdzy tancuchami polimerowymi w strukturze zelu.
Natomiast Bouldermorat i wsp. [190] opisuja nieznaczny wzrost lepkosci zelu z
karbopolem w obecno$ci naturalnych CD oraz 2-krotny wzrost w obecnosci ME-CD.
Stwierdzono, ze oddziatywania wolnych grup hydroksylowych pierscienia CD z
polimerem prowadza do zwigkszenia lepkosci, a jezeli oddziatywania (pomiedzy
tancuchami polimeru a grupami metylowymi) majg charakter hydrofobowy dochodzi do
obnizenia lepkosci.

Oceniono wptyw CD na lepkos$¢ wykonanych hydrozeli z HEC. Dodatek CD nie
wptywat na strukture, o czym $wiadczy niezmieniony przebieg krzywej ptynigcia (Wyniki,
ryc. 35) oraz brak roznic w lepkosci badanych uktadow (Wyniki, tabela 28). Przytoczone
powyzej dane literaturowe dotycza karbopolu oraz hypromelozy, mozliwe jest wigc, ze W
przypadku HEC nie dochodzi do zmiany lepkosci i oddziatywania CD z polimerem.
Poniewaz w przypadku zelu podstawowego, wykonanego bez dodatku rozpuszczalnikow,
widoczna jest znaczaca réznica w szybkosci uwalniania pomi¢dzy forma skompleksowang
I nieskompleksowana (ilos¢ uwolnionej NTG po 6 h wynosi odpowiednio 65% i 100% dla
NTG-CD i NTG-cP), a zel z glikolem i etanolem charakteryzuje si¢ praktycznie takim
samym uwalnianiem dla obu form NTG, prawdopodobne jest, ze to oddziatywanie etanolu
z NTG-CD wptywa na zmiang kinetyki uwalniania.

Oznaczono réwniez wilasciwosci reologiczne kremoéw i masci placebo oraz ich
podtozy (Wyniki, ryc. 33 i 34, tabela 27). Stwierdzono, ze CD, pomimo znacznego udziatu
procentowego (10%), nie zmienia lepkosci kremu, a w masciach powoduje jedynie wzrost

lepkosci w wyzszych zakresach szybkosci $cinania. Moze by¢ to jednak wynikiem
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obecnosci czastek statych, a nie oddzialywania CD ze skladnikami masci. Rowniez
zmiany przebiegu krzywych ptyni¢gcia mozna prawdopodobnie thumaczyé obecno$cig
czastek statlych w szczelinie pomiarowej. Inkorporowanie cP zaréwno do masci jak i
kremu, pomimo jego niewielkiego udziatu procentowego (0,8%), istotnie obnizato lepkos¢
prob. Poniewaz spadek lepko$ci wystgpil zarowno w bezwodnej masci, jak i w kremie, jej
zmiana nie jest wynikiem pecznienia c¢cP pod wplywem wody. Na podstawie
przeprowadzonych do$wiadczen nie jest mozliwe wyjasnienie tego efektu na poziomie
molekularnym.

Zastosowanie kompleksu inkluzyjnego NTG-CD w masci absorpcyjnej oraz W
kremie pozwala na uzyskanie modyfikowanego (spowolnionego) uwalniania substancji
czynnej, natomiast takiego efektu nie uzyskuje si¢ w zelach, w ktérych juz bezposrednio
po wykonaniu prawdopodobnie dochodzi do interakcji pomigdzy zawartymi w nich
rozpuszczalnikami a kompleksem.

W przypadku masci (szczegélnie wielofazowych) poza trwato$cia chemiczng
bardzo duze znaczenie ma rowniez trwato$¢ fizyczna uktadu. Zaplanowano dla preparatow
o modyfikowanym uwalnianiu (mas¢ i krem) dlugoterminowe badania trwato$ci (12 m-cy)
przechowujac je w temp. 4°C i 25°C (Metody, pkt. 7.8.). Wyniki badan trwatosci
przedstawiono w pkt. 7.

Podobnie jak w przypadku tabletek, w celu wyeliminowania wptywu opakowania,
preparaty umieszczano w szklanych szczelnie zamknigtych pojemnikach (Metody,
pkt. 7.8.). W czasie do 12 miesiecy zarowno masci, jak i kremy, niezaleznie od uzytej
formy substancji czynnej, charakteryzowaly si¢ odpowiednig konsystencja — nie
dochodzito do rozwarstwiania si¢ preparatoOw czy utraty homogennosci, a preparaty fatwo
rozsmarowywaty si¢ na skorze.

W badaniach reologicznych wykazano, ze przechowywane w lodéwce masci i
kremy charakteryzowaty si¢ nieco wigksza wartoscig petli histerezy 1 wyzsza lepkoscia
(Wyniki, tabele 34 i 35). W preparatach przechowywanych w temperaturze pokojowej
widoczne s3 pewne roznice pomigdzy wyznaczanymi wartosciami reologicznymi,
jednakze biorgc pod uwage wartosci odchylen oraz dlugoterminowg obserwacje, mozna
stwierdzi¢, ze nie doszto do istotnych zmian lepkos$ci czy tiksotropii. Badane masci 1
kremy odznaczaty si¢ zadowalajaca trwaloscia fizyczng (Wyniki, ryc. 45 i 46).

Lepkos¢ strukturalna masci i kremow zawierajagcych NTG-CD byta nieco wigksza

niz preparatow z NTG-cP (Wyniki, tabele 34 i 35). W pierwszym miesigcu
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przechowywania obserwuje si¢ pewien wzrost lepkosci kremow, lecz nie zostalo to
potwierdzone po 12 miesigcach przechowywania. Dodatkowo, ze wzgledu na problemy
techniczne oraz zbyt wysoka temperatur¢ otoczenia (W reometrze termostatowana jest
jedynie dolna ptytka pomiarowa), wyniki po 3 miesigcach badan lepkosci obarczone byly
btedem i zostaty odrzucone.

Przechowywane preparaty zotkly, a zmiana barwy poglebiata si¢ w czasie i
dotyczyta gtownie masci absorpcyjnych zawierajacych form¢ nieskomplekowang NTG
(Wyniki, tabela 30). Stwierdzono, ze stopien zzotknigcia byt zardwno zalezny od
ekspozycji na $wiatlo, jak i na temperature. Zastosowanie formy NTG-CD ogranicza
zmiang zabarwienia w masciach lecz nie w kremach. Poniewaz w kremie zawierajacym
NTG-CD w wyniku dysocjacji obecna jest rowniez wolna NTG (tak jak w przypadku
kremu z NTG-cP) mozna przypuszczal, ze zmiana zabarwienia dotyczy interakcji
substancji czynnej z substancjami pomocniczymi. Zoétkniecie wystepuje roéwniez w
probkach chronionych od $wiatla, nie jest wiec wykluczone wystgpowanie interakcji
pomiegdzy sktadnikami podioza a NTG, jednakze nie wptywa to na trwato$¢ chemiczng
NTG.

Obawy co do trwalosci oraz zgodnosci podioza emulsyjnego z kompleksem
NTG-CD wzbudzit nieprzyjemny ,octowy” zapach, ktory powstawal w trakcie
inkorporowania kompleksu do kremu, nie wystepujacy w przypadku masci absorpcyjne;j.
W trakcie przechowania probek kremow won ulegata nasileniu (Wyniki, tabela 30). Nalezy
doda¢é, ze zawiesiny wodne NTG-CD byly bezzapachowe, w zwiagzku z czym zachodzace
zmiany nie wynikaja jedynie z obecno$ci wody, a przyczyna jest bardziej ztozona.

Obserwacje mikroskopowe preparatow potwierdzaja wystepowanie interakcji
NTG-CD z podtozem w kremach. Obraz mikroskopowy, w tym zmniejszenie si¢ liczby
czastek statych, wskazuje na rozpuszczanie si¢ krysztatow CD, ich rozklad lub innego
rodzaju interakcje (Wyniki, ryc. 43, tabela 31). Zmiany obrazu poglgbiajg si¢ w trakcie
pierwszych 3 miesigcy przechowywania i sg zalezne od temperatury. Pozostate w podtozu
czastki majg owalny ksztalt, bez ostrych krawedzi.

Zanik krysztalow nie jest zwigzany z ich rozpuszczaniem w ciektych sktadnikach
podtoza, poniewaz CD sa nierozpuszczalne zar6wno w parafinie jak i w mirystynianie
izopropylu. Wykazano réwniez, ze wprowadzenie mirystynianu do podtoza bezwodnego
nie zmienia kinetyki uwalniania, w zwigzku z czym nie powinno dochodzi¢ do

bezposrednich oddziatywan pomiedzy wnetrzem CD a tg cieczg.
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W przypadku rozcierki NTG-cP w czasie przechowywania nie dochodzi do zmian
zarowno w ilosci jak 1 jakosci rozproszonych czgstek statych. Rowniez badane masci
zawierajagce kompleks NTG-CD, sa trwale i charakteryzowaty si¢ homogenno$cia
rozproszenia substancji oraz brakiem zmian w morfologii 1 ilosci krysztatow
(Wyniki,ryc. 42).

Oznaczona warto$¢ pH kreméw wynosi: 5,1 i 5,5 odpowiednio dla KCD i KcP
(Wyniki, tabela 32) jest wigc podobna dla obu form NTG i zblizona do fizjologicznego pH
skory. Dodatkowo lekko kwasny odczyn fazy wodnej jest korzystny ze wzgledu na
trwato§¢ NTG poniewaz roztwory o pH w zakresie od 5 do 7 sg najmniej podatne na
hydrolizg [116]. Preparaty byty trwate i po 12 miesigcach jedynie w kremie z kompleksem
(KCD) pH ulegto nieznacznemu obnizeniu (o 0,5 jednostki).

Istotne dla oceny trwatosci preparatu jest okreslenie zawarto$ci substancji czynnej
(Metody, pkt. 7.6.). Na podstawie uzyskanych danych mozna stwierdzi¢, ze niezaleznie od
temperatury przechowywania i uzytej formy NTG jest stosunkowo trwata chemicznie w
obu typach podlozy (Wyniki, tabela 33). Jedynie test prowadzony w warunkach
przyspieszonego starzenia (40°C) przez okres 12 miesiecy wskazuje na dodatkowy
stabilizujacy efekt formy skompleksowanej. Sposrod badanych preparatow tylko w masci
MCD zawarto§¢ NTG po 12 miesigcach wynosi ponad 90%, natomiast w pozostatych
preparatach (McP, KcP i KCD) zawarto$¢ ulega obnizeniu do 80%. Uzyskane dane
potwierdzaja, ze NTG w kremie prawdopodobnie przechodzi w forme¢ wolng w wyniku
dysocjacji i/lub interakcji CD ze sktadnikami podtoza. Szybciej zachodzace zmiany
zabarwienia (gtéwnie preparaty z NTG-cP) oraz zmiana zapachu kreméw z NTG-CD nie
sg potwierdzone obserwowanym profilem zmian stgzenia NTG w masciach 1 kemach
szczegoblnie, ze nie wystepuje duzy wzrost produktéw rozktadu.

Uzyskane wyniki charakteryzuja si¢ réwniez do$¢ duzymi warto§ciami odchylen
(nawet do 10%), a w pojedynczych probach masci oraz kremu z NTG-CP oznaczana
zawarto$¢ przekracza warto$¢ poczatkowa. Obserwowane rdznice moga by¢ wynikiem
niechomogennos$ci z powodu zmian morfologii czastek cP 1 tworzenia agregatéw
(Wyniki, ryc. 42 i 43).

Dla oceny wlasciwosci preparatdow farmaceutycznych, obecnie najwazniejszym
testem jest badanie uwalniania, jednakze dla masci nie jest ono tak powszechnie stosowane
jak dla tabletek. W przedstawionej pracy dowiedziono, ze to badanie jest rzeczywiscie

niezwykle cenne dla oceny trwato$ci preparatow. Badania uwalniania umozliwia catkowita
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ocen¢ trwatosci fizykochemicznej masci, pozwala na obserwacje¢ zmian wlasciwosci
reologicznych (np. lepkosci), zmian w sktadzie preparatu, miedzy innymi Wynikajacych z
rozktadu sktadnikéw (np. hydrolizy, fotolizy) lub ich interakcji. Badanie to, jak wczesniej
wykazano, pozwala na ocene trwatosci kompleksu w podtozach potstatych.

Badanie uwalniania prowadzono z zastosowaniem aparatu VK (Metody, pkt.
7.2.1.). W czasie przechowywania obserwowano wzrost szybkosci uwalniania w
przechowywanych preparatach, zalezny od formy substancji leczniczej, typu podtoza i
warunkoéw przechowywania (Wyniki, ryc. 47 i 48, tabela 35). Jedynie w przypadku masci
zawierajacych kompleks inkluzyjny, przechowywanych w temp. 4°C, nie dochodzi do
istotnych zmian w szybko$ci uwalniania w czasie do 12 miesiecy. Wzrost uwalniania z
masci NTG-CD przechowywanych w temp. 25°C byt niewielki (po 12 miesigcach wynosit
okoto 20%), natomiast znaczaca zmiang szybkos$ci uwalniania (wzrost nawet o 60%)
obserwowano w masciach zawierajacych NTG-cP (przechowywanych w temp. 4°C i
25°C). Szybkos$¢ uwalniania z kremu NTG-cP wzrastata (maksymalnie o 20%), niezaleznie
od temperatury przechowywania, w znacznie mniejszym stopniu niz z masci (nawet o
60%). Roznica wynikajgca z zastosowania CD w masciach byta wigc bardzo istotna.

Tak duzego wplyw na stabilizacj¢ profili uwalniania NTG w wyniku
kompleksowania nie obserwowano w kremach. Na zmiany w kinetyce uwalniania z KCD
duzy wplyw miata temperatura przechowywania, niska temperatura (4°C) zwigkszala
trwato$¢ kompleksu w podtozu emulsyjnym. W wyniku obecnos¢ wody (20%) w poditozu
bardzo szybko dochodzi do wyparcia NTG z potaczenia kompleksowego.

Stata trwatosci kompleksu jest parametrem zaleznym od temperatury i wraz z jej
wzrostem maleje [5]. Zalezno$¢ ta thumaczy zwigkszong trwalo$¢ zarowno masci jak
i kremu z NTG-CD w niskiej temperaturze oraz brak wptywu temperatury na uwalnianie
z preparatow z NTG-cP. Na podstawie uzyskanych wynikéw trudno jednoznacznie ocenic,
czy przejscie NTG do formy wolnej jest jedynie wynikiem dysocjacji kompleksu w czasie
czy rowniez interakcji kompleks-podtoze. Mozna przypuszczaé, biorac pod uwage zdjecia
mikroskopowe oraz natychmiastowe pojawienie si¢ zapachu, ze do oddzialywania
sktadnikow podtoza (rozpuszczalnikéw) z CD dochodzi juz w trakcie sporzadzania
preparatu.

Badania takie jak dostepno$¢ farmaceutyczna czy konsystencja stanowia
podstawowe testy, ktore sg konieczne dla opracowania produktu. Ze wzgledu na brak

korelacji in vivo/in vitro w przypadku masci, nie jest jednak mozliwa ocena przenikania
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leku na podstawie badan uwalniania. Preparaty dermatologiczne aplikowane na skore
uwalniajg substancje lecznicza poprzez bezposrednig dyfuzje leku z podtoza do warstwy
rogowej stanowigcej barier¢ lipofilowg (10 — 50 um), ktorg tworzg warstwowo utozone,
$cisle upakowane komorki z przestrzeniami lipidowymi. W modelach dos§wiadczalnych in
vitro dyfuzja zachodzi wiec z podtoza masciowego do hydrofilowego kompartmentu
(ptynu akceptorowego), natomiast w warunkach aplikacji in vivo akceptor ma charakter
lipofilowy i dyfuzja zalezy od wspotczynnika podziatu podloze/warstwa rogowa. Z tego
wzgledu w przypadku masci, poza badaniem dostepnosci farmaceutycznej, konieczne jest
wykonanie badan przenikania przez skore. Najczesciej, ze wzgledow praktycznych, testy
przenikania wykonuje si¢ in Vvitro stosujac izolowang skore zwierzecg lub ludzkg (badania
ex vivo). Ocena wiasciwos$ci biofarmaceutycznych masci z NTG byta waznym etapem
pracy. W celu okreslenia wptywu czynnikéw technologicznych na przenikanie NTG
badania prowadzono dla zawiesiny wodnej NTG-cP oraz dla masci i kremu z NTG-CD i
NTG-cP (Metody, pkt. 8).

Na podstawie wynikéw uzyskanych dla zawiesiny zawierajacej niemodyfikowang
form¢ NTG wyznaczono powtarzalno$¢ metody (Wyniki, ryc. 49). Wyniki uzyskane z
uzyciem modeli biologicznych z reguly charakteryzuja si¢ do$¢ duza zmiennoscia.
Otrzymane dane charakteryzowaty si¢ dostateczng do pordwnania preparatow
powtarzalno$cig (réznica pomigdzy wartoscig $rednia a pojedynczymi probami
maksymalnie wyniosta 30%).

Na podstawie badania przezskornej penetracji NTG z zawiesiny (Wyniki, ryc. 50)
mozna stwierdzi¢, ze NTG tatwo penetruje do warstwy rogowej naskoérka i ulega w niej
znacznej kumulacji. Po 3 h aplikacji stezenie NTG w naskorku jest 2-krotnie wyzsze niz w
skorze wilasciwej. Takie wlasciwosci substancji sa zgodne z jej charakterystyka
fizykochemiczng (niska masa czasteczkowa, lipofilowos¢, wystgpowanie w formie
niezdysocjowanej) ktore wskazujg, ze NTG charakteryzuje si¢ duzym powinowactwem do
warstwy rogowej i tatwo pokonuje lipofilowa bariere¢ skorng. Po 3 h badania wigkszos¢
zabsorbowanej NTG znajdowala si¢ w skorze wiasciwej, natomiast praktycznie nie
wykrywano NTG w ptynie akceptorowym.

Przenikanie NTG do skory z preparatow polstalych bylo znacznie mniejsze niz z
zawiesiny wodnej zaré6wno dla formy skompleksowanej jak i nieskompleksowanej
(odpowiednio 1,6 1 2,4 razy), co mozna thumaczy¢ lepkoscia podtoza 1 jego lipofilowos$cia

(Wyniki, ryc. 52). Nie jest jasne, dlaczego wigksza ilos¢ NTG przenika do skory z masci
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niz z kreméw. Prawdopodobnie jednym z czynnikdéw, ktére zwigkszaja przenikanie z
lipofilowego podtoza jest wywotana przez nie okluzja, ktora zwigksza stopien nawodnienia
tkanki (podtoze emulsyjne posiada niewielkie wtasciwoséci okluzyjne). Dla terpenow
(lipofilowa substancja ciekla) zawartych w kremach o/w oraz w emulsji obserwowano
mniejsze przenikanie wzgl¢dem roztworow olejowych [191].

Uzyskane wyniki wskazujg iz wilasciwym podlozem jest mas¢ absorpcyjna,
zarobwno ze wzgledu na trwalo$¢ jak i na modyfikacje uwalniania. W badaniach
rozwojowych zwrocono szczegdlng uwage na pelng kontrole jakosci masei, dzigki czemu
mozliwa byla eliminacja interakcji kompleksu z niektérymi substancjami pomocniczymi
(Empiwax, etanol).

NTG stosowana w leczeniu szczeliny odbytu powinna penetrowaé do skory
wlasciwej 1 mie$nia podskdérnego (zwieracza odbytu), jednakze nie powinna szybko
osigga¢ naczyn zylnych, gdyz jej dziatanie ogélne jest przyczyna wystepowania dziatan
niepozadanych. Opracowany preparat potstaty zawierajacy kompleks NTG-CD w podtozu
bezwodnym spelnia wszystkie przyjete w pracy wymagania wzgledem masci
przeznaczonej do terapii szczeliny odbytu. Otrzymana mas$¢ charakteryzowata si¢
spowolnionym uwalnianiem NTG in vitro oraz wolniejszym jej przenikaniem do skory
ludzkiej ex vivo. Uzyskano rowniez zwigkszong trwalo$c w poroOwnaniu z preparatem
zawierajagcym forme nieskompleksowang (NTG-CP). Pomimo wykonanych badan ex vivo,
kolejnym etapem przed wprowadzeniem tego produktu powinna by¢ weryfikacja
skutecznosci terapeutycznej oraz ocena eliminacji dziatan niepozadanych, wykonana w

badaniach klinicznych z udziatem pacjentow.
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W pracy zaprezentowano technologiczne, analityczne i biofarmaceutyczne badania
tabletek podjezykowych i masci zawierajgcych kompleks inkluzyjny nitrogliceryny z
B-cyklodekstryng (NTG-CD). Rezultaty badan porownawczych postaci lekow
zawierajagcych NTG-CD i NTG-cP (rozcierka NTG z krospowidonem) pozwalaja na
wyciagniecie nastepujacych wnioskdéw, dotyczacych mozliwosci zastosowania NTG-CD w

technologii farmaceutycznej:

1. Doboér wlasciwych substancji pomocniczych umozliwil otrzymanie tabletek
podjezykowych zawierajacych NTG-CD charakteryzujacych si¢ krotkim czasem
rozpadu 1 odpowiednimi wlasciwosciami aplikacyjnymi. Sposréd dwodch
wybranych formulacji, uktad zawierajacy Starch 1500 zapewniat wicksza niz

StarLac trwato$¢ NTG w kompleksie.

2.  Zastosowanie formy skompleksowanej NTG zwigkszato jej trwatos¢ w tabletkach
podjezykowych. Mimo to w badaniach dlugoterminowych nie uzyskano
wymaganej dla celow rejestracyjnych trwatosci NTG w tabletkach.

3. Dzigki zastosowaniu formy NTG-CD w lipofilowej masci i w kremie w/o uzyskano
spowolnione uwalnianie NTG w warunkach in vitro. Natomiast z powodu

dysocjacji kompleksu nie uzyskano takiego efektu stosujac podtoze hydrozelowe.

4. Badania uwalniania  poprzedzono  wyborem  optymalnych  warunkow
doswiadczalnych. Sposrod trzech stosowanych komor (D, VK i MU), réznigcych
si¢ sposobem mieszania ptynu akceptorowego 1 gruboscig warstwy preparatu,

komora ekstrakcyjna (VK) byta odpowiednia zaré6wno do badania zeli jak i masci.

5. Badania uwalniania pozwolily na ocen¢ trwatosci kompleksu NTG-CD w
stosowanych podtozach oraz na wykrycie interakcji zachodzacych pomiedzy
kompleksem a substancjami pomocniczymi. Stwierdzono, ze dodatek
laurylosiarczanu sodu (mas¢ absorpcyjna) oraz etanolu (hydrozel) prowadzi do

wzrostu szybkosci uwalniania NTG z preparatow zawierajacych NTG-CD.
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Zastosowanie podtozy lipofilowych bezwodnych (mas¢ absorpcyjna) umozliwia
sporzadzenie trwatej masci o modyfikowanym uwalnianiu zawierajacej kompleks
inkluzyjny NTG-CD. Natomiast w podtozu emulsyjnym (krem w/0) dochodzi do
szybkiego (1 miesigc) zaniku tego efektu. Dlugoterminowe badania trwato$ci

(12 miesigcy) potwierdzity brak zmian wtasciwos$ci reologicznych masci 1 kremow

z NTG-CD.

Udowodniono, ze opracowane preparaty (mas¢ bezwodna i krem w/o) z NTG-CD
zapewniaja mniejsze przenikanie NTG do skory ludzkiej ex vivo niz masci z
NTG-cP. Ponadto dyfuzja NTG do skory jest wolniejsze z kremu niz z lipofilowej

masci absorpcyjnej.
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