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STRESZCZENIE

Droga doustna wcigz pozostaje najpopularniejszym sposobem podania lekow,
co wynika zaroéwno z preferencji pacjentow (proste, szybkie, dyskretne i bezbolesne
zazycie dawki leku), jak i lekarzy, ktérzy dzieki prostej aplikacji stosunkowo tatwo moga
kontrolowac¢ farmakoterapie i budowac dobrg wspotprace z leczonym.

Aktualnie coraz czes$ciej proponuje sie postacie leku, dla ktérych miejscem
wchtaniania moze by¢ jama ustna. Jest to szczegolnie istotnie dla substancji
leczniczych charakteryzujgacych sie niskg dostepnoscia biologiczng po podaniu
doustnym na skutek silnego metabolizmu watrobowo - jelitowego. Do takich
substancji, zalicza sie np. selegiline, stosowang w leczeniu choroby Parkinsona. W
przypadku tej substancji wiekszg skutecznosc¢ terapeutyczng mozna uzyskac stosujac
alternatywna droge jej podania — przez skore lub btony sluzowe.

Btona sSluzowa jamy ustnej wyroznia sie jako korzystne miejsce podania leku.
Charakteryzuje sie ona bowiem nie tylko tatwym dostepem, ale takze dobrym
unaczynieniem, co pozwala na szybkie wchianianie substancji leczniczej do
krwiobiegu, najczesciej z ograniczeniem efektu pierwszego przejscia. Ta droga
podania leku posiada jeszcze jedng istotng przewage nad tradycyjnym podaniem
doustnym, poniewaz eliminuje koniecznos¢ potykania tabletki lub kapsutki. Ma to
olbrzymie znaczenie dla pacjentow cierpigcych na dysfagie — czeste powiklanie
towarzyszace chorobie Parkinsona.

Chociaz w ciggu ostatnich kilku lat na rynku pojawity sie dwa nowoczesne
preparaty selegiliny umozliwiajace jej wygodng aplikacje — szybko rozpadajacy sie w
jamie ustnej liofilizat (Otrasel, Zelapar) oraz system transdermalny (Emsam), w
dalszym ciggu w leczeniu choroby Parkinsona brakuje formy doustnej zapewniajacej
przediuzone dziatanie tego leku. Podjeto wiec prébe opracowania metody
sporzadzania adhezyjnego preparatu dopoliczkowego, w formie krgzka liofilizowanego,
ktory dozowatby selegiline (w dawce ok. 10 mg) do btony Sluzowej przez okres 4-6 h,
ze stalg szybkoscia, niezaleznie od sktadnikow uzytych do utworzenia matrycy. Efekt
ten mozna byto uzyskac tylko poprzez wprowadzenie do krgzka mikrozbiornikow z
substancja lecznicza.

Pierwszy etap pracy miat na celu wylonienie grupy polimeréw o odpowiednich
wtasciwosciach mechanicznych oraz mukoadhezyjnych, ktére mogtyby stanowic¢
matryce krazka liofilizowanego. Wiasciwosci mukoadhezyjne krazkéw liofilizowanych
badano w warunkach in vitro, uzywajgc analizatora tekstury wyposazonego w

przystawke A/Muc i warstwy zelatyny lub mucyny, jako substytutu btony sluzowe;.
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Konieczne bylo opracowanie metodyki prowadzenia badania, uwzgledniajgcej
specyfike analizowanych preparatdbw oraz sposobu analizy danych pomiarowych
uzyskiwanych w czasie testow. Wartoscig ilosciowo okres$lajacq site wigzania polimeru
z blong s$luzowa byta praca mukoadhezji [uJ], ktérg oznaczano nie tylko dla polimerow
w formie krazkéw, ale takze roztworéw (zeli) i tabletkowanych dyskéw. Do badan
wytypowano takie polimery jak: Carbopol, Gantrez MS 955, Orabase, pektyna,
karmeloza sodowa, hydroksyetyloceluloza i alginian sodu.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze niezaleznie od postaci farmaceutycznej
polimeru, do grupy o najlepszych whasciwosciach mukoadhezyjnych zaliczajg sie:
karmeloza sodowa, Orabase i Carbopol, a najwyzsze wartosci pracy mukoadhezji
oznaczano dla formy krgzkéw przy pomiarach z zastosowaniem 10% mucyny.
Zawieszenie w matrycy krgzka mikroczastek placebo, a takze zgniatanie krgzka przed
pomiarem, symulujace warunki w trakcie aplikacji, nie ograniczato sity jego adhezji.
Odpowiednie wlasciwosci mukoadhezyjne krazkéw placebo z Carbopolu i Orabase
zostaly potwierdzone takze w badaniu in vivo na 5 ochotnikach. Umieszczenie krazkéw
w jamie ustnej zapewniato ich adhezje do btony sluzowej na czas do 6 h.

Z udziatem polimeréw wytypowanych w badaniu mukoadhezji (Carbopol,
karmeloza sodowa i Orabase oraz dodatkowo hypromeloza i metyloceluloza)
przygotowano krazki, do ktorych inkorporowano chlorowodorek selegiliny (ChS) w
formie ,wolnej” substancji. W wyniku liofilizacji otrzymano preparaty o zadowalajgcych
wtasciwosciach mechanicznych (z wyjatkiem krazkow, ktérych matryce stanowita
metyloceluloza i hypromeloza o duzej lepkosci) oraz adhezyjnych. Tak, jak sie
spodziewano, szybkos$¢ uwalniania ChS z tej formy krgzkow zalezata od polimeru
tworzacego ich matryce, a efekt przedtuzonego uwalniania (4—6 h) uzyskano tylko dla
form tworzonych z karmelozy sodowej i Orabase. Potwierdzono tym samym
koniecznos¢ opracowania systemu wielokompartmentowego, w ktérym o kinetyce
uwalniania beda decydowaly mikrozbiorniki zawierajace ChS. W trosce o komfort
pacjenta ustalono, ze czastki te nie powinny przekracza¢ wielkosci 200 um.

W kolejnym etapie badan sporzgadzano wiec mikrozbiorniki z ChS w formie
powlekanych peletek, mikrosfer (w obu postaciach polimerem kontrolujgcym
uwalnianie byla etyloceluloza) oraz mikrogranulatdw z polimeréow sieciowanych:
alginianu wapnia i pektynianu cynku. Chociaz otrzymane czastki, niezaleznie od
metody ich przygotowania charakteryzowaly sie przediuzonym uwalnianiem substancji
leczniczej (nawet do 24 h), okazalo sie, ze nie wszystkie z nich mogg by¢ pomysinie
inkorporowane do matrycy krazkow liofilizowanych. Mikrogranulat z sieciowanej
pektyny wykazywat niezgodnos¢ w trakcie taczenia z zelem mukoadhezyjnym

Carbopolu i Orabase, natomiast rozmiar powlekanych peletek (315 — 630 pm) byt
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przyczyng ich sedymentacji w matrycy mukoadhezyjnej oraz ograniczat mozliwosc¢ ich
zastosowania w postaci aplikacyjnej, z powodu wyczuwalnej ziarnistosci. Krazki dobrej
jakosci otrzymano natomiast inkorporujagc w matrycy Carbopolu mikrosfery z
etylocelulozy.

Badanie dostepnosci farmaceutycznej ChS z krazkéw zawierajgcych
mikrozbiorniki wykazato, ze zaden z analizowanych uktadéw nie spetnia zalozenh pracy,
poniewaz szybkos¢ uwalniania z matrycy mukoadhezyjnej nie byta whasciwie
kontrolowana. Hydrozel utworzony z kragzka z Carbopolu spowalniat szybkos¢
uwalniania ChS zaréwno z mikrosfer (w ciggu 24 h uwolnito sie zaledwie ok. 40%
dawki), jak réwniez z powlekanych peletek, natomiast zjawisko odwrotne — wzrost
szybkosci uwalniania obserwowano dla wszystkich preparatow zawierajgcych
sieciowany mikrogranulat.

Niepowodzenia w otrzymywaniu krazkéw liofilizowanych zawierajagcych ChS, w
formie wolnej oraz mikrozbiornikow, spowodowaly, ze zdecydowano o zmianie postaci
chemicznej substancji leczniczej na zasade (ZS). Z powodu jej whasciwosci
fizykochemicznych (oleista ciecz o charakterystycznym zapachu) konieczne byto
opracowanie nowej techniki tworzenia mikrozbiornikow izolujgcych selegiline od
liofilizowanego krazka. Zdecydowano, ze etap tworzenia mikrokapsutek z ZS oraz ich
inkorporacji w matrycy bedzie odbywat sie w jednym procesie liofilizacji (,in situ™). W
tym celu substancje wchodzace w skiad mikrozbiornikow (ZS i etyloceluloza, w
stosunku 1:1 lub 1:2) rozpuszczano w chlorku metylenu, dyspergowano w roztworze
polimeru mukoadhezyjnego (Carbopolu lub HEC) i suszono sublimacyjnie. Roztwoér
HEC okazatl sie korzystniejszg fazg zawieszajgca, poniewaz zapewniat uzyskanie
subtelniejszych (<200 um) i bardziej homogennych dyspersji niz zel Carbopolu. W
wyniku liofilizacji otrzymywano krazki o zadowalajgcych  witasciwosciach
mechanicznych i mukoadhezyjnych. Istotng wada tej metody otrzymywania krgzkéw z
selegiling byly duze straty substancji leczniczej na etapie suszenia, redukujgce jej
zawarto$¢ w liofilizatach nawet o ponad 50%, lecz straty byly duzo wieksze (ok. 97%),
gdy liofilizowano dyspersje ZS w hydrozelu, bez etylocelulozy. Pomimo tych
problemow, odpowiedni dobdr skladnikéw dyspersji, umozliwit sporzadzenie krgzkow
zawierajacych nawet ponad 30 mg selegiliny. Uzyskane uktady charakteryzowaly sie
przedtuzonym uwalnianiem (40% dawki uwalniato sie w ciggu 6 h), niezaleznym od
geometrii i gestosci krgzkow, jak zatlozono w celu pracy.

Koncowym etapem pracy byta ocena wptywu formy selegiliny (ChS lub zasada)
oraz postaci farmaceutycznej (roztwor, dyspersja, kragzek) na przenikanie tej substanciji
przez swinskg bitone sluzowg policzka w warunkach in vitro. Uzyskane wyniki

wskazuja, ze przenikanie zasady selegiliny z matrycy hydrozelowej (postac dyspersji
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lub zwilzonego krazka liofilizowanego) jest wieksze niz z form zawierajgcych ChS.
Najwieksze przenikanie, a takze najwiekszg zawartos¢ selegiliny w btonie (ok. 370
ng/cm?) oznaczano po aplikacji kragzka Carbopolu zawierajgcego wolng forme zasady
selegiliny. Inkorporacja ZS w mikrokapsutkach w niewielkim stopniu spowalniata
szybkos¢ przenikania przez btone Sluzowa, nie zmniejszajac jej wchtaniania do tkanki
policzka (zawartos¢ selegiliny mierzona w btonie wynosita ok. 300 pg/cm?).
Prezentowane wyniki badan wskazuja, ze istnieje mozliwos¢ otrzymania
metodg liofilizacji krazka dopoliczkowego charakteryzujgcego sie przedtuzonym
uwalnianiem selegiliny. System o najkorzystniejszych wiasciwosciach skladat sie z
matrycy zbudowanej z hydroksyetylocelulozy, umozliwiajacej trwatg adhezje uktadu do
btony Sluzowej oraz z mikrokapsulek z substancjg lecznicza w formie zasady,
zapewniajagcych  odpowiedni profil jej uwalniania niezalezny od matrycy
mukoadhezyjnej. Zaproponowany model wymaga jednak udoskonalen polegajacych
m. in. ha zmniejszeniu strat zasady selegiliny podczas liofilizacji i dalszej optymalizacji
szybkosci uwalniania, z uwzglednieniem szybkosci wchianiania in vivo. Opracowane
rozwigzanie technologiczne moze by¢ zapewne zastosowane dla innych substancji
leczniczych wymagajacych kontrolowanego uwalniania, przy aplikacji na btone sluzowg

jamy ustnej.
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l. WSTEP

Podstawowym celem nauk farmaceutycznych jest rozwdj nowych,
bezpieczniejszych, a przede wszystkim skuteczniejszych farmakoterapii. Jednym z
narzedzi, stuzacych realizacji tego celu, jest opracowywanie doskonalszych postaci
leku, zaréwno dla nowo otrzymanych, jak i znanych w lecznictwie substancji czynnych.
Nowa postac leku czesto oznacza niewykorzystywang wczesniej, alternatywng droge
podania leku.

Pomimo duzej réznorodnosci w sposobach aplikacji lekow, nadal najbardziej
pozadang i preferowang drogg przyjmowania lekdw przez pacjentdw pozostaje droga
doustna, a tabletki lub kapsutki sg najszerzej akceptowanymi postaciami leku. Réwniez
Z punktu widzenia wytworcow lekéw proces tabletkowania jest stosunkowo prosty,
powtarzalny i ekonomiczny, przez co posta¢ tabletki jest zazwyczaj pierwszg forma,
jakag rozwaza sie przy wprowadzeniu nowego produktu leczniczego na rynek [1-3].

Postep dokonujacy sie w dziedzinie technologii postaci leku wymusza ciggte
zmiany, nawet w grupie tak powszechnych form doustnych jak tabletki, dla ktérych
poszukuje sie zaréwno nowych sposobdéw podania, jak réwniez nowych sposobéw
produkcji — z zastosowaniem nowych substancji pomocniczych i nowych proceséw
wytwarzania.

Skale tych zmian obrazujg kolejne nowelizacje opracowan farmakopealnych,
dotyczace tabletek. W monografiach preparatbw do stosowania w jamie ustnej
wyréznia sie: tabletki do ssania, tabletki podjezykowe, tabletki podpoliczkowe oraz
podpoliczkowe preparaty mukoadhezyjne — podawane na btone Sluzowg policzka.
Postacie te po aplikacji w jamie ustnej uwalniajg substancje lecznicze, ktére potykane
sg ze $ling lub moga wchiania¢ sie do krazenia przez blone sluzowg jamy ustnej,
wywotujgc ogolny efekt leczniczy. Preparaty tego typu sg coraz bardziej popularne, nie
tylko z powodu fatwego i wygodnego sposobu aplikacji, ale przede wszystkim ze
wzgledu na odmienng kinetyke przenikania substancji leczniczej, umozliwiajacg
ominiecie metabolizmu watrobowo — jelitowego. W przypadku substancji leczniczych,
ktére podlegajg silnemu efektowi pierwszego przejscia podanie podjezykowe lub
podpoliczkowe pozwala na osiggniecie efektu terapeutycznego przy zastosowaniu
mniejszych dawek leku, z jednoczesnym obnizeniem ryzyka wystgpienia dziatan

niepozadanych.
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Jama ustna jako miejsce podania leku

Jama ustna jest wystana btong sluzowg (tac. membrana mucosa), ktora sktada
sie z nablonka (fac. epithelium) i tacznotkankowej blaszki wtasciwej btony sluzowej (tac.

lamina propria membranae mucosae) (ryc. 1) [4].
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Ryc. 1. Przekrdj przez btone sluzowg jamy ustnej [5].

Btona s$luzowa tych okolic jamy ustnej, ktore biorg udziat w Zuciu pokarmu
(podniebienie twarde, dzigsta) ma grubos¢ 100 — 200 pm i ze wzgledu na mozliwos¢
uszkodzenia lub podraznienia jest pokryta wielowarstwowym nabtonkiem ptaskim
rogowaciejagcym [4, 6]. Nabtonek ten zawiera obojetne lipidy — ceramidy, przez co
znacznie ograniczony jest transport wody [6]. Gdérng powierzchnie jezyka pokrywa
wyspecjalizowana btona $luzowa (czesciowo zrogowaciata), ktérej zadaniem jest
percepcja smaku [7]. Pozostala czes¢ (60%) btony $luzowej jamy ustnej,
zlokalizowanej na wargach, policzkach, podniebieniu miekkim, spodniej stronie jezyka
oraz na dnie jamy ustnej, ma grubos$¢ 500 — 800 um i pokryta jest wielowarstwowym
nabtonkiem plaskim nierogowaciejgcym. Ten rodzaj nablonka w przestrzeni

miedzykomoérkowej zawiera tylko niewielkie ilosci ceramidow, a w jego skiad wchodzg
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ponadto pewne ilosci lipidow polarnych, np. siarczan cholesterolu, dzieki czemu, w
poréwnaniu do nabtonka zrogowaciatego jest bardziej przepuszczalny dla wody [6-8].

Nabtonek lezy na bltonie podstawnej ciagtej (ryc. 1), pod ktéra znajduje sie
tkanka ftaczna blaszki witasciwej. Na podniebieniu miekkim i na wewnetrznej
powierzchni policzkéw znajduje sie btona podsluzowa. W btonie sluzowej wtasciwej i w
btonie podsluzowej catej jamy ustnej, z wyjatkiem podniebienia twardego i dzigset,
znajdujg sie czesci wydzielnicze i przewody odprowadzajgce gruczotow sluzowych,
surowiczych i mieszanych sluzowo — surowiczych [4].

Komorki sluzowe gruczotow $luzowych produkujg $luz (tac. mucus), ktory
pokrywa blone $luzowg jamy ustnej warstwa grubosci ok. 1 pm [9]. Sluz ma duza
lepkosc. Jest to hydrozel skladajacy sie z wody (ok. 95%), lipidow, soli nieorganicznych
oraz mucyny. Mucyna jest zlozona z czasteczek glikoprotein zbudowanych z
biatkowego rdzenia, od ktérego odchodzg boczne fancuchy wielocukrow.
Podstawowymi aminokwasami budujgcymi rdzen sag: seryna, treonina i prolina,
natomiast fancuch weglowodanowy zbudowany jest z takich monosacharydoéw jak: L-
fukoza, N-acetyloglukozamina, D-galaktoza, N-acetylogalaktozamina i kwas sialowy
[10, 11].

Sluz powleka i zapewnia odpowiednie nawilzenie btony $luzowej jamy ustnej
oraz pelni role ochronng, biorgc udziat w wytwarzaniu miejscowej, nieswoistej
odpornosci, a takze zabezpieczajac tkanke przed szkodliwym wptywem ksenobiotykow
[4, 12]. W fizjologicznym pH sliny (5,8-7,4) sluz posiada tadunek ujemny, co jest
zwigzane z obecnoscig w jego skiadzie kwasow sialowych (pK,=2,6) i estrow
siarczanowych wielocukrow. Wtasciwos¢ ta ma olbrzymie znaczenie dla zjawiska
mukoadhezji warunkujgcego kilkugodzinne utrzymanie dopoliczkowych form leku w
jamie ustnej [6].

Cafa btona sluzowa jamy ustnej zaopatrywana jest w krew dzieki kapilarom
naczyn krwionosnych dochodzacym do blaszki wtasciwej (ryc. 1). Przeplyw krwi w
tkance zalezy od rejonu jamy ustnej, a jego wartosci sg wieksze w poréwnaniu z
przeptywem mierzonym w skorze [7]. W tabeli 1 zaprezentowano dane dotyczace
przeptywu Krwi w jamie ustnej u matp, lecz wartosci te sg zblizone do obserwowanych
w tkankach ludzkich. Odptyw krwi z blony $Sluzowej jamy ustnej odbywa sie zytami:
zazuchwowa, jezykowsa i twarzowsg, ktore uchodzg do wewnetrznej zyly szyjnej, dzieki
czemu mozliwe jest ograniczenie efektu pierwszego przejscia dla substanciji
wchtaniajacych sie przez btone sluzowg jamy ustnej [7].

Przenikanie substancji leczniczej przez btone Sluzowg jamy ustnej moze
odbywac¢ sie przez niezrogowaciate tkanki btony podjezykowej oraz przez btone

Sluzowa policzka i przyjmuje sie, ze intensywnos¢ tego procesu jest od 4 do 4000 razy
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wieksza niz po podaniu leku na skore. Przenikanie najtatwiej zachodzi drogg
podjezykowsg, trudniej przez bione policzka, a stosunkowo najtrudniej przez tkanke
podniebienia [6]. Potwierdzajg to badania przeprowadzone dla diazotanu izosorbidu,
ktory w formie tabletki aplikowany byt przez 5 min na btone $luzowag podniebienia,
policzka i podjezykowo [13]. Po 1 min badania mozna byto oznaczy¢ substancje
lecznicza we krwi po podjezykowym oraz podpoliczkowym podaniu tabletki. Wartos¢
tmax Wynosita 5 min. W poréwnaniu z aplikacjg podpoliczkowa wyzsze stezenia
diazotanu izosorbidu oznaczono po podaniu podjezykowym, natomiast u zadnego z 6
ochotnikéw nie oznaczono substancji leczniczej po podaniu tabletki na btone sluzowg

podniebienia.

Tab. 1. Szybkos¢ przeptywu krwi w blonie Sluzowej i skérze matp [wg ref. 7]

Sredni przeptyw krwi w

Lokalizacja tkanki 100 g tkanki [ml/min]

Gorna powierzchnia jezyka 100,6
Czerwien ust 49,9
Warga 28,3
Policzek 20,3
Dziagsto zrosniete * 19,5
Spodnia powierzchnia jezyka 13,9
Dno jamy ustnej 12,2
Skoéra * 9,4

Podniebienie miekkie 9,2

Podniebienie twarde * 7,0

’— tkanka zrogowaciata

Mimo ze przenikanie substancji leczniczych podawanych podjezykowo jest
intensywniejsze i szybsze niz po podaniu na btone Sluzowa policzka, to droga
podpoliczkowa pozostaje dobrg alternatywa dla form charakteryzujgcych sie
przedtuzonym uwalnianiem. Do niewatpliwych zalet tej drogi podania naleza: wygodny
dostep do btony Sluzowej, akceptacja miejsca aplikacji przez pacjentéw, mozliwosc
usuniecia formy w przypadku zbyt ucigzliwych dziatan niepozadanych, zwiekszenie
biodostepnosci poprzez ograniczenie metabolizmu watrobowo - jelitowego,
zapobieganie rozkiadowi substancji lecznicze] w srodowisku zotadka, a takze pod
wptywem enzymow przewodu pokarmowego oraz mozliwos¢ zastosowania tej drogi do
podania lekow o charakterze peptyddéw [14].

14



Marcin Placzek WSTEP

Intensywnos$¢ przenikania substancji leczniczej z postaci leku przez btone
$luzowg policzka moze zaleze¢ od wielu czynnikéw. Do najwazniejszych z nich naleza;
wiasciwosci substancji leczniczej, czynniki fizjologiczne, czynniki technologiczne
(odpowiedni dobor substancji pomocniczych w celu zaprojektowania optymalnej formy
leku) oraz czynniki patologiczne [12].

Przenikanie substancji lecznicze] przez nabtonek btony sluzowej jamy ustnej
moze odbywac¢ sie dwiema drogami: ,przez komérki” oraz ,miedzy komaorkami” (ryc. 2)
[12].

droga droga
»przez komorki” »miedzy komorkami”

<«4— warstwa Sluzu

komorki nabtonka

Ryc. 2. Drogi przenikania substanciji leczniczej przez btone sluzowg jamy ustnej [wg ref. 12].

Podstawowg droga przenikania substancji leczniczych jest droga ,przez
komorki”, chociaz catkowity transport substancji leczniczej przez btone Sluzowg jest
sumg przenikania dwiema drogami jednoczesnie [6, 7]. Odpowiednia modyfikacja
chemiczna substancji leczniczej, zwiekszajaca jej lipofilowos¢ wptywa na zwiekszenie
przenikania substancji przez btone sluzowa droga ,,przez komorki”.

Czynniki fizjologiczne decydujg o tym, ze ograniczona jest zarowno wielkos¢
formy podawanej podpoliczkowo jak i zawartos¢ substancji leczniczej w tej formie, z
powodu stosunkowo niewielkiej powierzchni miejsca aplikacji. Przyjmuje sie, ze postac
podpoliczkowa powinna mieé wielko$é od 1 do 3 cm?, a zawarto$é substancji leczniczej
nie powinna przekracza¢é 25 mg. Maksymalny czas przylegania formy do btony
sluzowej wynosi ok. 4—-6 h i zwigzany jest z koniecznoscig przyjmowania pokarmow i
ptynéw. Istotnym czynnikiem fizjologicznym jest takze pH $rodowiska jamy ustnej (pH
sliny), ktére decyduje o przenikaniu zjonizowanych substanciji leczniczych. Zwiekszenie
frakcji niezdysocjowanej substancji leczniczej nasila jej przenikanie przez bariere btony

Sluzowej jamy ustnej [12].
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Istotnym zagadnieniem jest opracowanie odpowiedniego skiadu dopoliczkowej
postaci leku, takze pod katem wplywu substancji pomocniczych na przenikanie
substancji leczniczej. Role takich substancji pomocniczych pelnig m. in. promotory
wchianiania (np. laurylosiarczan sodu, sole kwaséw zo6tciowych, kwasy ttuszczowe),
ktore zmieniajg whasciwosci bton komorkowych tkanek policzka (strukture biatek i/lub
lipidow) lub strukture i reologie $luzu, przez co zwigkszajq przepuszczalnos¢ nabtonka
[15]. Inne wykorzystywane w tym celu substancje, o odmiennym mechanizmie
dziatania, to inhibitory enzyméw wystepujacych w $slinie i btonie sluzowej policzka,
zwiekszajgce przede wszystkim przenikanie przez btone sluzowag lekdéw peptydowych.
Role takich substancji pomocniczych petnig m. in.: aprotynina, bestatyna i puromycyna
[15, 16].

Dopoliczkowe formy leku

O skutecznosci dziatania dopoliczkowych postaci leku decydujg nie tylko
wlasciwosci substancji leczniczej, wtasciwy dobdr substancji pomocniczych i czynniki
fizjologiczne, ale takze odpowiednia konstrukcja formy leku. W$rdd dopoliczkowych
postaci leku wyrdznia sie zaréwno formy tradycyjne: ptynne (roztwory, zawiesiny i
emulsje), péistate (hydrozele, pasty) lub stale (tabletki), jak i formy nowoczesne — filmy
adhezyjne [5, 12, 17].

Dopoliczkowe preparaty ptynne i poistate przeznaczone sg przede wszystkim
do leczenia schorzen w obrebie jamy ustnej (leczenie przeciwzapalne,
przeciwdrobnoustrojowe), a dzieki obecnosci w ich skftadzie polimeru
mukoadhezyjnego moga diuzej utrzymywacC sie na bionie sSluzowej, wywotujac
miejscowy efekt leczniczy. Najczesciej wykorzystywanymi polimerami do sporzadzania
masci typu zeli stosowanych w jamie ustnej sg: hydroksypropyloceluloza, karbomer i
hypromeloza. Polimery te czesto wystepujg w preparatach z takimi substancjami jak:
chlorheksydyna, lidokaina, flurbiprofen, propolis, czy tetracyklina [5].

Mimo ok. 30 lat badan nad mukoadhezyjnymi statymi dopoliczkowymi
postaciami leku do produkcji udato sie wdrozy¢ tylko kilka preparatéw w formie
tabletek. Zestawienie obecnie produkowanych lekéw tego typu przedstawia tabela 2.
Chociaz preparaty te okreslane sg jako dopoliczkowe, miejscem ich aplikacji
wskazywanym przez producentéw jest przestrzen miedzy dzigstem a warga, na

wysokosci gérnego kia, prawego lub lewego.
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Tab. 2. Skfad i zastosowanie produkowanych obecnie statych dopoliczkowych form leku

Substancja lecznicza  Zastosowanie ?Pa;f)v(\ilsc[:rlﬂ)d (o gg::;nzﬁé TR

Nitrogliceryna Dusznica bolesna (SFuoSrCezrtdliz:lblgrc;\%g:Ses) HPMC

Testosteron Opodzniona dojrzatos¢  Striant Carbopol 934P,
piciowa (Columbia Laboratories) HPMC, polikarbofil

Prochloroperazvna Nudnosci, wymioty, Buccastem M guma ksantanowa,

P Y migrena (Reckitt Benckiser) powidon
Mikonazol Grzybica jamy ustnej I(_giroa,g]lliy;nce Pharma) Nie podano
Fentanylu cytrynian B4l nowotworowy I(:ggg)cf)]l:llbﬁ)c tq ?e?rll(nrc))?cl)lgaeru —inna

HPMC - hydroksypropylometyloceluloza

Tabletki z nitrogliceryng, testosteronem oraz prochloroperazyng zawierajg w
swoim sktadzie polimery mukoadhezyjne, ktére majg zapewni¢ utrzymanie formy leku
na bfonie sluzowej przez odpowiednio: 3-5 h, 12 h lub tylko 1-2 h. W przypadku
preparatéw z fentanylem mechanizm uwalniania substancji leczniczej jest odmienny.
Preparat Fentora ma postac tabletek do ssania, natomiast preparat Actig ma postac
pastylki umieszczonej na patyczku (rodzaj lizaka). Producent zaleca, zeby patyczek ten
umiesci¢ miedzy policzkiem a dzigstem, albo zeby uwalnianie substancji leczniczej
nastepowato w trakcie ssania lub pocierania patyczkiem o btone Sluzowa policzka.

Tabletki dopoliczkowe otrzymuje sie najczesciej metodg bezposredniego
prasowania, chociaz etap granulacji na mokro réwniez moze by¢ etapem w procesie
produkcji. Oprécz tradycyjnego tabletkowania mieszaniny proszkéw, prowadzone sg
takze badania nad mozliwoscig tworzenia mukoadhezyjnych mikrosfer z substancjg
lecznicza, ktére nastepnie bylyby prasowane do postaci tabletki [12, 18, 19].

W odrdznieniu od tabletek dopoliczkowych takie formy jak filmy polimerowe sg
elastyczne, dzieki czemu mozliwe jest lepsze przyleganie formy do blony sluzowej a
komfort pacjenta jest wiekszy [17]. Filmy otrzymuje sie albo metodg wylewania i
odparowania rozpuszczalnika, albo metodg prasowania [5]. W metodzie pierwszej
roztwér polimeru zawierajacy substancje leczniczg wylewa sie na folie, ktéra bedzie
stanowita warstwe nieprzepuszczalng i po odparowaniu rozpuszczalnika wycina sie
plastry odpowiedniej wielkosci. Metoda prasowania polega na uzyskaniu homogennej
mieszaniny wszystkich skftadnikéw filmu, sprasowaniu ich do cienkiej warstwy i

wycieciu form aplikacyjnych, ktére dodatkowo mozna pokry¢ btong nieprzepuszczalna.
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Role zewnetrznej warstwy zabezpieczajgcej (nieprzepuszczalnej dla wody), moze
petni¢ np. warstwa etylocelulozy, ktéra ukierunkowuje uwalnianie substancji leczniczej
w strone biony sluzowe]. Pozwala to na ograniczenie strat bedacych wynikiem
potykania substancji leczniczej ze sling, powszechnych w przypadku typowych statych
form dopoliczkowych [12]. Wadg takiego rozwigzania jest jedynie koniecznosc

usuniecia warstwy polimerowej z btony sluzowej po zakonczeniu aplikaciji.

Bioadhezja

Substancjami pomocniczymi  wykorzystywanymi ~ w  opracowywaniu
dopoliczkowych form leku sg polimery, ktére dzieki wtasciwosciom bioadhezyjnym,
majg zapewni¢ odpowiednio dtugie utrzymanie postaci leku w okreslonym miejscu jamy
ustnej [12].

Definicja okresla bioadhezje, jako stan taczenia sie dwoch roznych materiatow,
z ktérych przynajmniej jeden jest substancjg pochodzenia naturalnego. Do okres$lenia
oddzialywan réznych materiatbw z btong sluzowg organizméw zywych uzywa sie
terminu mukoadhezja [20].

Odpowiednie zaprojektowanie dopoliczkowej postaci leku jest mozliwe dopiero
po zrozumieniu zlozonych oddzialywan pomiedzy polimerem mukoadhezyjnym
wchodzacym w sklad postaci leku, a blong Sluzowg jamy ustnej. Proces tworzenia
wigzan bioadhezyjnych pomiedzy tymi dwoma materialami obejmuje zawsze 3 kolejno
nastepujace po sobie etapy [21]:

— zwilzenie i specznienie polimeru, co umozliwia Sciste jego przyleganie do

btony Sluzowej,

— wzajemne przenikanie i splatanie fancuchéw polimeru i sluzu (mucyny),

— wytworzenie stabych wigzan chemicznych pomiedzy tancuchami polimeréw.

Oddziatywania chemiczne pomiedzy tancuchami polimeru i mucyny najczesciej
majg charakter stabych wigzan wodorowych, Van der Waalsa i hydrofobowych, badz
silniejszych wigzan jonowych lub kowalencyjnych [9]. Kazde oddzialywanie pomiedzy
polimerem a btong $luzowg sktada sie z dwoch zasadniczych etapéw: kontaktu
(zwilzenia) obu warstw, a nastepnie ich pelnego potaczenia (scalania) w wyniku

tworzacych sie wigzan mechanicznych, fizycznych oraz chemicznych (ryc. 3) [9].
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Etap kontaktu — zwilzenia Etap scalania

PoeRREL

Ryc. 3. Kolejne etapy mukoadhezji [wg ref. 21].

Teorie mukoadhezji

Konsekwencjg tak réznorodnych oddziatywan fizycznych, mechanicznych i
chemicznych miedzy przylegajacymi do siebie materiatami jest problem z
jednoznacznym wyjasnieniem zjawiska mukoadhezji. Obecnie jest ono opisywane
przez 4, a nawet 6 odrebnych teorii [9, 10, 21, 22].

Teoria elektrostatyczna opiera sie na zalozeniu, ze polimer adhezyjny i
glikoproteiny mucyny posiadajg odmienne struktury elektryczne. W wyniku potaczenia
obu warstw dochodzi do przeptywu elektronéw i utworzenia podwodjnej warstwy
tadunku elektrycznego na ich styku. System ten jest porownywany do kondensatora —
natadowanego w czasie kontaktu polimeru i mucyny, lub rozladowanego po
rozdzieleniu obu warstw [21]. Przykladem tego typu oddziatywan jest adhezja polimeru
kationowego — chitozanu — do mucyny, obdarzonej tadunkiem ujemnym [5].

Wedlug teorii adsorpcyjnej zjawisko adhezji mozliwe jest dzieki wigzaniom
wodorowym oraz oddziatywaniom Van der Waalsa i oddziatywaniom hydrofobowym.
Mimo ze pojedyncze wigzania tego typu sg stabe, to ich suma stanowi o sile interakcji
miedzy polimerem a tkanka [10, 21].

Teoria zwilzania dotyczy przede wszystkim systemoOw ptynnych i opiera sie na
oddziatywaniach powierzchniowych i miedzypowierzchniowych zachodzacych w trakcie
swobodnego rozprzestrzeniania sie plynnego polimeru na powierzchni tkanki.
Powinowactwo cieczy do powierzchni mozna okresli¢ stosujgc analize kata zwilzania.

Im nizszy jest kat zwilzania, tym wieksze powinowactwo cieczy do powierzchni statej.
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Liczbowo zaleznos¢ te opisuje wspoétczynnik rozprzestrzeniania (Sag) [9]:
S = Ve " VaVas
gdzie:
¥ - hapigcie powierzchniowe cieczy,
Vs - napiecie powierzchniowe tkanki,
Vs - €nergia oddziatywania miedzy cieczg a tkanka.
Praca adhezji (W,) opisuje energie potrzebng do rozdzielenia obu warstw:
Wo=VatVe~Vas

Z zaprezentowanego wzoru wynika, ze im wieksze energie posiadajg
powierzchnie plynnego polimeru i tkanki w stosunku do oddziatywan
miedzypowierzchniowych, tym wieksza praca adhezji potrzebna jest do rozdzielenia
obu warstw [9].

Wedtug teorii dyfuzyjnej wzajemne przenikanie i splatanie tancuchow polimeru z
glikoproteinami mucyny prowadzi do utworzenia wigzah adhezyjnych, tym silniejszych
im glebsza jest penetracja tancuchéw polimeru do tkanki (ryc. 4). Przyjmuje sie, ze
efektywne wigzanie nastepuje wtedy, gdy glebokos¢ wnikania obu oddziatujacych
warstw wynosi ok. 0,2 — 0,5 um. Podobienstwo budowy (struktury) czasteczki polimeru
i mucyny zapewnia dobrg wzajemng rozpuszczalnos¢ i umozliwia utworzenie wigzan o

odpowiedniej sile [21].

Ryc. 4. Etapy oddziatlywan pomiedzy glikoproteinami mucyny i polimerem mukoadhezyjnym,
wedtug teorii dyfuzyjnej [wg ref. 9].

Teoria mechaniczna opisuje zjawisko adhezji jako oddzialywania czasteczek

polimeru ,zazebiajacych sie” w niejednorodnej powierzchni btony Sluzowej, tak jak
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uktadanka ,puzzle”. Istota tego procesu zwigzana jest nie tylko z bezposrednim
oddzialywaniem mechanicznym, ale takze, a moze przede wszystkim, polega na
uwzglednieniu pewnej ,szorstkosci” powierzchni tkanki, co zapewnia wiekszg
powierzchnie kontaktu z polimerem [9, 23].

W odmienny sposéb adhezje materiatdw opisuje teoria ztamania (ang. fracture
theory), ktéra odnosi site oddziatywania pomiedzy dwoma materiatami do sity, jakg
trzeba przytozy¢, aby oddzieli¢ obie powierzchnie, po uprzedniej adhezji [9].
Zauwazono, ze sita potrzebna do zniesienia wigzan jest proporcjonalna do dtugosci
tancuchéw polimeru i odwrotnie proporcjonalna do stopnia sieciowania czgsteczki
polimeru [5].

Ztozony mechanizm zjawiska mukoadhezji, a takze réznorodnos¢ budowy i
wlasciwosci chemicznych polimerow sprawia, ze istnieje wiele czynnikéw, ktére
decydujg o sile adhezji polimeru do blony sluzowej. Najwazniejsze z nich to [5, 9, 22]:

— masa molowa polimeru — sita adhezji zazwyczaj wzrasta wraz ze wzrostem
masy molowej, a warto$¢ optymalna to ok. 10* - 4x10° Da,

— elastycznos¢ tancuchow polimeru, umozliwiajagca przenikniecie do warstwy
mucyny,

— zdolno$¢ tworzenia wigzan wodorowych,

— gestosC sieciowania polimeru — w potaczeniu z masg molowg oraz
wielkoscig porow decyduje o strukturze sieci polimeru; zbyt duza gestos¢
sieciowania uniemozliwia wiasciwe pecznienie i przenikanie do warstwy
mucyny,

— fadunek elektryczny,

— stezenie — kazdy z polimerow posiada charakterystyczne dla siebie stezenie
optymalne; stezenie zbyt niskie nie zapewni utworzenia dostatecznej liczby
potaczen polimeru i mucyny, natomiast stezenie zbyt wysokie moze nie
zapewni¢ odpowiedniego zwilzenia polimeru,

— pecznienie polimeru zapewniajgce utworzenie przestrzennej Sieci
mukoadhezyjnej, mogacej przenika¢ mucyne, zdolnej do tworzenia wigzan
wodorowych i do oddziatywan elektrostatycznych,

— czynniki fizjologiczne: pH s$liny, odnowa warstwy mucyny, fizjologiczne

ruchy policzka.

21



Marcin Placzek WSTEP

Badania mukoadhezji

Jednymi z podstawowych badan prowadzonych w trakcie opracowywania nowej
mukoadhezyjnej postaci leku sg badania majgce na celu okreslenie sity wigzania formy
leku z blong $luzowa. Intensywny rozwdj réznych metod pomiaru wlasciwosci
mukoadhezyjnych rozpoczat sie pod koniec lat 80-tych XX w. i dotyczyt zaréwno metod
ilosciowych, jak i jakosciowych [10, 24]. Wiekszosc¢ z ilosciowych metod pomiaru sity
adhezji/mukoadhezji opisywanych w literaturze opiera sie na pomiarze sity potrzebnej
do zerwania wigzan adhezyjnych utworzonych pomiedzy badanym polimerem
(postacig leku) a modelowg btong Sluzowg. W zaleznosci od kierunku dziatania si

odrywajacych wyrdznia sie badania zdzierania, scinania lub rozciggania (ryc. 5) [24].

mo

O
~>

rozcigganie Scinanie zdzieranie

Ryc. 5. Kierunek dziatania sit w trakcie bada’t mukoadhezji [wg ref. 24].

Badania tego typu wraz z badaniami reologicznymi nalezg do grupy technik
mechanicznych, ktére facznie z technikami spektroskopowymi zaliczane sg do
podstawowych metod badania mukoadhezji w warunkach in vitro [25]. Metody te
wykorzystywane sg w pracach o charakterze eksperymentalnym lub w badaniach
rozwojowych, poprzedzajacych ewentualne testy in vivo.

Pomiar tensometryczny polega na pomiarze sity niezbednej do oderwania
testowanego materiatu od naturalnej blony sluzowej pozyskiwanej od zwierzat. Mozna
takze postuzyé sie prostszym modelem badawczym wykorzystujgcym zamiennik
naturalnej btony sluzowej, nasladujacy jej wlasciwosci. Pozwala to na zastosowanie
standardowej procedury badania, a uzyskiwane wyniki charakteryzujg sie wiekszg
powtarzalnoscig. Najczesciej jako zamiennik stosuje sie warstwe zelatyny lub roztwory,
zele i dyski mucyny (tabela 3) [26—49].

Przed pomiarem badany preparat nanosi sie na odpowiednio zwilzong btone

Sluzowa, nastepnie wywiera sie okreslony nacisk na obie warstwy (zazwyczaj stosuje
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sie sity od 0,1 do 10,0 N, przez 30-300 s) i rozpoczyna sie etap oddzielania

testowanego materiatu od btony lub jej substytutu. W trakcie badania rejestruje sie

zaleznos¢ miedzy sitg odrywania a czasem

lub drogg przemieszczania. Pole

powierzchni pod wykresem tej zaleznosci wyraza sie w jednostkach pracy i okresla

jako prace adhezji/mukoadhez;ji.

Tab. 3. Przykfady wykorzystania pomiaréw tensometrycznych w badaniu mukoadhezji

Aparat Model btony sluzowej Badana postac¢ leku (polimer) Zrédio
Policzek wotowy Tabletka (CMCNa+HPMC) 26
Zmodyfikowana waga Policzek wieprzowy Tabletka (CP+HPMC) 27,28
szalkowa Policzek krolika Tabletka (AlgNa lub CP + HPMC) 28, 29
Jelito wieprzowe Tabletka (PC-cysteina koniugat) 30
Roztwor zelatyny 30%  Tabletka (CP+HPMC)
Waga Jolly’ego 31, 32
Roztwor mucyny 30%  Tabletka (CP+CPNa)
Jelito krélika Tabletka (guma Hakea) 33, 34
_ ) Tabletka (kopolimer PAA-PEG) 35
Policzek wieprzowy - :
Film (kopolimer PAA-EHA) 36
Tensometr Btona $luzowa szczura Tabletka (PC+HPMC) 37
Przetyk wotowy Hydrozel (CP) 38
1% lub 5% Tabletka (PC+HPMC) 40
Roztwér mucyny Hydrozel (CMCNa, CP)
4%, 8%, 20% 41-43
0, 670, 0 Tabletka (MC, CP, AlgNa, CMCNa)
Dyski mucyny Hydrozel (CMCNa, HEC) 44
Policzek wolowy Tabletka (PVP, CP, HPC) 45
. ] Hydrozel (CP)
. Policzek wieprzowy — . 42, 46
Analizator tekstury Tabletka i film (chitozan)
Swieza mucyna .
zoladka wieprzowego Hydrozel (CP) 42
Wotowa tkanka Tabletka (CP, HPMC)
podjezykowa, przelyk, “Fimy (CP, PC, CMCNa, PVP, guma 47,48
dwunastnica karagenowa)
Jelito wieprzowe Tabletka lub proszek (AlgNa, X-PVP, 49

X-CMCNa)

CMCNa - karmeloza sodowa, HPMC - hypromeloza, CP — Carbopol, AlgNa — alginian sodu, PC —
polikarbofil, CPNa — s6l sodowa karbomeru, PAA-PEG — kopolimer kwasu poliakrylowego i makrogolu,
PAA-EHA — kopolimer kwasu poliakrylowego i etyloheksyloakrylowego, MC — metyloceluloza, HEC —
hydroksyetyloceluloza, HPC — hydroksypropyloceluloza, PVP — powidon, X-PVP — sieciowany powidon, X-
CMCNa — sieciowana karmeloza sodowa

23



Marcin Placzek WSTEP

Jak dotad nie opracowano jednego uniwersalnego schematu prowadzenia tego
badania, a poszczegdlne parametry takie jak: sposob zwilzania, sita i czas docisku,
szybkos¢ odrywania, czy rodzaj uzytej btony Sluzowej dobiera sie eksperymentalnie.

W miare roztworu technik analitycznych wprowadzano takze zmiany w sposobie
rejestracji interakcji miedzy polimerem a btong sluzowg w pomiarach tensometrycznych
(tabela 3). Poczatkowo do tego celu uzywano zmodyfikowanej wagi szalkowej lub wagi
Jolly'ego, wykorzystywanej standardowo do pomiaru napiecia powierzchniowego
cieczy. Kolejng modyfikacjg bylo wprowadzenie tensometréw, a obecnie najczesciej
wykorzystuje sie w tym celu analizatory tekstury, ktore wyposazone sg Ww
specjalistyczne przystawki, umozliwiajgce pomiar w warunkach zblizonych do
srodowiska fizjologicznego [6, 10]. Mimo technicznego zaawansowania, analizatory
tekstury sg urzadzeniami prostymi w obstudze, a przede wszystkim umozliwiajg
powtarzalng analize réznorodnych materiatdbw mukoadhezyjnych. Dzieki potgczeniu z
komputerem i wspolpracy z dedykowanym oprogramowaniem pomiar jest w peni
automatyczny a uzyskane wyniki archiwizuje sie i raportuje w formie wykreséw, z
ktorych tatwo mozna odczyta¢ zaréwno maksymalng site jak i prace mukoadhezji [50].

Przyktady roznorodnych testéw wykorzystujgcych pomiary tensometryczne
zebrano w tabeli 3.

Wiasciwosci mukoadhezyjne roztworow polimerdw lub hydrozeli (formy ptynne
lub péistate), otrzymanych z polimeréw rozpuszczajacych sie lub peczniejgcych w
wodzie, mozna ocenia¢ takze w oparciu o pomiary reologiczne. Podstawe tych badan
stanowi teoria dyfuzyjna adhezji, wedtug ktorej oddziatywanie polimeru z btong $luzowg
polega na wzajemnym przenikaniu fancuchow polimerowych i glikoprotein mucyny. W
wyniku dalszych oddziatywan dochodzi do zmiany wiasciwosci fizykochemicznych
potaczenia tworzacego sie na granicy obu powierzchni, w tym wlasciwosci
reologicznych [51].

Metodologia badania mukoadhezji przy uzyciu reometréw polega na pomiarze
zmian whasciwosci reologicznych, ktorym ulegajg hydrozele po potaczeniu ze $Sluzem
lub mucyng biony Sluzowej [51]. Zmiany dotyczace lepkosci n, utworzonego
potaczenia mozna obliczy¢ ze wzoru:

Ny =N¢ N ~—Np
gdzie:
N, - wspotczynnik lepkosci uktadu polimer — mucyna,

N,, - wspotczynnik lepkosci mucyny,

N, - wspotczynnik lepkosci polimeru.
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Uzyskane w ten sposob dane pozwalajg takze na obliczenie sity bioadhezji F

[dyna/cm?] ze wzoru:
F=n,xy

gdzie: y - szybkosc¢ Scinania.

Wskaznikiem sity oddziatywan polimeru z mucyng mogag by¢ réwniez parametry
pomiaru lepkosci dynamicznej — modut sprezystosci (magazynowania) G’ oraz modut
strat G”. Wzrost wartosci tych parametrow mierzonych dla potgczenia polimer —
mucyna, w poroéwnaniu do wartosci parametréw uzyskanych dla samego polimeru,
Swiadczy o wystgpieniu oddzialywan mukoadhezyjnych miedzy warstwami [51].
Wykazano, ze zar6wno stezenie polimeru, jego masa molowa, jak i rodzaj mucyny
majg wptyw na wynik pomiaru whasciwosci wiskoelastycznych badanych uktadow [41,
51, 52]. Chociaz reologiczne metody pomiaru mukoadhezji nie dajg petnych i
bezposrednich informacji na temat oddziatywan polimeru z btong Sluzowa, to w peini
nadajg sie do przesiewowych badan polimerow przeznaczonych do wytwarzania
dopoliczkowych form leku [12].

W badaniach mukoadhezji stosuje sie takze techniki spektroskopowe, przy
czym najczesciej wykorzystuje sie oznaczenia kolorymetryczne. Technika barwienia
zlotem koloidalnym polega na utworzeniu potgczenia ztota koloidalnego z roztworem
mucyny i pomiarze absorbancji utworzonego ukladu przy dlugosci fali 525 nm.
Nastepnie koniugat mucyny i ziota tgczy sie z roztworem polimeru i oznacza sie
zmiane wartosci absorbancji. Przydatnos¢ tej metody okreslenia interakcji miedzy
pochodnymi kwasu akrylowego i metakrylowego a mucyng wykazano wylgcznie w
przypadku pomiaréw w srodowisku kwasnym [53].

Pomiar bioadhezji ptynnych postaci leku do tkanek jamy ustnej, w warunkach in
vitro i in vivo, umozliwia technika bezposredniego barwienia [54]. Roztwory polimeréw
po potaczeniu z btong sluzowg wybarwia sie za pomocg btekitu alcjanu (polimery
anionowe np. pochodne kwasu akrylowego) lub eozyny (polimery kationowe np.
chitozan). Stopien adhezji polimeru okresla sie ilosciowo metodg mikroskopowa, na
podstawie porownania intensywnos$ci zabarwienia tkanki poddanej dziataniu polimeru i
préby kontrolne;j.

Inna technika mikroskopowa wykorzystuje mikroskop sit atomowych [55]. Obraz
uzyskany z tego aparatu wskazuje, ze w wyniku kontaktu z polimerem zmienia sie
struktura powierzchni komoérek nabtonka. Pod wptywem polimeru komorki tracg swoja

charakterystyczng gtadkosc¢, natomiast zanikajg typowe naturalne pekniecia i szczeliny.
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W odmienny spos6b probuje sie oznaczy¢ wiasciwosci mukoadhezyjne
mikrozbiornikowych form leku, np. mikrosfer. Najczesciej w takim przypadku proponuje
sie metody plukania lub wymywania modelowych substancji leczniczych, po
wczesniejszej adhezji badanych mikrozbiornikbw do zwierzecej btony sluzowej (ryc. 6).
W tym celu na btonie sluzowej, przymocowanej do odpowiedniego wspornika (np. w
ksztalcie rynienki, w termostatowanej komorze) umieszcza sie mikrosfery i optukuje
sptywajacg cieczg (buforem). W wyniku przeptywu plynu nastepuje uwalnianie
substancji leczniczej z mikrozbiornikdw, a jej stezenie w plynie akceptorowym oraz w
tkance stuzy ocenie kinetyki uwalniania, wchitaniania i posrednio ocenie adhezji [56,
57].

wspornik z blong sluzowsa,
na ktérg aplikuje sie
mikrozbiorniki

4 / pompa

termostatowana
komora l I Cb
\ A

bufor

U

' odbieralnik

Ryc. 6. Model badania mukoadhezji z ptukaniem [wg ref. 56, 57].

Podstawowymi technikami wykorzystywanymi w ocenie mukoadhezji polimerow
i postaci lekéw w warunkach in vivo sg: gamma-scyntygrafia, technika izolowanej petli
oraz metody fluorescencyjnie lub radioizotopowe [22]. Umozliwiajg one $ledzenie
pasazu bioadhezyjnych form leku w organizmach ludzi i zwierzat. Technika izolowanej
petli zastosowana u szczura postuzyta do badan nad mechanizmem mukoadhezji
mikrosfer do btony $luzowej jelita [10], natomiast znakowanie chitozanu izocyjanianem
fluoresceiny, umozliwito poznanie oddziatywan miedzy tym polimerem a mucyng btony

sluzowej [58].
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Polimery mukoadhezyjne

Opracowanie nowego systemu adhezyjnego wymaga uwzglednienia zaréwno
wiasciwosci substancji leczniczej jak i miejsca aplikacji. Kluczowym zagadnieniem jest
takze dobdr polimeru o optymalnych wiasciwosciach  mukoadhezyjnych
zapewniajacych umocowanie leku na btonie Sluzowej z odpowiednig sitg | przez
odpowiedni czas tak, aby wystgpit miejscowy lub ogdlny efekt terapeutyczny.

Uzywane obecnie polimery mukoadhezyjne sa najczesciej hydrofilowymi
makroczasteczkami zawierajgcymi w swojej budowie ugrupowania zdolne do tworzenia
wigzan wodorowych: karboksylowe, hydroksylowe i aminowe. Polimery te zaliczane sg
do tzw. | generacji i charakteryzujg sie tym, ze w wyniku aktywacji (przez zwilzenie)
wykazujg niespecyficzng adhezje do réznorodnych powierzchni [9, 22].

Nowa generacje polimerow mukoadhezyjnych stanowig polimery tiolowane
(tiomery) — substancje wigzace sie z btong sluzowa wigzaniem kowalencyjnym [24, 59].
Polimery te powstajg w wyniku koniugowania polimeru mukoadhezyjnego | generacji z
aminokwasami lub peptydami posiadajacymi wolne grupy tiolowe, warunkujgce ich
wiasciwosci adhezyjne [60, 61].

Istnieje wiele réznych sposobdéw klasyfikacji polimerow mukoadhezyjnych.
Kryterium podzialu moze stanowi¢ np.: zrédio pochodzenia (polimery naturalne i
syntetyczne), rodzaj btony $luzowej, do ktérej przylegajg (np. polimery dopoliczkowe,
dopochwowe), rozpuszczalnosé (rozpuszczalne lub nierozpuszczalne w wodzie) oraz
budowa chemiczna (pochodne celulozy, pochodne kwasu akrylowego). W zaleznosci
od sposobu fgczenia sie polimeru z blong sluzowag wyrdznia sie polimery tworzace
wigzania niekowalencyjne lub kowalencyjne. Dla pierwszej z tych grup istotny jest
tadunek, jakim obdarzone sg ich czasteczki, warunkujacy sposob oddziatywan z blong
Sluzowa. Wsrdd polimerow wigzacych sie niekowalencyjnie wyr6znia sie: polimery
anionowe, kationowe, niejonowe [22, 59].

Polimery anionowe posiadajg grupe karboksylowa, ktéra decyduje o ich
mukoadhezji, wigzac sie z grupami hydroksylowymi glikoprotein mucyny. Z powodu
duzej gestosci tadunku czagsteczki, polimery te posiadajg pewne wiasciwosci
buforujgce, natomiast ich zdolno$¢ do pecznienia zalezy od pH. W niektérych
przypadkach, w $rodowisku kwasnym, polimery w ogéle mogaq nie ulega¢ pecznieniu,
co znacznie redukuje ich zdolnos¢ do adhezji. Ponadto, mogg one wykazywaé
niezgodnos$ci z jonami wielowartosciowymi, np. Mg®*, Ca*, Fe*', ulegajac w ich
obecnosci wytrgceniu lub koagulaciji, tracac jednoczesnie wtasciwosci mukoadhezyjne.
Do grupy polimeréw anionowych zalicza sie: polikarbofil, karbomer, karmeloze sodowa,

pektyny, alginiany i kwas hialuronowy [59].
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Adhezja polimerow kationowych do btony sluzowej wynika z oddziatywan grup
aminowych tych polimerow z kwasem sialowym, bedacym jednym ze skiladnikéw
mucyny. Przykladami stosowanych obecnie polimeréw tej grupy sa: chitozan i
polilizyna. Ich zdolno$¢ pecznienia, podobnie jak polimerow anionowych, silnie zalezy
od pH, ale zaleznosc¢ ta jest odwrotna: chitozan doskonale pecznieje w Srodowisku
zotadka, natomiast przy pH przekraczajgcym warto$¢ 6,5 catkowicie traci zdolnosci
mukoadhezyjne [59].

Mukoadhezja polimeréw niejonowych nie jest zalezna od pH i nie wynika takze
z oddzialywan elektrostatycznych, chociaz niektére z polimeréw tej grupy moga
tworzy¢ wigzania wodorowe. Najpelniej przyleganie polimeréw niejonowych do btony
sluzowej tlumaczy teoria dyfuzyjna, uzalezniajgc site wigzania od penetracji obu
warstw i splgtania tancuchéw polimeru i mucyny. Mimo ze zazwyczaj polimery
niejonowe nie zapewniajg tak silnej adhezji jak polimery jonowe, to ich oddziatlywania
nie zalezg od obecnosci jondéw w otaczajgcym srodowisku. Na przyktad dodatek 0,9%
roztworu chlorku sodu powoduje gwattowny spadek sity adhezji karbomeru, natomiast
nie wptywa zupetnie na przyleganie polimeréw niejonowych. Przyktadem polimerow tej
grupy sa: makrogol, hypromeloza, hydroksypropyloceluloza, hydroksyetyloceluloza,
powidon i alkohol poliwinylowy [59].

Mechanizm mukoadhezji polimeréw tiolowanych jest odmienny i wynika z
wigzania sie tych substancji z mucyng w sposob kowalencyjny. Tiomery taczg sie
najczesciej z cysteing obecng w glikoproteinie, w wyniku reakcji wymiany pomiedzy
grupami sulfhydrylowymi i wigzaniami dwusiarczkowymi, podobnie jak w warunkach
fizjologicznych glikoproteiny tacza sie w warstwie sluzu (ryc. 7) [5, 59]. Tak utworzone
potaczenia sg znacznie silniejsze niz potgczenia niekowalencyjne, przez co polimery te
charakteryzujg sie znacznie lepszymi wtasciwosciami mukoadhezyjnymi, a ponadto
czas rozpadu form leku utworzonych z tych polimeréw jest znacznie diuzszy [62].

Przyktadem ilustrujgcym to zjawisko moze by¢ tiolowany kwas poliakrylowy,
powstaly z potgczenia z cysteing. Wiasciwosci tego polimeru poréwnano z
niemodyfikowanym kwasem poliakrylowym i okazalo sie, ze dla nowego polimeru
oznaczono ponad 2-krotnie wyzszg prace adhezji (odpowiednio 280 i 104 uJ). Tabletki
zawierajgce tiolowany polimer ulegaly rozpadowi w ciggu kilku dni, podczas gdy
tabletki z kwasem poliakrylowym rozpadaly sie juz po 2 h. Podobnymi wtasciwosciami
charakteryzujg sie inne pofaczenia, np.: chitozanu i cysteiny, chitozanu i kwasu
tioglikolowego, karmelozy sodowej i cysteiny, alginianu i cysteiny czy kwasu
poliakrylowego i homocysteiny [5, 59]. Sita adhezji tych polimeréw jest nawet 250 razy

wieksza niz adhezja polimerow uzytych do ich syntezy [63].
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EDrte) + )

Ryc. 7. Mechanizm tworzenia polgczer pomiedzy tiomerami i glikoproteinami mucyny
[wg ref. 24].

Obecnie w produkcji form mukoadhezyjnych oraz w wiekszosci prac badawczo
— rozwojowych, korzysta sie z polimeréw | generacji, bedacych w uzyciu od wielu lat.
Niektére z tych substancji, np. pochodne celulozy i pochodne kwasu poliakrylowego,
posiadajg swoje monografie farmakopealne, co gwarantuje ich wysokg jakos¢ i
bezpieczenstwo stosowania, a ponadto utatwia wdrozenie nowej formy do produkciji.

Informacje o wiasciwosciach fizykochemicznych najpowszechniej uzywanych
obecnie polimeréw mukoadhezyjnych podano w tabeli 4, natomiast ich wzory

strukturalne zaprezentowano na ryc. 8.

Tab. 4. Wtasciwosci fizykochemiczne polimeréw mukoadhezyjnych [17, 22, 24]

Polimer Masa molowa pH Lepkos¢ [mPaxs] Rozpuszczalnos$é
: . 5 2000 — 22500 . -
Polikarbofil 2,2x10 (roztwor 19%) W wodzie pecznieje
Karbomer 1x10° — 4x10° 25-3,0 29400,—*39400 W wod;|e, etanolu i
(roztwor* 0,5%) glicerolu

CMCNa 9x10" - 7x10°  6,5-8,5 1200 W wodzie
(roztwér 1%)

HPC 6x10* —1x10°  50-8,0 4—6500 W wodzie o temp. <38°C
(roztwér 1%)

HPMC 8,6x10" 15— 4000 W zimnej wodzie

(roztwér 2%)

* — roztwor zobojetniony; CMCNa — karmeloza sodowa, HPC — hydroksypropyloceluloza, HPMC

— hypromeloza
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Ryc. 8. Wzory strukturalne wybranych polimerow mukoadhezyjnych (A — polikarbofil, B —
chitozan, C — pochodne celulozy: HPC — hydroksypropyloceluloza, CMCNa — karmeloza
sodowa, HPMC — hypromeloza, HEC — hydroksyetyloceluloza) [22].

Dobér matrycy dla systemow adhezyjnych odbywa sie w oparciu o analize
wlasciwosci mukoadhezyjnych  polimeréw, dokonywang najczesciej metodg
tensometryczng lub reologiczng. Chociaz czesto w pismiennictwie spotyka sie badania
poréwnawcze sity adhezji, to ich interpretacja jest trudna. Problem stanowi brak

jednolitej metodyki badania mukoadhezji (zastosowanie odmiennych parametrow
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badania, rozne jednostki stosowane w okreslaniu sity adhezji, r6zne cechy fizjologiczne
stosowanych bton $luzowych) oraz brak prostych i jednoznacznych kryteribw oceny
wynikow uzyskanych w trakcie pomiaréw. Mimo to badania te umozliwiajg wybor grupy
polimerow, ktore charakteryzujg sie dobrg adhezjg. Wyrdzniajacymi sie polimerami pod
tym wzgledem sa: pochodne kwasu poliakrylowego oraz karmeloza sodowa, a takze

ich pochodne zawierajgce grupe sulfhydrylowg (tabela 5).

Tab. 5. Ocena whasciwosci mukoadhezyjnych polimerow

Jednostka Uszeregowanie pod wzgledem wzrastajacej mukoadhezji

pomiaru > Zr6dio
Pomiar tensometryczny

% sity adhezji PEG<PVP<Pek<HPMC<AlgNa<Gantrez<GT<CP934<CMCNa 64
mN/cm? Pek<GX<HPC<CMCNa<CH<PC+CH<PC 22
mJ *PCn<PCw<CP(k)<CMCNa/n<GX<CMCNa/$<PCs$<CP(alk)<CMCNa/w 65
mJ CH<EUdRS<EudRL<HPMC<CMCNa<GX<PVP<Zel<PC<CP 66
mJ CP974<HPMC<CP-EX55<HPC<CMCNa<CP934 67
mJ GC<CP<PC<CMCNa 48
TN 4 CP971(k)<PC(k)<CP974(k)<CP971(alk)<PC(alk)<CP974(k) 68
mN 4 CP907(k)<PC<CP974 69
dyna/cm2 PVA<PVP<HPMC<GA<CP<CMCNa 39

Y PC-cyst<CH<CP971<PC<CP974<CMCNa-cyst

2 CH<CMCNa<PC<CP971<CMCNa-cyst<PC-cyst<CH-TBA
J 70
H ¥ AlgNa<HEC<CMCNa<CP971<CP974<PC
Y AlgNa<PC-cyst<HEC<CMCNa-
cyst<PC<HPC<CP974<CMCNa<CP971<PC-cyst<PC

Pomiar reologiczny

AG’ PEG<MC<HPMC<AIgNa<CMCNa<GX<GT<GC<CP934<PC 71

* - masa czasteczkowa polimeru: n — niska, $ — $rednia, w — wysoka,

4 _ (k) — forma kwasu, (alk) — forma zobojetniona

PEG — makrogol, PVP — poliwinylopirolidon, Pek — pektyna, HPMC — hypromeloza, AlgNa — alginian sodu,
GT - tragakanta, CP — Carbopol, SCMC - karmeloza sodowa, GX — guma ksantanowa, HPC -
hydroksypropyloceluloza, CH — chitozan, PC — polikarbofil, Eud — Eudragit, Zel — zelatyna, GC — guma
karagenowa, GA — guma akacjowa, -cyst — cysteina, HEC — hydroksyetyloceluloza, MC — metyloceluloza,
TBA - tiobutylamidyna

h_ polimery wytrgcane z roztworu o pH 3; 3. polimery liofilizowane z roztworu o pH 3; K polimery
wytrgcane z roztworu o pH 7; A _ polimery liofilizowane z roztworu o pH 7;
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Liofilizaty doustne

Liofilizacja (gr. lyd — rozpuszczam, philéo — lubie) to technika suszenia oparta
na zjawisku sublimacji rozpuszczalnika (najczesciej wody) z zamrozonego materiatu, w
warunkach obnizonego cisnienia. Poczatkowo te metode suszenia wykorzystywano
przede wszystkim w przemysle spozywczym, a obecnie coraz czesciej znajduje ona
zastosowanie w produkcji lekéw. Nie bez znaczenia jest fakt, ze liofilizacja jest metoda
suszenia ochronnego, a wiec moze by¢ wykorzystywana do otrzymywania preparatow
zawierajacych termolabilne substancje lecznicze, np. antybiotyki, cytostatyki, witaminy,
hormony, czy leki peptydowe. W przemysle farmaceutycznym stosujgc suszenie
sublimacyjne sporzadza sie gtéwnie proszki liofilizowane przeznaczone do podania
pozajelitowego — w formie iniekcji i (rzadziej) ptynébw do wlewow. W ostatnich latach
metode suszenia sublimacyjnego wykorzystuje sie takze do otrzymywania tabletek
szybko rozpuszczalnych w jamie ustnej [1, 72, 73].

Monografia dotyczgca tabletek tego typu zostata po raz pierwszy wprowadzona
do Farmakopei Europejskiej w 2002 r. Zgodnie z tg monografig tabletki szybko
rozpuszczalne (rozpadajgce sie) w jamie ustnej otrzymywane mogg by¢ nie tylko
poprzez suszenie sublimacyjne, ale takze na drodze klasycznego prasowania lub inng
odpowiednig technologia (ekstruzja, wylewanie — wytlaczanie). Czas ich rozpadu nie
powinien przekracza¢ 3 min. Podobng definicje tego rodzaju tabletek podaje
amerykanskie Centrum Badan i Rozwoju Leku (ang. CDER - Center for Drug
Evaluation and Research), bedace czescia FDA [74, 75]. Tabletki szybko
rozpuszczalne w jamie ustnej, okreslane sg w literaturze jako: FDDF (ang. fast
dissolving/ disintegrating dosage forms), FMT (ang. fast melting tablets), ODT (ang.
orodispersible tablets) lub RDT (ang. rapid dissolve/rapidly disintegrating tablets).

Najwiekszg zaletg tych form leku jest mozliwos¢ ich zazycia bez potykania state]
formy tabletki i bez koniecznosci popijania wodg. Tabletka szybko rozpuszczalna
umieszczona na jezyku rozpada sie w kontakcie ze sling tworzac, w zaleznosci od
rozpuszczalnosci, tatwy do potkniecia roztwor lub zawiesine substancji leczniczej [72].

Utlatwienie sposobu przyjecia leku, zwigzane z zastosowaniem postaci
rozpuszczalnych w jamie ustnej, jest istotne dla pacjentéw majacych problemy z
potykaniem wynikajace z wieku (osoby starsze i dzieci) lub stanu chorobowego
(dysfagia, nudnosci w przebiegu chemio- i radioterapii, zawat mie$nia sercowego,
choroba Parkinsona, inne choroby neurologiczne) [76]. Ponadto, szybko rozpuszczalne
formy doustne sg korzystniejsze dla pacjentéw, u ktérych wymagany jest scisty nadzér

nad przyjmowaniem lekéw, np. w leczeniu choréb psychicznych, a takze w przypadku,
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gdy lek musi zostac przyjety szybko, niezaleznie od sytuacji, np. w podrozy (substancje
przeciwbdlowe, przeciwmigrenowe, czy przeciwalergiczne) [72, 76].

Pierwszg metodg (opracowang pod koniec lat 70. XX w. w laboratoriach firmy
Wyeth w Wielkiej Brytanii) wykorzystywang w produkcji tabletek szybko
rozpuszczalnych w jamie ustnej byla liofilizacja i do tej pory na bazie tej technologii
opracowano najwiecej produktow, ktére zostaly wdrozone do uzytku (w sumie ponad
20 preparatéw z rdéznymi substancjami leczniczymi) [72, 74]. Przyklady obecnie
produkowanych tabletek liofilizowanych zaprezentowano w tabeli 6.

Technologia otrzymywania liofilizatbw doustnych, polega na suszeniu
zamrozonych roztworow, zawiesin lub emulsji (typu o/w) substancji leczniczej wraz z
substancjami pomocniczymi, rozdozowanych uprzednio do gniazd blistra. Szybkie
schiadzanie blistrow powoduje zamrozenie uktadu z jednoczesng krystalizacjg lodu w
postaci drobnych krysztatéw, ktére przy obnizonym cisnieniu sublimujg, pozostawiajac
porowatg matryce tabletki. Dzieki duzej porowatosci liofilizaty doustne rozpraszajg sie
w jamie ustnej w ciggu kilku sekund (najszybciej ze wszystkich form tatwo
rozpuszczalnych) [73, 77-79].

Produkcja tabletek liofilizowanych zawierajgcych substancje leczniczg w formie
rozpuszczonej lub zawieszonej (technologia Zydis) jest wieloetapowa, czasochionna i
kosztowna (wymaga uzycia specjalistycznego sprzetu), dlatego trwajg prace nad
modyfikacjg technologii bazujgcych na procesie suszenia sublimacyjnego. Technologia
Lyoc polega na sublimacyjnym suszeniu emulsji o/w, rozdozowanej do gniazd blistra w
postaci cienkiej warstwy o konsystencji pasty [75], natomiast technologia Quicksolv
wykorzystuje ekstrakcje wody z zamrozonego materialu etanolem lub innym
rozpuszczalnikiem [74, 80]. W kolejnej metodzie LyoPan, proponuje sie podzielenie
skladnikéw tabletki na frakcje, w zaleznosci od rozpuszczalnosci w wodzie. Substancje
nierozpuszczalne ukfada sie warstwowo w gniazdach blistra, a nastepnie wprowadza
sie substancje rozpuszczalne w formie roztworu. llos¢ wody dobiera sie tak, zeby
roztwér wypetit wszystkie wolne przestrzenie utworzone przez warstwe czastek
statych. Pozwala to na ograniczenie o 40-70% ilosci wody potrzebnej do
przygotowania preparatu, a przez to umozliwia znaczne skrécenie procesu suszenia

liofilizacyjnego i redukcje kosztow produkcji [81].
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Tab. 6. Przykfady handlowych preparatéw w formie tabletek szybko rozpuszczalnych

Produkt leczniczy

Technologia
Nazwa handlowa Producent Substancja lecznicza (dawka)
LIOFILIZACJA
Clarinex RediTabs desloratadyna (5 mg)
Schering-Plough
Claritin RediTabs loratadyna (10 mg)
Feldene Melt Pfizer piroksykam (10 i 20 mg)
. Roche . SO BT
Klonopin Wafers Laboratories klonazepam (0,125; 0,25; 0,5; 1 i 2 mg)
Zydis Maxalt RPD ** MSD ryzatryptanu benzoesan (5 i 10 mg)
Otrasel Cephalon selegiliny chlorowodorek (1,25 mg)
Pepcid RPD Merck famotydyna (20 i 40 mg)
Zofran Zydis ** GSK ondansetronu chlorowodorek (4 i 8 mg)
Zyprexa Zydis Eli Lilly olanzapina (5; 10; 15i 20 mg)
Loperamide Lyoc loperamidu chlorowodorek (2 mg)
Paralyoc Cephalon paracetamol (250 i 500 mg)
Proxalyoc piroksykam (20 mg)
Lyoc Seglor Lyoc Schwarz Pharma  dihydroergotaminy metanosulfonian (5 mg)
Sermion Lyoc Aventis nicergolina (5i 10 mg)
Spasfon Lyoc Cephalon floroglucynol (80 mg)
Vogalene Lyoc Schwarz Pharma  metopimazyna (7,5 mg)
Imodium Instant ** loperamidu chlorowodorek (2 mg)
Janssen-Cilag
Quicksolv Propulsid Quicksolv cyzaprydu monowodzian (10 mg)
Risperdal M-Tab Janssen-Cilag rysperydon (0,5; 1i 2 mg)
PRASOWANIE
Remeron Soltab Organon mirtazapina (15; 30 i 45 mg)
. Mead Johnson .
OraSolv Tempra FirstTabs Nutritionals paracetamol (80 i 160 mg)
Triaminic Softchew  Novartis chlorfenamina (1 mg) dekstrometorfan (5 mg)
pseudoefedryna (15mg)
Alavert Wyeth loratadyna (10 mg)
Kemstro Schwarz Pharma  baklofen (10 i 20 mg)
DuraSolv
NuLev Schwarz Pharma  hioscyjaminy siarczan (0,125 mg)
Zomig ZMT Astra Zeneca zolmitryptan (2,5 mg)
Excedrin QuickTabs grl_stglt;Myers paracetamol (500 mg) kofeina (65 mg)
Flashtab qiu
Nurofen Topss ** Boots Healthcare ibuprofen (100 mg)
PRASOWANIE/FORMOWANIE
difenhydraminy cytrynian (19 mg)
Benadryl Fastmelt
WOWTAB Pfizer pseudoefedryny chlorowodorek (30 mg)

Children’s Benadryl

Fastmelt

difenhydraminy cytrynian (19 mg)

** _ preparaty zarejestrowane w Polsce
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Oprocz metody liofilizacji tabletki szybko rozpadajgce sie w jamie ustnej moga
by¢ otrzymywane na drodze formowania lub prasowania. Niektore technologie moga
wykorzystywac¢ dwa procesy (np. formowanie, a nastepnie prasowanie), inne oparte sg
na pewnych modyfikacjach tych trzech podstawowych sposobéw [75, 76]. R6znice we
wiasciwosciach produktow szybko rozpuszczalnych uzyskiwanych poszczegdlnymi
metodami (technologiami) zestawiono w tabeli 7, natomiast przyktady preparatow
handlowych podano w tabeli 6.

Prasowanie (tabletkowanie) jest najprostszg metodg otrzymywania tabletek
szybko rozpuszczalnych w jamie ustnej. Tabletki tego typu uzyskuje sie w
konwencjonalnych prasach — tabletkarkach, dzieki czemu proces ich otrzymywania jest
szybki i ekonomiczny. Istnieje kilka firm, ktore opatentowaly sposéb wytwarzania tego
typu tabletek metodg prasowania, nadajgc tym technologiom takie nazwy jak: OraSolv,
DuraSolv, Flashtab i AdvaTab [75, 77].

Metoda wyttaczania (formowania) tabletek polega na wyttaczaniu do form
mieszaniny substancji leczniczej z cukrami, zwilzonej wodg lub etanolem. Po procesie
suszenia uzyskuje sie tabletki o niskiej wytrzymatosci mechanicznej. Technologia
WOWTAB wykorzystuje zaréwno etap formowania, jak i prasowania substancji

leczniczej z mieszaning cukréw o roznych whasciwosciach [75, 77].

Tab. 7. Wiasciwosci tabletek szybko rozpuszczalnych w jamie ustnej w zaleznosci od metody
ich sporzgdzania [72, 74, 77, 80]

Czas rozpadu

Technologia L Maksymalna Wiasciwosci Rodzaj
(producent) tabletk|[s(in e dawka [mg] mechaniczne tabletek  opakowania
Zydis _

(Cardinal Health) 3-5 <400 bardzo kruche, famliwe B
Lyoc o _

(Cephalon) <10 <1000 migkkie, famliwe B
pavarab 15-30 <700 twarde, odporne P/B
(Eurand)

OraSolv o .

(CIMA) <30 <750 miekkie, tamliwe B
DuraSolv

(CIMA) <30 <500 twarde, odporne P/B
FlashTab

(Ethypharm) 30 -60 <650 stosunkowo odporne B
WOWTAB <30 <500 stosunkowo odporne P/B

(Yamanouchi)

* - P — pojemnik zbiorczy (stoiczek), B — blister
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Wiekszos$¢ tabletek szybko rozpuszczalnych w jamie ustnej, szczegdlnie formy
otrzymywane metoda liofilizacji lub w technologii OraSolv (tabela 7), charakteryzuje sie
niskg odpornoscig mechaniczng i jednoczesnie silng higroskopijnoscia, wynikajaca z
ich duzej porowatosci. Zmusza to producentéw do zastosowania specjalnych rodzajéw
opakowan — blistrow o odpowiedniej konstrukcji. Najczesciej wykorzystywanymi
materiatami do produkcji tego typu blistrow jest aluminium, polichlorotrifluoroetylen
(PCTFE), polichlorek winylidenu (PVDC) lub ich potaczenie z PVC. Czesto w celu
lepszej ochrony blister zawierajgcy tabletki liofilizowane umieszczany jest przez
producenta w dodatkowej torebce aluminiowej lub plastikowym pudetku. W odréznieniu
od tradycyjnych tabletek liofilizaty nie mogg by¢é wyjmowane z blistra na zasadzie
wypchniecia tabletki, potaczonego z przerwaniem folii aluminiowej. Folie na blistrach z
tabletkami liofilizowanymi zakrywajg pojedyncze gniazda i moga by¢ oderwane lub
odklejone, bez ryzyka zniszczenia tabletek i bez koniecznosci narazania sasiednich
tabletek na kontakt z wilgocig [82, 83].

Mimo duzej r6znorodnosci technik tworzenia tabletek szybko rozpuszczalnych
w jamie ustnej nalezy przypuszczac, ze w niedalekiej przysztosci na rynku pojawig sie
kolejne formy, bedace obecnie na etapie badan rozwojowych lub klinicznych. Juz teraz
w pisSmiennictwie dostepne sg informacje o nowo wdrazanych technologiach, takich
jak: Kryotab, Quick-Dis, Qdis, Frosta, czy Rapitrol [74, 77].

Tabletki szybko rozpadajgce sie w jamie ustnej przygotowywane sg dla tych
substancji leczniczych, ktore powinny dziata¢ szybko, niemalze natychmiast po
zazyciu. Substancje te, uwalniane w jamie ustnej po rozpadzie tabletki, potykane sg
wraz ze sling i ulegajg wchtanianiu w odpowiednim odcinku przewodu pokarmowego
(zotadku lub jelicie), podobnie jak w przypadku tradycyjnych form doustnych (tabletek,
kapsutek lub roztworéw). Okazuje sie jednak, ze niektore substancje mogg ulegac
wchtanianiu do krwiobiegu juz z jamy ustnej, w krotkim czasie po rozpuszczeniu w
slinie [72, 74, 76, 80, 84].

Zastosowanie dla takich substancji leczniczych polimeru mukoadhezyjnego,
jako matrycy systemu liofilizowanego, moze przedtuzy¢ nawet do kilku godzin czas ich
przebywania i uwalniania z postaci leku. Ponadto, dobre ukrwienie btony sluzowej
policzka przez naczynia krwionosne omijajace krazenie watrobowe moze sprzyjaé
ograniczeniu metabolizmu tych substancji leczniczych, a przez to zwiekszy¢ ich
biodostepnosé.

Otrzymanie tabletek szybko rozpuszczalnych w jamie ustnej, o odpowiednich
wiasciwosciach aplikacyjnych, mozliwe jest dzieki zastosowaniu wtasciwych substancji
pomocniczych, zaleznie od wybranej technologii. Nalezy zaznaczy¢, ze metoda

liofilizacji pozwala na znaczne ograniczenie masy potrzebnych substancji
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pomocniczych, a otrzymane formy, z powodu porowatosci, majg ok. 30-krotnie
mniejszg mase w poroéwnaniu do tradycyjnych tabletek [72].

Typowymi substancjami pomochiczymi wykorzystywanymi w produkcji tabletek
liofilizowanych sg: substancje wigzace (zelatyna, pochodne celulozy, powidon)
stanowigce szkielet tabletek i nadajgce im odpowiednig twardos¢, substancje
wypetniajace (cukry i alkohole cukrowe) oraz substancje stodzace (aspartam,
sacharyna sodowa) i aromaty (najczesciej mietowy, wisniowy i pomaranczowy). Te
ostatnie sg niezwykle wazne, poniewaz ich zadaniem jest maskowanie
nieprzyjemnego, najczesciej gorzkiego, smaku substancji leczniczych [77].

Charakterystycznym sktadnikiem niemal wszystkich omawianych preparatow sg
alkohole cukrowe, takie jak: mannitol, sorbitol, czy ksylitol, ktére oprécz whasciwosci
stodzgcych w trakcie rozpuszczania w jamie ustnej dajg efekt chiodzenia, korzystnie
wplywajacy na odczucia pacjentéw [72]. Do tej grupy nalezy takze erytrytol,
stosunkowo mato znany alkohol otrzymywany w wyniku fermentacji glukozy.
Substancja ta, dzieki niskiej higroskopijnosci, dobrej zsypywalnosci i duzej trwatosci, a
takze doskonatym parametrom organoleptycznym, moze stanowi¢ cenng alternatywe
dla najpowszechniej uzywanego obecnie mannitolu [85].

Maskowanie nieprzyjemnego smaku substancji leczniczej mozna takze uzyskac
stosujac nastepujace procesy [77, 86, 87]:

— tworzenie peletek i ich powlekanie odpowiednim polimerem,

— mikrokapsutkowanie substancji leczniczej metodg koacerwaciji,

— suszenie rozpylowe zawiesiny lub roztworu substancji leczniczej w

roztworze polimeru,

— tworzenie kompleksow substancji leczniczej z cyklodekstrynami.

Przyktadem takiego rozwigzania jest opatentowana przez firme CIMA
technologia SolTab. Pierwsza szybko rozpuszczalna w jamie ustnej forma tego typu
zawierajgca lek przeciwdepresyjny — mirtazapine, zostata dopuszczona przez FDA do
obrotu na rynku amerykanskim w styczniu 2001 r. Matryca tej tabletki ulega w jamie
ustnej catkowitemu rozpadowi, z wyjgtkiem peletek, ktore zostajg potkniete wraz ze
sling. Uwalnianie substancji leczniczej z peletek nastepuje w srodowisku zotadka [88].

W badaniu przeprowadzonym na 40 ochotnikach wykazano bioréwnowaznosé
mirtazapiny podanej w formie tabletki szybko rozpuszczalnej zawierajgcej powlekane
peletki (Remeron SolTab) z konwencjonalng tabletkg (Remeron) [89]. Okazato sie
takze, ze wiekszos¢ pacjentow preferuje forme tabletki szybko rozpuszczalnej, przez
co chetniej akceptuje koniecznos¢ zazycia kolejnych dawek i Scislej stosuje sie do
zalecen lekarza. Tylko 12% badanych uznata, ze korzystniejsza formag jest tabletka

konwencjonalna [90].
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Charakterystyka systemow mikrozbiornikowych

Jednym z istotniejszych  obecnie kierunkdbw rozwoju technologii
farmaceutycznej jest opracowywanie wielokompartmentowych postaci leku, ktére nie
tylko stwarzajg wieksze mozliwosci kontroli uwalniania substancji leczniczej a przez to
modyfikowania dostepnosci  biologicznej, ale takze zapewniajg wieksze
bezpieczenstwo farmakoterapii. Pojecie lek wielokompartmentowy (wielozbiornikowy,
mikrokompartmentowy) obejmuje postacie leku, w ktérych dawka substancji leczniczej
rozdzielona jest pomiedzy liczne mikroczastki stanowigce jej nosnik lub zbiornik [91].
Obecnie stosowane systemy wielokompartmentowe majg postac statych doustnych
form leku (tabletki badz kapsuiki) lub zawiesin mikrozbiornikowych podawanych
parenteralnie.

Mikrozbiorniki substancji leczniczej mogg mie¢ forme matryc (np. mikrosfery)
lub kapsutek (mikrokapsutki) [91, 92]. Matryce mikrosfer stanowi polimer, w ktorym
substancja lecznicza jest rozpuszczona lub zawieszona, natomiast w mikrokapsutce
substancja lecznicza zawarta w obojetnym nosniku — rdzeniu (statym badz ptynnym),
zamknieta jest w otoczce utworzonej przez polimer. W obu formach profil uwalniania
substancji leczniczej mozna modyfikowa¢ poprzez dobor odpowiedniego polimeru, ale
mechanizm uwalniania leku z form mikromatrycowych i mikrokapsutek jest rozny.
Jezeli matryca mikrosfery wykonana jest z polimeru nierozpuszczalnego Ilub
peczniejgcego w wodzie, to uwalnianie substancji leczniczej zachodzi w wyniku
powolnej dyfuzji w masie polimeru, czesto z wykorzystaniem mikroporéw. Jezeli
matryca polimerowa jest rozpuszczalna w wodzie lub ulega degradacji enzymatycznej,
dochodzi do jej powierzchniowej erozji z jednoczesnym uwolnieniem leku na
powierzchni, postepujacym w miare rozpuszczania polimeru. Szybkos¢ uwalniania
substancji leczniczej z mikrosfer jest ré6zna i w zaleznosci od rodzaju uzytej matrycy
polimerowej moze wahac sie od kilku godzin do kilku miesiecy. Mechanizm uwalniania
leku z mikrokapsutek polega na jego dyfuzji z rdzenia przez materiat otoczki, a o
szybkosci uwalniania w duzym stopniu decyduje grubosc¢ otoczki polimerowej.

Dobor substancji pomocniczych (polimeréw), a takze rodzaju i rozmiaru
mikrozbiornikow, zalezy od drogi podania i wilasciwosci substancji leczniczej. W
przypadku podania doustnego najczesciej korzysta sie ze statych form
mikrozbiornikowych — minitabletek i peletek powlekanych, ktére dozuje sie do kapsutek
lub tabletkuje. Formy mniejsze: nano- lub mikrosfery oraz nano- lub mikrokapsutki,
mogaq by¢ sktadnikami systeméw podawanych w postaci zawiesin drogg pozajelitowa,

do oka, pecherzykoéw ptucnych lub na btone sluzowa [91, 93].
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Peletki to podstawowy sktadnik systemow doustnych. Najczesciej otrzymuje sie
je granulujgc sproszkowane skiladniki (substancje leczniczg z substancjami
pomocniczymi) po dodaniu roztworu polimeru, petnigcego role lepiszcza [1, 3, 91].
Odpowiedni rozmiar czgstek granulatu zapewnia etap ekstruzji, a kulisty ksztaht
nadawany jest granulkom w procesie sferonizacji. Aby otrzymac¢ formy
charakteryzujace sie przediuzonym uwalnianiem lub uwalniajgce w konkretnym
odcinku przewodu pokarmowego, sporzgadzone peletki powleka sie otoczkami
polimerowymi, np. z polimetakrylanu lub etylocelulozy, najczesciej metodg fluidalna.
Proces powlekania przebiega stosunkowo tatwo przy korzystaniu z rdzeni o wielkosci
0,8 — 1,2 mm (zazwyczaj stosuje sie peletki tej wielkosci). Znacznie trudniejsze jest
opracowanie powtarzalnej metody powlekania form mniejszych, ktérych wielkosé
miesci sie w zakresie 100 — 300 um.

Przewaga doustnego systemu wielokompartmentowego, zlozonego z wielu
mikrozbiornikéw polimerowych, nad tradycyjng tabletkg o przediuzonym uwalnianiu
wynika zaréwno z bezpieczehstwa stosowania leku przez pacjenta (ryzyko uwolnienia
zbyt duzej dawki leku po uszkodzeniu otoczki w tabletce konwencjonalnej, mozliwos¢
przylgniecia tabletki do sciany zotadka i narazenie na lokalne dziatanie draznigce leku),
jak rowniez wiekszych mozliwosci modyfikacji profilu uwalniania substancji leczniczej.
W jednej kapsutce mozna umieszcza¢ peletki niepowlekane oraz peletki powlekane
otoczkami o réznej grubosci, co zapewnia uzyskanie natychmiastowego i jednoczesnie
przediuzonego dziatania leku. Dzieki duzej powierzchni uwalniania substancja
lecznicza uwalnia sie z systeméw mikrozbiornikowych z wysokg powtarzalnoscia,
natomiast krotka droga dyfuzji leku z mikroczastki zapewnia lepsze wykorzystanie catej
dawki, co w konsekwencji pozwala nawet na jej redukcje [91].

Podstawowa zaletg mikro- i nanoczastek jest mozliwos¢ ich aplikacji
parenteralnie lub do oka. Systemy mikrozbiornikowe podawane sg pozajelitowo w celu
uzyskania przediuzonego dziatania leku, ktéry uwalniajgc sie powoli z czgstek (w
czasie 1 — 3 miesiecy) zapewnia staly poziom terapeutyczny we krwi, minimalizujac
dziatania niepozgdane z jednoczesng redukcjg czestosci iniekcji [92, 93].

Najwieksze mozliwosci aplikacyjne stwarzajg czastki, ktérych matryce tworzone
sgq z polimeréw biodegradowalnych, np. polimeru kwasu mlekowego (PLA) Ilub
kopolimeru tego kwasu z kwasem glikolowym (PLGA). Mimo ze wielko$¢ czastek
zbudowanych z tych polimeréw nie przekracza zazwyczaj 30 um, to mogg one
uwalnia¢ substancje lecznicze w czasie nawet do 3 miesiecy. Mikrosfery tego typu w
poréwnaniu z zawiesinami zapewniajg dtuzszy czas uwalniania substancji leczniczej, a
wiec i dziatania, natomiast w odrdznieniu od implantéw ich aplikacja nie wymaga

ingerencji chirurgicznej — sg wstrzykiwane za pomocg igly i strzykawki. Obecnie w
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lecznictwie wykorzystuje sie mikrosfery z takimi substancjami leczniczymi jak:
leuprorelina, goserelina, tryptorelina, buserelina i bromokryptyna [91, 93].

Podobne zalety, potwierdzane na razie tylko w badaniach naukowych,
posiadajg formy mikrozbiornikowe podawane do worka spojéwkowego. Wymagajg one
tylko jedno- lub dwukrotnego stosowania w ciggu dnia, zapewniajg dlugotrwate
dziatanie substancji leczniczej, sg bezpieczniejsze a dodatkowo nie zaburzajg
widzenia, w przeciwienstwie do tradycyjnych form o przedtuzonym dziataniu, takich jak:
roztwory o zwiekszonej lepkosci, czy roztwory olejowe [94]. Chociaz na razie do
lecznictwa nie wprowadzono zadnego preparatu mikrozbiornikowego stosowanego do
oka, intensywnosc¢ tych badan daje szanse na nowe wdrozenia.

Mikroczastki i nanoczastki uzyskuje sie zazwyczaj stosujgc te same metody, a
wielkos¢ utworzonych form zalezy od doboru parametrow procesu, np. intensywnosci
mieszania, czy ilosci emulgatoréw. Niektore jednak metody stluzg do otrzymania
mikroczastek, a nie nadajg sie do sporzadzania nanoczastek (np. powlekanie w
warstwie fluidalnej) [93]. Mikrokapsulki najczesciej otrzymuje sie takimi metodami jak:
polimeryzacja miedzyfazowa, koacerwacja w srodowisku wodnym lub organicznym,
topliwa dyspersja oraz powlekanie w warstwie fluidalnej [95].

Mikro- i nanosfery uzyskuje sie stosujgc [93]:

— polimeryzacje w fazie wodnej lub organicznej,

— tworzenie emulsji i usuwanie rozpuszczalnika organicznego,

— koacerwacje w srodowisku wodnym,

— topliwg dyspersje,

— suszenie rozpylowe,

— mielenie filmu polimerowego.

Najpopularniejszg metodg sporzadzania nano- i mikrosfer jest suszenie
rozpytlowe oraz metoda emulsyjna [93]. Metoda tworzenia emulsji wielokrotnej typu
w/o/w, z wykorzystaniem jako faz wodnych roztworu zelatyny i roztworu alkoholu
poliwinylowego oraz chlorku metylenu jako fazy organicznej, stuzy do produkcji
mikrosfer z octanem leuproreliny — preparatu handlowego zarejestrowanego pod
nazwg Lucrin-Depot. Forma mikrosfer powstaje w wyniku kilkugodzinnego
odparowywania chlorku metylenu z utworzonej emulsji, przemywania otrzymanych
czastek i ich suszenia metoda liofilizacji. Inny rodzaj suszenia ochronnego — suszenie
rozpytlowe — roztworu lub emulsji substancji leczniczej w chlorku metylenu takze
umozliwia utworzenie form mikrozbiornikowych, a przyktadem preparatu handlowego
sporzadzanego w ten sposob jest Parlodel zawierajacy mikrosfery z bromokryptyna.

Proces tworzenia mikrosfer w obu tych metodach przebiega w temperaturach ponizej

40



Marcin Placzek WSTEP

50°C, a wiec umozliwia sporzadzanie mikroczastek z substancjami termolabilnymi, np.
z lekami peptydowymi [93].

Mikrozbiorniki mozna takze uzyskiwa¢ metodami, w ktorych nie wykorzystuje
sie rozpuszczalnikow organicznych. Najbardziej pozgadane sg czastki biodegradowalne,
ktorych matryca wykonana jest z polimeréw pochodzenia naturalnego takich jak:
albuminy, kolagen, alginian, chitozan i pektyna [93, 96]. Sferyczne czastki state tworzy
sie na drodze denaturacji lub sieciowania polimeru, np. chitozan lub kolagen sieciuje
sie aldehydem glutarowym, natomiast alginian lub pektyne sieciuje sie jonami
wielowartosciowymi: wapniem, cynkiem, strontem [97]. W zaleznosci od czasu
kontaktu kropli alginianu z jonami wapnia, mozna tworzy¢ zaréwno mikrosfery (dtugi
czas kontaktu), jak i mikrokapsutki (krétki czas kontaktu) [93]. Poczatkowo
mikrokapsutki tego typu uzywane byly jako nosnik zywych komorek, a obecnie
prowadzi sie wiele badan nad mozliwoscig inkorporacji w ich wnetrzu substancji
leczniczych, wykorzystujgc coraz czesciej chitozan jako substancje bardziej biozgodng
niz alginian [92, 96].

Mimo ze niewiele metod otrzymywania systeméw mikrozbiornikowych
(wielokompartmentowych) wdrozonych jest do produkcji na skale przemystowa, a poza
postaciami doustnymi i pozajelitowymi nie ma lekow stosowanych w tej formie, to
intensywnos¢ prowadzonych badan nad tymi formami musi zaowocowac kolejnymi
rozwigzaniami aplikacyjnymi. By¢ moze bedzie to jedna z form liposfer — mikrosfer lub

nanosfer lipidowych — nad ktorymi pracuje obecnie wiele osrodkéw naukowych.

Nowoczesne formy leku z selegilin g

Selegilina nalezy do inhibitoréw monoaminooksydazy Il generacji, a jej dziatanie
polega na selektywnym i nieodwracalnym blokowaniu izoenzymu MAO - B.
Farmakologicznym efektem jej dziatania jest podwyzszenie stezenia dopaminy w
mdbzgu, co jest wykorzystywane w leczeniu wczesnego stadium choroby Parkinsona,
parkinsonizmie objawowym, otepieniu przedstarczym i starczym typu Alzheimera [98].
Jezeli dawka dobowa selegiliny przekracza 10 mg, to substancja traci wiasciwosci
selektywnej inhibicji MAO - B, co moze powodowacC pojawienie sie dziatan
niepozadanych i interakcji typowych dla nieselektywnych inhibitoréw MAO, takich jak:
interakcje z zywnoscig (tyraming), lekami oraz ortostatyczne spadki cisnienia [99].

Synteza chemiczna tej substancji, poczatkowo w formie mieszaniny
racemicznej, zostata opracowana przez Knolla i wspotpracownikow w roku 1964 [100].
Okazalo sie, ze skutecznos¢ izomeru L jest znacznie wieksza niz izomeru D, a

produkty jego rozkladu wykazujg mniejszg ilos¢ dziatan niepozgdanych i dlatego
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obecnie korzysta sie wytacznie z tej formy substancji leczniczej. Wtasciwosci
fizykochemiczne chlorowodorku selegiliny zebrano w tabeli 8.

Po podaniu doustnym selegilina tatwo wchtfania sie z przewodu pokarmowego,
wigze sie w ok. 94% z biatkami osocza, osiggajgac maksymalne stezenie w ciggu
0,5-2 h [100]. W watrobie jest silnie metabolizowana do desmetyloselegiliny i
metamfetaminy, a te z kolei przeksztalcane sg do amfetaminy (ryc. 9). Za metabolizm
selegiliny odpowiedzialne sg monooksygenazy zalezne od cytochromu P450. Okoto

86% dawki selegiliny wydalane jest z moczem w ciggu 24 h.

Tab. 8. Wiasciwosci fizykochemiczne chlorowodorku selegiliny

Parametr Wiasciwosci Zr6dto

Masa molowa 223,7

tatwo rozpuszcza sie w wodzie i w metanolu, trudno
rozpuszcza sie w acetonie Pharm.
Eur. 6

Rozpuszczalnosé
Temp. topnienia  ok. 143 °C
pH (2% roztwor) 35-45

pKa 68,75 101, 104

Log P 3,4 (obliczony) 101

10 h (podanie doustne)

20 h (podanie przezskérne) 105

tos

W Polsce zarejestrowanych jest obecnie 6 preparatbw w postaci tabletek
konwencjonalnych (Apo-Selin, Jumex, Segan, Selerin, Selgres, Selegin) zawierajgcych
selegiline w formie chlorowodorku, w dawce 5 mg, ktére przyjmuje sie co 12 h [102].

Poniewaz dla substancji leczniczych stosowanych w schorzeniach uktadu
nerwowego istotne jest nie tylko otrzymanie formy o optymalnej farmakokinetyce, ale
takze postaci tatwej w uzyciu, zapewniajgcej diugotrwate dziatanie, z mozliwoscig
jednokrotnego podania w ciggu dnia [103], ciagle opracowuje sie nowe, korzystniejsze

formy zawierajgce te samg substancije leczniczg. Dotyczy to rowniez selegiliny.
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Ryc. 9. Metabolizm selegiliny [wg ref. 101].

Oproécz tabletek konwencjonalnych chlorowodorek selegiliny wystepuje takze w
liofiizowane] postaci doustnej (ODT), produkowanej w technologii Zydis,
zarejestrowanej pod nazwg Otrasel lub Zelapar (tabela 6). W Polsce preparat ten jest
niedostepny. Liofilizat doustny zawiera 1,25 mg substancji leczniczej w matrycy
wykonanej z zelatyny i mannitolu, ktéra w kontakcie ze $ling w jamie ustnej rozpada sie
w ciggu kilku sekund [106]. Zazycie leku sprowadza sie wiec w tym przypadku do
przetkniecia sliny, a eliminacja etapu potykania formy leku ma olbrzymie znaczenie dla
pacjentdw z chorobg Parkinsona. Ponadto udowodniono, ze selegilina uwolniona z
liofilizatu, dzieki niskie] masie czasteczkowej i odpowiedniej wartosci pK, (tabela 8)
ulega wchianianiu przez btone sluzowg jamy ustnej, co pozwala na ominiecie efektu
pierwszego przejscia, uzyskanie wyzszych stezen substancji leczniczej w osoczu i
obnizenie stezen aktywnych metabolitow [106, 107]. Kolejng zaletg tej postaci leku jest
natychmiastowe uzyskanie terapeutycznego stezenia selegiliny we krwi, przy
jednoczesnym mniejszym zrdéznicowaniu tych stezen, w poréwnaniu z typowym
podaniem doustnym. Ro6znice w farmakokinetyce selegiliny z tabletek liofilizowanych i

konwencjonalnych przedstawia tabela 9.
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Tab. 9. Pordéwnanie parametréw farmakokinetycznych selegiliny po podaniu liofilizatu
doustnego i tabletki konwencjonalnej [106]

Dawka AUC C Vs

s max
Postac leku (mal [ng/mixh] [ng/mi] [h]
1,25 1,3 2,4 0,25
Liofilizat doustny
2,5 2,3 3,4 0,25
Tabletka 10,0 1.4 15 1

konwencjonalna

Korzystne wiasciwosci fizykochemiczne selegiliny, umozliwiajagce dobre
przenikanie przez bariery biologiczne sprawity, Zze rozpoczeto badania nad
opracowaniem systemu transdermalnego, charakteryzujgcego sie przediuzonym
uwalnianiem tej substancji leczniczej. O duzym zainteresowaniu przezskornym
podaniem selegiliny w leczeniu choroby Parkinsona moze sSwiadczy¢ takze
opublikowanie w literaturze fachowej przepisu recepturowego na zel z
chlorowodorkiem selegiliny, z mozliwoscig wykonania go w warunkach aptecznych
[108]. Opisywany preparat zawiera 10 mg substancji leczniczej w 1 ml zelu ztozonego
Z lecytyny, palmitynianu izopropylu i Pluronicu F127. Wskazaniem do jego stosowania,
oprocz choroby Parkinsona sg takze inne schorzenia przebiegajace z uposledzeniem
funkcji poznawczych.

Pierwszym transdermalnym preparatem selegiliny, wykorzystywanym w
leczeniu depresji, dopuszczonym przez FDA na rynek amerykanski w 2006 r. jest
Emsam [105]. Jest to matrycowy system terapeutyczny zawierajacy selegiline w formie
zasady w 3 dawkach: 20 mg/20 cm?, 30 mg/30 cm? i 40 mg/40 cm?. Po aplikacji na
skoére substancja lecznicza uwalnia sie z systemu z kontrolowang szybkoscig i
wchtania sie w ilosci odpowiednio 6, 9 i 12 mg/dobe. W poréwnaniu do podania
selegiliny w postaci tabletek konwencjonalnych, zastosowanie systemu
transdermalnego zapewnia utrzymanie stalego stezenia selegiliny w osoczu, z

jednoczesng redukcjg stezenia jej metabolitéw (ryc. 10) [105].
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Ryc. 10. Srednie wartosci AUC selegiliny i jej trzech metabolitow po 24 h aplikacji systemu
transdermalnego Emsam i po jednorazowym doustnym podaniu tabletki [wg ref. 105].

Przytoczone przykltady 2 preparatow selegiliny — liofilizatu doustnego oraz
matrycowego systemu transdermalnego — obrazujg role technologii postaci leku w
nowoczesnej farmakoterapii. Obecnie, w zaleznosci od wskazania terapeutycznego,
mozliwe jest zaprojektowanie dla tej samej substancji leczniczej formy o przedtuzonym
dziataniu, utrzymujacym sie nawet przez 24 h (system Emsam) lub latwo
rozpuszczalnej w jamie ustnej formy zapewniajacej niemal natychmiastowe dziatanie
(liofilizat Otrasel). Te nowoczesne formy, dostosowane do potrzeb odpowiednich grup
pacjentéw, sg nie tylko skuteczniejsze i bezpieczniejsze, ale takze dzieki tatwej
aplikacji umozliwiajg lepszg wspoétprace miedzy pacjentem a lekarzem.

Korzystne wiasciwosci farmakokinetyczne selegiliny oraz mozliwosc
dodatkowego ograniczenia silnego metabolizmu tej substancji leczniczej przez podanie
podpoliczkowe, uzasadniajg badania nad opracowaniem nowej formy leku
charakteryzujgcego sie przedtuzonym uwalnianiem i wchfanianiem przez bione

Sluzowag jamy ustnej.
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Il. CEL | ZALO ZENIA PRACY

Celem badah bylo opracowanie dopoliczkowego krgzka mukoadhezyjnego
charakteryzujgcego sie przediuzonym uwalnianiem selegiliny. Selegilina —
nieodwracalny inhibitor monoaminooksydazy typu B, jest wykorzystywana w leczeniu
choroby Parkinsona, zarbwno w skojarzeniu z innymi lekami, jak i w monoterapii. Jest
to substancja, ktéra po podaniu doustnym podlega silnemu efektowi pierwszego
przejscia, przez co poszukuje sie nowych form jej podania, umozliwiajacych
ograniczenie intensywnego metabolizmu watrobowo - jelitowego. Proponuje sie
przede wszystkim dwie nowe, alternatywne drogi podania selegiliny: przezskérng oraz
przez btone sluzowg jamy ustnej. Intensywne badania w ostatnich latach doprowadzity
do opracowania i zarejestrowania 2 nowych preparatéw tej substancji leczniczej —
liofilizatu doustnego oraz systemu transdermalnego. Przewaga nowoczeshych form
selegiliny nad tradycyjnymi postaciami doustnymi (tabletkami konwencjonalnymi)
polega zaréwno na mozliwosci ograniczenia dawki substancji leczniczej, co wynika z
odmiennej farmakokinetyki, jak réwniez na fatwosci przyjmowania leku.

Poniewaz, poza systemem transdermalnym, wszystkie stosowane obecnie
doustne formy selegiliny charakteryzujg sie szybkim uwalnianiem substanciji leczniczej,
podjeto probe opracowania mukoadhezyjnej postaci dopoliczkowej o przedtuzonym
uwalnianiu. Wedtug zatozen projektu selegilina z tej formy leku powinna uwalniac sie
tak, aby jednorazowa aplikacja zapewniata stale dozowanie substancji leczniczej przez
btone sluzowa policzka, przez okres 4—6 godzin. Kilkugodzinng adhezje formy do btony
Sluzowej ma zapewni¢ odpowiednio dobrany polimer mukoadhezyjny, stanowigcy
matryce krgzka. Dzieki zastosowaniu techniki suszenia liofilizacyjnego w procesie
otrzymywania krazkéw, w poréwnaniu do tradycyjnych metod prasowania
(tabletkowania) mozliwe jest znaczne ograniczenie ilosci potrzebnego polimeru
mukoadhezyjnego i uzyskanie tatwo zelujgcego, plastycznego preparatu. Ponadto,
liofilizacja jest procesem ochronnym wzgledem substancji leczniczej, przez co
proponowany system dopoliczkowy maogtby w przysziosci stanowi¢ nosnik produktow
biotechnologicznych. Spowolnione, kontrolowane uwalnianie substancji leczniczej z
zelujacej in vivo i ulegajgcej erozji matrycy mukoadhezyjnej jest mozliwe dzieki
wprowadzeniu do niej selegiliny zamknietej w mikrozbiornikach tworzonych z
nierozpuszczalnych polimerow. Taki system wielokompartmentowy mozna otrzymac z
zastosowaniem mikrokapsutek, mikrosfer, mikrogranulatow czy peletek i w pracy

podjeto probe inkorporacji selegiliny w tych formach.
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W badaniach korzystano z dwoch form chemicznych selegiliny: krystalicznego

chlorowodorku (ChS) oraz zasady, ktéra miata posta¢ oleistej cieczy. Obie formy tej

substancji sg wykorzystywane w lecznictwie — postaci doustne zawierajg ChS,

natomiast zasada selegiliny wchodzi w skiad systemu transdermalnego. Dzieki

zastosowaniu w badaniach selegiliny jako ChS i zasade, mozliwe byto okreslenie

wptywu wiasciwosci fizykochemicznych substancji (np. rozpuszczalnosci w wodzie) na

wydajnos¢ jej inkorporacji i jakos¢ tworzonych krazkéw mukoadhezyjnych oraz ocena,

w warunkach in vitro, wptywu tych dwoéch form na uwalnianie i przenikanie substancji

leczniczej przez btone biologiczna.

Zatozone cele wymagaly realizacji pracy w nastepujacych etapach:

1.

opracowanie metody wytwarzania mikrozbiornikow (peletek, mikrosfer,
mikrokapsutek, mikrogranulatu) zawierajgcych ChS lub zasade selegiliny,
ocena wilasciwosci mikrozbiornikéw, obejmujgca: badania wizualne (w tym
mikroskopowe), okreslenie zawartosci selegiliny i szybkosci jej uwalniania z
tych form,

otrzymywanie krazkoéw placebo z polimeréw mukoadhezyjnych (naturalnych i
syntetycznych) metoda liofilizaciji,

ocena wihasciwosci mukoadhezyjnych (w warunkach in vitro) krazkow
liofilizowanych; opracowanie modelu badawczego oraz sposobu analizy
uzyskanych wynikow,

inkorporacja mikrozbiornikdéw z substancja leczniczg do matrycy krazka i ocena
sporzadzonych form,

opracowanie metody otrzymywania krgzkbw mukoadhezyjnych zawierajacych
zasade selegiliny w formie wolnej oraz w formie mikrokapsutek,

badanie szybkosci uwalniania selegiliny z form aplikacyjnych w warunkach in
vitro,

badanie kinetyki przenikania substancji leczniczej z krgzkéw liofilizowanych w

warunkach in vitro, z wykorzystaniem btony sluzowej policzka swini.
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. METODYKA

1

. Wykaz uzywanych skrotow

AlgNa — sodu alginian

ChS — selegiliny chlorowodorek

CMCNa — karmeloza sodowa

CP — Carbopol 974P

EC — etyloceluloza

G1l, G2, G3, G4, G5, G6 — mikrogranulat z sieciowanej pektyny z ChS, seria 1 — 6
(p. 3.3.2)

HEC - hydroksyetyloceluloza

KCn-ChS - krazek liofilizowany karmelozy sodowej zawierajacy ChS w formie
substancji (p. 5.2.)

KCn-GE - krazek liofilizowany karmelozy sodowej zawierajagcy ChS w formie
mikrogranulatu z sieciowanej pektyny, powlekanego Eudragitem RS (p. 5.3.3.)
KCP-ChS - krazek liofilizowany Carbopolu zawierajgcy ChS w formie substancji (p.
5.2))

KCP-P-I, KCP-P-II, KCP-P-Ill — krgzek liofilizowany Carbopolu zawierajgcy ChS w
formie powlekanych peletek serii odpowiednio: P-I, P-Il i P-Ill (p. 5.3.1.)

KHmM-ChS - krazek liofilizowany hypromelozy (Pharmacoat 615) zawierajacy ChS
w formie substancji (p. 5.2.)

KHmM-GE - krazek liofilizowany hypromelozy (Pharmacoat 615) zawierajacy ChS w
formie mikrogranulatu z sieciowanej pektyny, powlekanego Eudragitem RS (p.
5.3.3)

KHmM50-ChS — krazek liofilizowany hypromelozy (Metolose 60 SH 50) zawierajacy
ChS w formie substanciji (p. 5.2.)

KHmM4000-ChS - krazek liofilizowany hypromelozy (Metolose 60 SH 4000)
zawierajacy ChS w formie substancji (p. 5.2.)

KM-I, KM-1l — krazek liofilizowany Carbopolu zawierajagcy ChS w formie mikrosfer
serii odpowiednio: M-1i M-Il (p. 5.3.1.)

KMe-ChS - krazek liofilizowany metylocelulozy (Metolose SM 4000) zawierajgcy
ChS w formie substancji (p. 5.2.)

KO-ChS - krazek liofilizowany Orabase zawierajgcy ChS w formie substancji (p.
5.2.)

KO-XA, KO-G2 - krazek liofilizowany Orabase zawierajgcy ChS w formie

sieciowanego mikrogranulatu serii odpowiednio: XA i G2 (p. 5.3.2.)
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— KO-GE - krazek liofilizowany Orabase zawierajacy ChS w formie mikrogranulatu z
sieciowanej pektyny, powlekanego Eudragitem RS (p. 5.3.3.)

— KP-G1 - krazek liofilizowany pektyny zawierajgcy ChS w formie mikrogranulatu
sieciowanej pektyny serii G1 (p. 5.3.2.)

— M-I, M-Il — mikrosfery ChS, seria l'i Il (p. 3.2.)

— MS955 — Gantrez MS-955

— Orabase — mieszanina pektyny, zelatyny i karmelozy sodowej (1:1:1); zawartos¢ w
roztworach — 6%

— Pek — pektyna

—  P-l, P-ll, P-lll — powlekane peletki z ChS, seria1 -3 (p. 3.1.)

— SKCP-I, SKCP-II — krgzek liofilizowany Carbopolu zawierajacy zasade selegiliny w
formie wolnej w ilosci odpowiednio 200 mg lub 500 mg (p. 5.4.2.)

— SKCP-EC - krazek liofilizowany Carbopolu zawierajgcy tworzone ,in situ”
mikrokapsutki EC z zasadg selegiliny w stosunku 2:1 (p. 5.4.3.)

— SKHc - krazek liofilizowany HEC zawierajacy zasade selegiliny w formie wolnej (p.
5.4.2.)

— SKHc-EC1-1, SKHc-EC2-1 — krgzek liofilizowany HEC zawierajacy tworzone ,in
situ” mikrokapsutki EC z zasadg selegiliny w stosunku 1:1i 2:1 (p. 5.4.3.)

— SKHc-EC1-1l, SKHc-EC2-1l — krazek liofilizowany HEC zawierajacy tworzone ,in
situ” mikrokapsutki EC z zasadg selegiliny w stosunku 1:1 i 2:1 (zwiekszona
zawartosc selegiliny i etylocelulozy) (p. 5.4.3.)

— XA — mikrogranulat ChS z sieciowanego alginianu wapnia (p. 3.3.1.)

— ZS — zasada selegiliny
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2. Aparatura, odczynniki i materiaty

2.1. Aparatura

Analizator tekstury TA.XT plus, Stable Micro Systems, Godalming, Wielka Brytania
Aparat do granulacji i powlekania Uni — Glatt, Glatt Systemtechnik, Drezno, Niemcy
Homogenizator — Ultra-Turrax T 25, IKA, Staufen, Niemcy

Liofilizator — typ Alpha 2-4, Christ, Osterode am Harz, Niemcy

Mieszadto elektromagnetyczne — typ MR 3001 K, Heidolph, Kelheim, Niemcy
Mieszadto elektromagnetyczne ze stabilizacjg temperatury — typ MS 11 HS, Wigo,
Piastow

Mieszadto topatkowe, szybkoobrotowe — typ RW 20.n, IKA, Staufen, Niemcy
Mieszadto wirowe — typ WL1, Biomix, Blizne Jasirnskiego

Mikroskop — typ B1-220A, Motic, Wetzlar, Niemcy, wyposazony w kamere cyfrowg,
Panasonic typ — GP-KR 222E, Matsushita Electric Industrial, Osaka, Japonia
Miynek elektryczny — typ 651, Z.S.P. Niewiadéw, Niewiadow

Mozdzierz wibracyjny — typ KM1, Janetzki, Lipsk, Niemcy

pH-metr — typ 350, Orion Research, Boston, USA

Pompa perystaltyczna — typ ISM 404B, Ismatec, Zurych, Szwajcaria

Pompa perystaltyczna — typ 1B.1003-R/65, Petro Gas Ausriustungen, Berlin,
Niemcy

Pompa prézniowa — typ RZ 2, Vaccubrand, Wertheim, Niemcy

Sferonizator, Caleva, Surminster Newton, Wielka Brytania

Spektrofotometr UV/Vis — typ V530, Jasco, Tokio, Japonia

Suszarka — typ KC-100/200, Zaktady Aparatury Precyzyjno-Medycznej ,Premed”,
Marki

Tabletkarka uderzeniowa — typ EKO, Korsch, Berlin, Niemcy

Waga analityczna — typ WAX 62, Zaktad Mechaniki Precyzyjnej ,Radwag”, Radom
Waga elektroniczna — typ WPS 600/C/10, Zaktad Mechaniki Precyzyjnej ,Radwag”,
Radom

Wiréwka — typ 4122, Heraeus-Christ, Osterode, Niemcy

Whytrzgsarka laboratoryjna — typ 357, Zakltad Aparatury Elektronicznej ,Elpan”,
Lubawa

Wytrzgsarka laboratoryjna — typ GLS 400, Grant Instruments, Shepreth, Wielka

Brytania
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Zamrazarka — typ CV 108 W, Zaktady Zmechanizowanego Sprzetu Domowego
JPolar”, Wroctaw

Zestaw do HPLC — Merck Hitachi, Darmstadt, Niemcy; wyposazony w autosampler
L7200, detektor UV-Vis L7420, pompe L7000

2.2. Odczynniki

Aceton — POCh, Gliwice

Acetonitryl do chromatografii — Merck, Darmstadt, Niemcy

Alkohol poliwinylowy (m. cz. 27000) — Sigma - Aldrich, Buchs, Szwajcaria

Amonu diwodorofosforan — POCh, Gliwice

Aquacoat ECD NF (wodna dyspersja etylocelulozy) — FMC BioPolymer, Newark,
USA

Celuloloza mikrokrystaliczna Avicel PH-101 — FMC BioPolymer, Newark, USA
Chloroform — Merck, Darmstadt, Niemcy

Cykloheksan — POCh, Gliwice

Cynku siarczan x 7H,0O — POCh, Gliwice

Etanol 96% — Polmos, Warszawa

Etyloceluloza — o lepkosci 45 mPaes (roztwor 5%) — MP Biomedicals, Solon, USA
Etylu octan — POCh, Gliwice

Eudragit RS (kopolimer kwasu metakrylowego) — Rhém, Darmstadt, Niemcy
Gantrez MS-955 (mieszanina soli sodowej i wapniowej kopolimeru kwasu
maleinowego oraz eteru winylo-metylowego) — International Speciality Products,
Wayne, USA

Glikol propylenowy — Merck, Darmstadt, Niemcy

n-Heksan — Merck, Darmstadt, Niemcy

Hydroksyetyloceluloza typ 250M — o lepkosci 5500 mPaes (roztwor 2%), Hercules,
Wilmington, USA

Karbomer — Carbopol 974 P (polimer kwasu akrylowego poprzecznie usieciowany
allilowymi eterami sacharozy i pentaerytritolu) — Noveon, Cleveland, USA

Kwas solny (35-38%) — POCh, Gliwice

Kwas orto-fosforowy (85%) — POCh, Gliwice

Makrogol 600 — Sigma - Aldrich, Buchs, Szwajcaria

Metolose 60SH 4000 — hydroksypropylometyloceluloza — o lepkosci 4000 mPaes

(roztwér 2%) — Shin-Etsu, Tokio, Japonia
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Metolose 60SH 50 - hydroksypropylometyloceluloza — o lepkosci 50 mPaes
(roztwér 2%) — Shin-Etsu, Tokio, Japonia

Metolose SM 4000 — metyloceluloza — o lepkosci 4000 mPass (roztwor 2%) — Shin-
Etsu, Tokio, Japonia

Metylenu chlorek — POCh, Gliwice

Mucyna wieprzowa z zotadka (typ Il) — Sigma - Aldrich, St. Louis, USA

n-Heksan — Merck, Darmstadt, Niemcy

Parafina ptynna — Wytwérnia Euceryny - Laboratorium Farmaceutyczne, Krakow
Pektyna (Classic CU 701) — Herbstreith & Fox, Neuenbiirg, Niemcy

Pharmacoat 615 — hydroksypropylometyloceluloza — o lepkosci 15 mPass (roztwoér
2%) — Shin-Etsu, Tokio, Japonia

Poliwinylopirolidon K-30 — powidon— MP Biomedicals, Solon, USA

Sebacynian dibutylu — Sigma - Aldrich, Buchs, Szwajcaria

Selegiliny chlorowodorek (ChS) — Dipharma, Mediolan, Wtochy

Sodu alginian (Grindsted LFD 1525) — Danisco A/S, Kopenhaga, Dania

Sodu azydek — Sigma Chemical, St. Louis, USA

Sodu chlorek — POCh, Gliwice

Sodu cytrynian x 2H,0O — POCh, Gliwice

Sodu karboksymetyloceluloza (7 HXF), o lepkosci 1500 — 3000 mPaes (roztwor 1%)
— Hercules, Wilmington, USA

Sodu wodorotlenek cz.d.a. — POCh, Gliwice

Span 80 — Sigma - Aldrich, Buchs, Szwajcaria

Trietyloamina — Sigma Chemical, St. Louis, USA

Wapnia chlorek bezwodny — Ubichem, Eastleigh, Wielka Brytania

Woda oczyszczona — aparat do otrzymywania wody metodg wymiany jonowej i
odwréconej osmozy (typ Elix 3) — Millipore, Bedford, USA

Zelatyna sproszkowana — POCh, Gliwice

2.3. Materiaty

Bibuta filtracyjna (MN 615) — Macherey - Nagel, Diren, Niemcy

Btona S$luzowa policzka Swini — pobierana po uboju zwierzecia w Instytucie
Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie

Celetki (peletki z celulozy mikrokrystalicznej o srednicy 200 — 300 um) Celphere
CP-203 — Ashai Kasei, Tokio, Japonia

Dwustronna tasma klejgca — 3M, St. Paul, USA
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- Blistry PVC — formy do suszenia liofilizacyjnego o Srednicy gniazda 13 mm lub 20
mm

- Klej cyjanoakrylowy (Super Glue) — Tredor, £6dz

— Komory dyfuzyjne wykonane z teflonu — Crown Glass Company, Somerville, USA

— Dysk celulozowy o $rednicy 11 mm i grubosci 1 mm — Macherey - Nagel, Duren,
Niemcy

— Parafilm — Alcan Packaging, Neenah, USA

— Plytki Petriego (szklane) o $rednicy 5,5 cm

- Sita stalowe o wielkosci oczek: 0,100, 0,200, 0,315; 0,5; 0,63; 0,8; 1,0i 1,2 mm —

Retsch, Haan, Niemcy
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3. Otrzymywanie mikrozbiornikdéw z chlorowodorkiem s elegiliny
3.1. Powlekane peletki
3.1.1. Otrzymywanie rdzeni peletek

Rdzenie peletek zawierajgce ChS sporzgdzano metodg granulacji i sferonizaciji.

Sktad substancji uzytych do przygotowania rdzeni peletek prezentuje tabela 10.

Tab. 10. Sktad rdzeni peletek w przeliczeniu na suchg mase

Sktadniki Uzyta ilo$¢ substanciji [g]
Chs 3,0
Celuloza mikrokrystaliczna 7,0
Powidon 0,5

W mozdzierzu ucierano najpierw ChS z celulozg mikrokrystaliczng, a nastepnie
dodawano jako lepiszcza 10% (w/w) wodny roztwor powidonu. Otrzymang mase
przecierano przez sito o srednicy oczek 0,5 mm.

Proces sferonizacji granulatu (porcja ok. 10 g) prowadzono przy uzyciu
sferonizatora, stosujgc nastepujgce parametry pracy aparatu:

— cisnienie powietrza wlotowego do komory sferonizatora: 0,5 bar,

— szybkos$¢ obrotu tarczy sferonizatora: 1200 obr/min,

— czas sferonizacji: 2 min.

Wilgotne rdzenie peletek suszono 6 h w temp. 40°C.

Wysuszone peletki poddano analizie sitowej, stosujgc sita stalowe o rozmiarach
oczek: 0,315, 0,63 i 0,8 mm. Uzyskane frakcje wazono i obliczano wydajnos¢ procesu.

Do dalszych badan wybrano frakcje 0,315 — 0,63 mm.

3.1.2. Powlekanie rdzeni peletek

Powlekanie prowadzono w laboratoryjnym aparacie fluidyzacyjnym typu Uni-
Glatt. Do sporzadzenia 3 serii powlekanych peletek (P-1, P-II i P-IIl) uzyto odpowiednio
4,7 g, 4,0 g i 3,0 g rdzeni, przy czym przed kazdym procesem powlekania mase wsadu
uzupetniano do 200 g (minimalna ilos¢ zalecana do powlekania w aparacie) peletkami
placebo o rozmiarach 0,63 — 0,8 mm. Rdzenie peletek powlekano dyspersjg
etylocelulozy (sktad zaprezentowano w tabeli 11), podajgc mieszanine powlekajaca

przez pompe perystaltyczng ze srednig szybkoscig 3-5 ml/min. Na powleczenie serii P-
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| zuzyto 600 ml dyspersji (powlekanie przebiegalo w 3 etapach), a serii P-11 i P-lll po

300 ml dyspersji.

Tab. 11. Sktad mieszaniny powlekajgcej

_ Zawartos¢ w Zawartos¢ w suchej
Skiadniki mieszaninie [%] masie otoczki [%0]
0 ;
30% wodna dyspersja 87.0 66,7
etylocelulozy
Sebacynian dibutylu 5,0 12,8
Glikol propylenowy 8,0 20,5

Peletki placebo (wieksze) po procesie powlekania oddzielano od whasciwych
peletek z ChS za pomocg sita 0 $rednicy oczek 0,63 mm. W celu kondycjonowania

powlekane peletki z ChS przenoszono na 24 h do suszarki o temp. 60°C.

3.2. Mikrosfery

Mikrosfery z etylocelulozy zawierajace ChS sporzadzono metodg tworzenia
dyspersiji o/o i odparowania rozpuszczalnika [116]. W tym celu etyloceluloze (1,60 Q) i
ChS (0,80 g) rozpuszczano w mieszaninie etanolu 25 ml i acetonu 37,5 ml. Tak
przygotowany roztwor ChS i polimeru wprowadzano porcjami do 1% (w/v) roztworu
Spanu 80 w parafinie ptynnej (350 — 500 ml), stosujac intensywne mieszanie za
pomocg mieszadla fopatkowego. Mieszanie utrzymywano przez ok. 20 h, aby
umozliwi¢ calkowite odparowanie lotnych rozpuszczalnikbw z utworzonej emulsji.
Sporzadzone mikrosfery, po dekantacji cieczy znad osadu, ptukano n-heksanem i
suszono w temp. pokojowej.

Stosujgc te metode otrzymano 2 serie mikrosfer: M-I oraz M-II.

3.3. Sieciowany mikrogranulat
3.3.1. Mikrogranulat z sieciowanego alginianu wapni  a

Sieciowanie alginianu sodu, majace na celu spowolnienie uwalniania substancji
leczniczej, prowadzono z uzyciem roztworu chlorku wapnia. Sklad uzytych roztworéw
zaprezentowano w tabeli 12. Roztwor alginianu sodu o stezeniu 5% (w/w)
otrzymywano przez rozpuszczenie polimeru w wodzie o temp. ok. 60°C, przy uzyciu
mieszadla magnetycznego. Po ochtodzeniu do temp. pokojowej, w 50 ml
przygotowanego roztworu rozpuszczano 1,25 g ChS (stosunek wagowy substancji
leczniczej do suchej masy uzytego polimeru wynosit 1:2), a nastepnie otrzymany

roztwér wkraplano z szybkoscig ok. 30 kropli/min, przy uzyciu pompy perystaltycznej,
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do cylindra zawierajgcego 50 ml 5% roztworu CacCl, (roztwor sieciujacy). Utworzone
mikrosfery pozostawiano w roztworze soli wapnia na 24 h, a nastepnie po dekantacji

cieczy suszono w temp. pokojowej przez 48 h.

Tab. 12. Skiad roztworéw uzytych do przygotowania mikrogranulatu z sieciowanego alginianu
wapnia

Rodzaj roztworu Sktad roztworu [g] Objetos¢ [ml]
Roztwor polimeru z substancjg ChS 1.25 50
lecznicza Sodu alginian 2,50

Roztwor sieciujacy Wapnia chlorek x 2H,0 2,50 50

Wysuszony produkt mielono uzywajac miynka elektrycznego i przesiewano
przez zestaw 3 sit o wielkosci oczek: 500, 200 i 100 um. Do badan wybrano frakcje

otrzymanego mikrogranulatu (XA) o wielkosci ziaren 100 — 200 pum.

3.3.2. Mikrogranulat z sieciowanej pektyny

Granulat sporzadzano w mozdzierzu tgczac chlorowodorek selegiliny z pektyng
w nastepujacych stosunkach wagowych (ChS : pektyna):
1:2 — mikrogranulat G1, G2 i G3,
1:5 — mikrogranulat G4,

1:10 — mikrogranulat G5,

1:20 — mikrogranulat G6.
Etap | — pecznienie pektyny

W celu specznienia pektyny, do mozdzierza zawierajacego mieszanine pektyny
z ChS dodawano porcjami wode. Mieszajgc i rozdrabniajgc (kliszg) otrzymywano
granulat (ziarno 1 — 2 mm), ktéry nastepnie przenoszono na 30 min do suszarki o
temp. 35°C.
Etap Il — sieciowanie pektyny — formowanie granulatu

Sieciowanie zwilzonej mieszaniny pektyny i ChS polegatlo na wkraplaniu
roztworu ZnSO, (2,3 mmol Zn?/1,0 g pektyny) do mozdzierza, przy jednoczesnym
ucieraniu i rozdrabnianiu masy. Roztwor sieciujacy ZnSO, dzielono na 2 porcje. Po
dodaniu pierwszej porcji roztworu tworzacy sie granulat przenoszono na 30 min do
suszarki o temp. 35°C, po czym wkraplano drugg porcje. Po zakonczeniu procesu
sieciowania granulat umieszczano na 24 h w suszarce o temp. 35°C.

Etap Il — mielenie ziaren — otrzymywanie mikrogranulatu
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Wysuszony granulat mielono w miynku elektrycznym lub mozdzierzu
wibracyjnym i dzielono na frakcje za pomocg sit o wielkosci oczek 100 i 200 pm. W
dalszych badaniach korzystano z frakcji mikrogranulatu o wielkosci od 100 do 200 pm.

llosci sktadnikdéw uzywanych do otrzymywania poszczegodlnych typéw granulatu

zaprezentowano w tabeli 13.

Tab. 13. Sktadniki [g] uzywane do przygotowania sieciowanego mikrogranulatu

Skiad roztworu ZnSO, ~ Stosunek wagowy
skfadnikow

mikrogranulatu
ZnSO, Woda (ChS:Pektyna:ZnS0,)

Rodzaj

mikrogranulatu Pektyna  Woda chs

Gl 4,00 13,30 2,00 2,66 10,64 1:2:1,3
G2 4,00 3,30 2,00* 2,66 10,64 1:2:1,3
G3 24,00 70,00 12,00 16,00 64,00 1:2:1.3
G4 5,00 13,30 1,00 3,30 10,00 1:5:3,3
G5 5,45 13,30 0,55 3,60 9,70 1:10:6,6
G6 571 13,30 0,29 3,76 9,54 1:20:13

* — dodano 10 ml 20% roztworu

Wedlug opisanej powyzej procedury sporzgadzono mikrogranulaty oznaczone
symbolem G1 (przygotowano w sumie 4 serie tego typu granulatu), G4, G5 oraz G6.
Sporzadzajac mikrogranulaty G2 i G3 zastosowano ten sam stosunek ChS do pektyny,
jak dla mikrogranulatu G1 (1:2), ale Etap | ich przygotowania przebiegat odmiennie.
Przy sporzadzaniu granulatu G2 do zwilzenia pektyny uzyto tylko 3,30 g wody, a ChS
wprowadzono do mozdzierza w postaci 20% roztworu, natomiast masa
poszczegdblnych skiadnikdéw uzytych do sporzadzenia granulatu typu G3 byta 6-krotnie

wieksza w poréwnaniu z granulatem G1.

3.4. Powlekany sieciowany mikrogranulat

Powlekanie mikrogranulatu z ChS wykonano metodg koacerwacji w srodowisku
niewodnym, stosujgc kopolimer kwasu metakrylowego — Eudragit RS jako materiat
powlekajacy. W jednym procesie powlekania zuzywano 1,0 g mikrogranulatu G3 o
wielkosci ziaren 100 — 200 um. Powlekanie prowadzono w cylindrze o wysokosci 16
cm, srednicy 3 cm i pojemnosci 100 ml. Nawazke mikrogranulatu zawieszano w 20 ml
n-heksanu, stosujgc ciggte mieszanie za pomocg mieszadta topatkowego (600 obr/min)

i dodawano wzrastajace stezenia roztworéw Eudragitu RS w octanie etylu, porcjami po
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200 pl (tabela 14). Catkowity czas powlekania wynosit ok. 70 min, po tym czasie
mieszano zawartosc¢ cylindra przez kolejne 20 min. Powlekany granulat oddzielano od
rozpuszczalnikow przez dekantacje.

Przeprowadzono w sumie 6 powtdérzen procesu powlekania. Uzyskany w ten
sposéb mikrogranulat powlekany (GE) wykorzystywany byt w stanie wilgotnym do
otrzymywania krazkow liofilizowanych (p. 5.3.3.).

Tab. 14. lloé¢ Eudragitu RS (roztwor w octanie etylu) dodawana w etapach procesu powlekania
sieciowanego mikrogranulatu z chlorowodorkiem selegiliny

Dodana ilos¢ Eudragitu RS

Stezenie
Eudragitu RS Roztwor [ml] Sucha masa [mg]
0,1% 1 1
0,25% 1 2,5
1% 1 10
2,5% 5 125
5% 3 150
Suma: 11 288,5
4. Badania mikrozbiornikéw z chlorowodorkiem selegi liny

4.1. Badania mikroskopowe

Badania ksztattu, powierzchni i wielkosci mikrozbiornikéw wszystkich typow
prowadzono przy uzyciu mikroskopu wyposazonego w kamere cyfrowg. W przypadku
peletek powlekanych oceniano rowniez jednolitos¢ i grubo$¢ utworzonej otoczki.
Uzyskiwane obrazy zapisywano i analizowano przy uzyciu programu MultiScan Base,

wersja 12.07.

4.2. Badanie zawarto $ci chlorowodorku selegiliny

Peletki niepowlekane

Nawazke peletek niepowlekanych (20 — 40 mg) umieszczano w fiolce
zawierajacej 10 ml wody i mieszano z wykorzystaniem mieszadta magnetycznego do
ich catkowitego rozpadu. Otrzymang zawiesine saczono przez filtr bibutowy i

oznaczano spektrofotometrycznie zawarto$¢ substancji leczniczej (p. 7.1.).
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Peletki powlekane

Nawazke peletek powlekanych (ok. 500 mg) ucierano w mozdzierzu az do
catkowitego sproszkowania. Na wadze analitycznej odwazano 20 — 40 mg powstatego
proszku, przenoszono do fiolki, dodawano 10 ml wody i mieszano 2 h z
wykorzystaniem mieszadta magnetycznego. Utworzong zawiesinge sgczono przez filtr

bibutowy i 0znaczano spektrofotometrycznie zawarto$¢ substancji leczniczej (p. 7.1.).

Mikrosfery

Doktadnie odwazong ilos¢ mikrosfer (ok. 100 mg) rozpuszczano w 2 ml
chloroformu. Z otrzymanego roztworu ekstrahowano ChS 3-krotnie kwasem solnym
(0,1 mol/l): po dodaniu pierwszej porcji (4 ml) kwasu, prébe mieszano i wytrzasano
przy uzyciu mieszadta wirowego 2 min, a nastepnie wirowano (3000 obr/min) i zbierano
goérng warstwe roztworu ChS do kolby miarowej poj. 10 ml. Postepowanie powtarzano
stosujac kolejno 3 i 2 ml kwasu solnego. Kolbe miarowa uzupetniano roztworem kwasu
solnego do 10 ml. Uzyskany w ten sposéb roztwor rozcienczano faza ruchomg i

oznaczano zawarto$¢ ChS metodg HPLC (p. 7.2.).

Sieciowany mikrogranulat

Dokfadnie odwazong ilos¢ mikrogranulatu sieciowanego alginianu wapnia lub
sieciowanej pektyny (odpowiadajgca ok. 10 mg ChS) umieszczano w fiolce
zawierajacej] 10 ml 2% roztworu cytrynianu sodu i mieszano z wykorzystaniem
mieszadta magnetycznego. Jony cytrynianowe wigzac sie z jonami dwuwartosciowymi
umozliwialy rozpuszczenie sieciowanej matrycy mikrozbiornika [109, 110], a zawartos¢
ChS w uzyskanym roztworze, po rozcienczeniu fazg ruchoma, oznaczano metodg
HPLC (p. 7.2.).

4.3. Badanie uwalniania substancji leczniczej z mik  rozbiornikow

Do badania odwazano takg ilos¢ mikrozbiornikow, zeby zawartos¢ ChS w
prébce wynosita ok. 10 mg. Nawazke przenoszono do zlewki poj. 25 ml, zawierajgcej
odpowiedni ptyn akceptorowy (tabela 15) i umieszczano w wytrzgsarce z faznig wodng
o temp. 37°C. W odpowiednich odstepach czasowych pobierano préby ptynu
akceptorowego, w ktérych oznaczano zawarto$¢ substancji leczniczej metodg HPLC
(uwalnianie z mikrosfer i sieciowanego mikrogranulatu z alginianu wapnia lub pektyny,
p. 7.2.) lub metodg spektrofotometryczng (uwalnianie z peletek powlekanych, p. 7.1.).

Pobranej objetosci ptynu akceptorowego nie uzupetniano, lecz uwzgledniano ten fakt w
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obliczeniach. Wszystkie parametry badania uwalniania ChS z poszczego6lnych typow

mikrozbiornikdw zebrano w tabeli 15.

Tab. 15. Parametry badania dostepnosci farmaceutycznej ChS z mikrozbiornikéw

Rodzaj mikrozbiornikéw Plyn akceptorowy W?/tzr);k;ks?isnci;a Pobieranie préb
(LTI ., Objgtosé % oo Objetosé Czas
Rodzaj * [ilo$¢ cykli/min]
: [ml] [mI] [h]

Peletki powlekane 05,1,23,4,
(P-I, P-II, P-IIl) w 10,0 100 10 578 24
Mikrosfery (M-I) W 20,0 100 05 ;42 3,4,5,6,

2% |(XAorazG1-G6) W 20,0 100 05  1,24,6 24

85

S8

@ é (G1, G4, G5, G6) B 20,0 100 0,5 1,2,4,6,24

* — W (woda), B (bufor fosforanowy pH 7,4)
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5. Otrzymywanie kr gzkoéw liofilizowanych
5.1. Krazki liofilizowane placebo

Liofilizowane kragzki placebo otrzymywano w wyniku suszenia sublimacyjnego
roztworow nastepujacych polimeréw mukoadhezyjnych:

— Carbopol (CP) — roztwér 1% o pH 3,0; 4,0; 6,0 7,0,

— karmeloza sodowa (CMCNa) — roztwér 1%,

— pektyna (Pek) — roztwor 2% o pH 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 9,0,

— alginian sodu (AlgNa) — roztwér 2%,

— Gantrez (MS955) — roztwor 2%,

— mieszanina Orabase — roztwér karmelozy sodowej 2%, pektyny 2% i

zelatyny 2%,

— hydroksyetyloceluloza (HEC) — roztwor 2%.

Roztwory otrzymywano w wyniku rozpuszczania polimeréw w wodzie o temp.
pokojowej (CP, CMCNa, AlgNa, MS955) lub o temp. 60 — 80°C (Pek, Orabase, HEC),
stosujgc  intensywne mieszanie za pomocg mieszadla topatkowego lub
magnetycznego. Do korekty pH roztworu CP lub pektyny stosowano roztwor NaOH o
stezeniu 0,1 mol/l lub 1 mol/l.

Roztwory dozowano do blistréw wykonanych z PVC (gniazda o srednicy 13 mm
I gtebokosci ok. 5 mm), odwazajac po 700 mg do kazdego gniazda. W zaleznosci od
konsystencji, roztwory dozowano za pomocg strzykawki lub naktadano szpatutkg
(Carbopol — zel).

Wypelnione blistry umieszczano w komorze liofilizatora, zamrazano i suszono
zgodnie z podanymi parametrami (tabela 16).

Ponadto otrzymywano rowniez krazki w wyniku liofilizacji roztworu CMCNa z
CP o pH 3 lub pH 6 w stosunku wagowym 1:1. Dodatkowo przygotowano liofilizaty CP
0 pH 6 z peletkami placebo (celetki wykonane z celulozy mikrokrystalicznej), dodajac je
w ilosci 1% lub 10% przed liofilizacjg zelu.

Otrzymane krazki po wyjeciu z liofilizatora przechowywano nad zelem

krzemionkowym w eksykatorze.
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Tab. 16. Parametry procesu liofilizacji

Temp. potki Czas trwania etapu Cisnienie

Etap

['Cl [h] [mbar]
Zamrazanie -45 2 atm.

-45 2 0,08

-20 12 0,08
Suszenie -5 12 0,08
wiasciwe 0 12 0,08

+5 5 0,08

+20 5 0,08
Dosuszanie +35 1-2 0,08

5.2. Krazki liofilizowane zawieraj ace chlorowodorek selegiliny w formie
substanciji
Do sporzadzania krazkéw wykorzystywano nastepujace roztwory polimerow:

— 2% — hypromeloza (Metolose 60 SH 4000 i Metolose 60 SH 50),

— 5% — hypromeloza (Pharmacoat 615),

— 2% — metyloceluloza,

— 2% — karmeloza sodowa,

— 6% — Orabase,

— 1% — Carbopol (o pH 6,0 — 6,5).

Roztwory karmelozy sodowej, Orabase oraz Carbopolu sporzadzono tak, jak
opisano w p. 5.1., natomiast metyloceluloze i hypromeloze rozpuszczano w goracej
(ok. 80°C) wodzie, a nastepnie mieszano do ochtodzenia.

W otrzymanych roztworach polimeréw, mieszajgc rozpuszczano odwazony (w
formie substancji) ChS. Przy sporzadzaniu krgzkéw z Carbopolu, ChS dodawano w
formie 10% roztworu, po czym, w razie potrzeby korygowano pH roztworu do wartosci
6,0 — 6,5 za pomocg NaOH (1 mol/l).

Uzyskane roztwory/zele dozowano do gniazd blistra PVC tak, aby zawartos¢
ChS w 1 krazku wynosita 10 mg (po 1,50 g zelu w przypadku Carbopolu do gniazda o
srednicy 20 mm lub 700 mg roztworu do gniazda o s$rednicy 13 mm, w przypadku

pozostatych polimeréw). Wypetnione blistry przenoszono do zamrazarki i zamrazano w
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-20°C. Zamrozone krazki po umieszczeniu w komorze liofilizatora suszono
sublimacyjnie (parametry suszenia przedstawiono w tabeli 16, p. 5.1.).

Otrzymane w ten sposob krazki w zaleznosci od polimeru stanowigcego ich
matryce oznakowano w nastepujacy sposob: KHmM4000-ChS i KHm50-ChS (krazki
sporzgdzone z roztworéw hypromelozy, odpowiednio Metolose 60 SH 4000 i Metolose
60 SH 50), KHm-ChS (Pharmacoat 615), KMe-ChS (metyloceluloza), KCn-ChS
(karmeloza sodowa), KO-ChS (Orabase) i KCP-ChS (Carbopol).

5.3. Krazki liofilizowane zawieraj gce mikrozbiorniki z chlorowodorkiem selegiliny
5.3.1. Liofilizaty zawieraj gce powlekane peletki lub mikrosfery

Liofilizowane krazki zawierajgce powlekane peletki (p. 3.1.) lub mikrosfery (p.
3.2.) z ChS sporzadzano korzystajac z zelu Carbopolu otrzymanego w sposob opisany
wp. 5.1

Odpowiednig ilos¢ peletek lub mikrosfer zawieszano w zelu Carbopol o pH 6,0
— 6,5, a nastepnie dozowano po 1,50 g do gniazd blistra o Srednicy 20 mm, tak, by
zawartos¢ chlorowodorku selegiliny w otrzymanym krazku wynosita 10 mg.

Sporzadzono 3 serie krazkéw (KCP-P-1, KCP-P-II i KCP-P-III), w sktad ktorych
wchodzity peletki serii odpowiednio: P-I, P-11 i P-lll (p. 3.1.) oraz 2 serie krgzkow KCP-
M-1 i KCP-M-II, zawierajgce mikrosfery odpowiednio M-I i M-Il (p. 3.2.).

Whypelnione blistry, zawierajgce zel z peletkami umieszczano w komorze

liofilizatora i poddawano suszeniu zgodnie z parametrami zamieszczonymi w tabeli 16
(p. 5.1.).

5.3.2. Liofilizaty zawieraj ace niepowlekany mikrogranulat sieciowany

Do przygotowania krazkow tego typu uzyto 3 rodzajéw polimerow
mukoadhezyjnych, ktérych roztwory przygotowano w sposéb opisany w p. 5.1. Byly to
roztwory o stezeniach:

- 1% — Carbopol o pH 6,0 — 6,5,
- 2% — pektyna,
- 6% — Orabase.

Do zlewki zawierajacej 9,24 g roztworu odpowiedniego polimeru wprowadzano
560 mg sieciowanego mikrogranulatu z ChS i mieszano (ok. 2 min) do rownomiernego
zawieszenia czagstek granulatu. Korzystano z mikrogranulatbw nastepujacych
rodzajow: XA, G1 oraz G2 (p. 3.3.). Uzyskane w ten sposdb zawiesiny natychmiast
dozowano do gniazd blistrow (o $rednicy 13 mm), zamrazano i poddawano procesowi

liofilizacji, zgodnie z parametrami podanymi w tabeli 16 (p. 5.1.).
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Otrzymane w ten sposob krazki w zaleznosci od polimeru stanowigcego ich
matryce oznakowano w nastepujacy sposob: KO-XA i KO-G2 (Orabase) oraz KP-G1
(pektyna).

5.3.3. Liofilizaty zawieraj gce powlekany mikrogranulat z sieciowanej pektyny

Mikrogranulat powlekany, otrzymany w sposéb opisany w p. 3.4., po etapie
dekantacji przenoszono na ptytke Petriego o $rednicy 5,5 cm, w ktorej odwazono
wczesniej 14,0 g jednego z nastepujacych roztworow polimeréw mukoadhezyjnych
(sporzadzonych wg opisu w p. 5.1.15.2.):

— 5% — hypromeloza (Pharmacoat 615),

— 2% — karmeloza sodowa,

— 6% — Orabase.

Zawartos¢ plytki natychmiast mieszano i zamrazano w temp. -20°C, a po
zamrozeniu poddawano procesowi liofilizacji tak, jak podano w tabeli 16 (p. 5.1.).

Otrzymane w ten sposéb krazki w zaleznosci od polimeru stanowigcego ich
matryce oznakowano w nastepujacy sposob: KHm-GE (Pharmacoat 615), KCn-GE

(karmeloza sodowa) i KO-GE (Orabase).

5.4. Krazki liofilizowane zawieraj gce zasad e selegiliny
5.4.1. Otrzymywanie zasady selegiliny

Selegiline w formie zasady otrzymywano w wyniku rozpuszczania 5,0 g ChS w
12 ml 10% (w/v) roztworu NaOH (22,4 mmol ChS fgczono z 30 mmol NaOH).
Utworzong mieszanine wytrzasano w probéwce przez 2 min wykorzystujac mieszadto
wirowe, a nastepnie probe wirowano przez 10 min przy 3000 obr/min. Po odwirowaniu
w probowce uzyskiwano uktad 2 niemieszajacych sie cieczy: gorng warstwe stanowita
zasada selegiliny (warstwa olejowa), a dolng warstwa wodna. Ciecze rozdzielano.
Oleistg ciecz wazono i analizowano, aby obliczy¢ wydajnos¢ procesu otrzymywania
zasady.

W tym celu nawazke oleistej cieczy tagczono z 2 ml chloroformu i z otrzymanego
roztworu ekstrahowano selegiline 3-krotnie kwasem solnym (0,1 mol/l): po dodaniu
pierwszej porcji (4 ml) kwasu, probe mieszano i wytrzgsano przy uzyciu mieszadta
wirowego 2 min, a nastepnie wirowano (3000 obr/min) i zbierano gorng warstwe
roztworu ChS do kolby miarowej poj. 10 ml. Postepowanie powtarzano stosujgc kolejno
3 i 2 ml kwasu solnego. Kolbe miarowg uzupetniano roztworem kwasu solnego do 10
ml. Uzyskany w ten sposob roztwor rozcienczano fazg ruchoma i oznaczano zawartosé
ChS metodg HPLC (p. 7.2.).
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5.4.2. Liofilizaty zawieraj gce zasad e selegiliny w formie wolnej

Krazki liofilizowane zawierajgce zasade selegiliny sporzadzono przez suszenie
sublimacyjne dyspersji zasady selegiliny w 1% roztworze CP (o pH 3,2) lub 2%
roztworze HEC (sposéb otrzymywania roztworéw polimeréw opisano w p. 5.1.).

Do 20,0 g 1% roztworu niealkalizowanego CP, przy cigglym mieszaniu
mieszadiem lopatkowym, wprowadzano 200 mg lub 500 mg zasady selegiliny.
Podczas faczenia obu skladnikbw nastepowato zelowanie uktadu bedgce wynikiem
wzrostu pH Carbopolu. Uzyskang dyspersje alkalizowano dodatkowo roztworem NaOH
(0,2 mol/l) do pH ok. 7, przenoszono na ptytke Petriego (ok. 19,0 g) i po zamrozeniu w
liofilizatorze suszono (parametry procesu suszenia podano tabeli 16, p. 5.1.).
Uzyskano 2 rodzaje krazkéw liofilizowanych (SKCP-I lub SKCP-II) rdznigce sie
zawartoscig substancji leczniczej (tabela 17).

Krazki typu SKHc otrzymano w wyniku suszenia sublimacyjnego (tabela 16, p.
5.1.) dyspersji 250 mg zasady selegiliny w 16,0 g 2% roztworu HEC, sporzadzonej przy
uzyciu mieszadia topatkowego i rozdozowanej (po 0,70 g) do blistréw PVC o srednicy
gniazda 13 mm. Skiad dyspersji oraz teoretyczny sktad masy krazkéw, uzyskanych po

jej wysuszeniu liofilizacyjnym, podano w tabeli 17.

Tab. 17. Sktad krgzkéw liofilizowanych zawierajgcych zasade selegiliny

Skiad dyspersji poddawane; liofilizacji Teoretyczny skiad krazka
liofilizowanego
Rodzaj krazka Zasada Polimer mukoadhezyjny ($rednica 13 mm) [mg]
selegiliny bt M - Zasada Polimer
odza asa

[ma] : J selegiliny mukoadhezyjny

SKCP-| 200 1% roztwér 11,0 11,0
20,0

SKCP-II 500 Carbopolu 27,7 11,0
SKHc 250 2% roztwoér HEC 16,0 11,0 13,6

5.4.3. Liofilizaty zawieraj gce zasad e selegiliny w mikrokapsutkach z etylocelulozy
tworzonych ,in situ”

Pierwszy etap sporzadzania krazkéw polegat na rozpuszczeniu 2,50 g
etylocelulozy (EC) w 10,0 ml chlorku metylenu, przy uzyciu mieszadta magnetycznego.
Do uzyskanego roztworu, przy ciggtym mieszaniu wprowadzano zasade selegiliny, w
llosci 1,25 g (stosunek substancji leczniczej do etylocelulozy 1:2), lub w ilosci 2,50 g
(stosunek 1:1).
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Otrzymane roztwory organiczne dyspergowano w roztworze wodnym
hydroksyetylocelulozy (HEC) lub Carbopolu (CP) w nastepujacy sposob:

— do 32,0 g 2% (w/w) roztworu hydroksyetylocelulozy (HEC), stosujgc intensywne
mieszanie mieszadiem topatkowym, wprowadzano 4,0 ml lub 8,0 ml roztworu EC z
selegiling w obu stosunkach wagowych (1:1 lub 2:1),

— do 16,0 g 1% (w/w) roztworu Carbopolu (CP) o pH ok. 7,0, stosujgc intensywne
mieszanie homogenizatorem typu Ultra-Turrax wprowadzano 2,0 ml roztworu EC z
selegiling (stosunek 2:1).

W celu obliczenia teoretycznej zawartosci selegiliny i etylocelulozy w
otrzymanych preparatach roztwory organiczne dodawane do zelu wazono. Skfad

uzyskanych uktadéw podano w tabeli 18.

Tab. 18. Sklad dyspersji poddawanych liofilizacji w celu utworzenia krgzkéw zawierajgcych
zasade selegiliny w mikrokapsutkach z etylocelulozy

Roztwoér organiczn . :
9 v Wodny roztwér polimeru

Rodzaj krgzka

adhezyjnego**
EC[mg] | zS[mg] |Objetosé [mi] yinego™ gl
Etyloceluloza : zasada selegiliny (1:1)
SKHc-EC1-I 700 700 4,0
32,0 (HEC)
SKHc-EC1-II 1400 1400 8,0
Etyloceluloza : zasada selegiliny (2:1)
SKCP-EC 400 200 2,0 16,0 (CP)
SKHc-EC2-I 750 375 4,0
32,0 (HEC)
SKHc-EC2-II 750 1500 8,0

* — roztwor etylocelulozy (EC) i zasady selegiliny (ZS) w chlorku metylenu

** _ HEC — 2% roztwor hydroksyetylocelulozy, CP — 1% zel Carbopolu

Wszystkie sporzadzone dyspersje dozowano na ptytki Petriego o srednicy 5,5
cm (po ok. 20 g), natychmiast przenoszono do liofilizatora, zamrazano w temp. -45°C i
suszono zgodnie z parametrami podanymi w tabeli 16 (p. 5.1.).

W wyniku suszenia otrzymywano liofilizat w ksztalcie dysku, o powierzchni
odpowiadajgcej powierzchni ptytki Petriego, z ktérego bo badan wycinano krazki o

srednicy 13 mm.
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6. Badania kr gzkow liofilizowanych
6.1. Ocena wizualna kr azkow liofilizowanych
Oceniano wyglad, strukture i ksztatt krgzkow, ich wkasciwosci mechaniczne, a
takze fatwos¢ wyjmowania z blistrow lub ptytek Petriego.
6.2. Badanie mukoadhezji w warunkach in vitro

Badanie mukoadhezji prowadzono przy uzyciu analizatora tekstury TA.XT Plus
wyposazonego w specjalistyczng przystawke A/Muc (ryc. 11), umozliwiajgcg pomiar w

warunkach wilgotnosci i temperatury, zblizonych do srodowiska fizjologicznego.

ruchome ramie probnik

termostatowana
przystawka A/Muc

mieszadto
' magnetyczne

Ryc. 11. Analizator tekstury typu TA.XT Plus (prod. Stable Micro Systems) — widok ogdélny
aparatu w trakcie badania.

6.2.1. Rodzaje badanych uktadéw

Badaniu poddano wytypowane polimery hydrofilowe w 3 formach
farmaceutycznych: roztworach (zelach), krazkach liofilizowanych i dyskach

prasowanych (tabletkach).
Roztwory (zele) polimeréw mukoadhezyjnych

Oceniano wtasciwosci mukoadhezyjne wodnych roztworéw (zeli) nastepujacych

polimeréw:
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- Carbopol (CP) — roztwor 1% o pH 3,0; 4,0; 6,01 7,0,

- karmeloza sodowa (CMCNa) — roztwor 1%,

- pektyna (Pek) — roztwor 2% o pH 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 9,0,
— alginian sodu (AlgNa) — roztwor 2%,

- Gantrez (MS955) — roztwor 2%,

- mieszanina Orabase — roztwor 6%,

- hydroksyetyloceluloza (HEC) — roztwor 2%.

Roztwory do badania mukoadhezji przygotowano w sposob opisany w p. 5.1.

Liofilizowane krgzki placebo polimeréw mukoadhezyjnych

Krazki liofilizowane placebo, dla ktérych wykonano badanie wiasciwosci
mukoadhezyjnych, otrzymywano w wyniku suszenia sublimacyjnego roztworow (zeli),
wymienionych powyzej. Oprocz jednoskfadnikowych roztworéw polimeréw, suszono
sublimacyjnie takze mieszaning CMCNa i CP w stosunku wagowym 1:1 (pH 3 lub pH
6). Dodatkowo czes¢ krazkéw (CP pH 6) zawierata peletki placebo, w ilosci 1% lub
10% masy zelu przed liofilizacjg (p. 5.1.).

Aby oceni¢ wptyw ksztattu i gestosci krazka na wiasciwosci mukoadhezyjne
polimeru, czes¢ niealkalizowanych krazkéw Carbopolu i pektyny przed badaniem

prasowano przy uzyciu analizatora tekstury, z sitg 5 N przez 60 s.

Liofilizowane krgzki zawierajgce selegiline

Badanie witasciwosci mukoadhezyjnych przeprowadzono takze dla wybranych
krazkow zawierajacych substancje leczniczg. Do badania wytypowano preparaty, do
ktorych inkorporowano selegiline w stanie wolnym — w formie chlorowodorku (krazki z
CMCNa typu KCn-ChS, p. 5.2.) i zasady (krazki z HEC typu SKHc, p. 5.4.2.), lub w
postaci mikrokapsutek z etylocelulozy zawierajacych zasade selegiliny (krgzki z HEC
typu SKHc-EC1-Il, p. 5.4.3.).

Prasowane dyski (tabletki) polimeréw mukoadhezyjnych

Prasowane dyski polimerowe o $rednicy 12 mm sporzadzano przez
bezposrednie tabletkowanie w tabletkarce uderzeniowej proszku odpowiedniego
polimeru: CP, CMCNa, AlgNa, Pek, MS955 i HEC. Dodatkowo zmieszano i
sprasowano jednakowe nawazki 3 proszkow polimerow: zelatyny, CMCNa i Pek,
uzyskujac dyski Orabase.

Objetos¢ proszku wypelniajgcg otwor matrycy w czasie tabletkowania
regulowano potozeniem stempla dolnego w taki sposéb, zeby masa otrzymanego

dysku miescita sie w zakresie 170 — 190 mg.
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6.2.2. Warunki badania mukoadhezji

W badaniu postuzono sie warstwg zelatyny oraz roztworem mucyny, jako
zamiennikami naturalnej btony sluzowej. Stosujac warstwe zelatyny badano adhezje
wszystkich uktadow z wyjgtkiem krazkéw liofilizowanych zawierajgcych selegiline,
natomiast przy uzyciu roztworu mucyny oceniano wiasciwosci mukoadhezyjne tylko
form statych (krgzki liofilizowane placebo i z selegiling oraz dyski).

Warstwe zelatyny uzyskiwano wylewajac na piytke Petriego (0,3 g/cm?) 30%
(w/w) roztwér wodny zelatyny. Z warstwy wycinano krazki zelatynowe o srednicy: 11
mm i 21 mm (wysokos¢ 2 — 3 mm). Krazek o wiekszej srednicy umieszczano w
przystawce A/Muc, natomiast krazek mniejszy przyklejano klejem cyjanoakrylowym do
ruchomego prébnika (ryc. 12).

Roztwor mucyny 10% (w/w) sporzadzano przez rozpuszczenie substancji w
wodzie o temp. pokojowej, intensywnie mieszajgc mieszadlem magnetycznym.
Otrzymanym roztworem nasgczano dyski celulozowe ($rednicy 11 mm), przyklejone do
ruchomego prébnika dwustronng tasma klejaca (ryc. 12).

Przystawke A/Muc na 10 min przed pomiarem, w celu ekwilibracji temperatury i
wilgotnosci, wstawiano do tazni wodnej o temp. 40°C i opuszczano prébnik na takg
wysokos¢, aby znalazt sie w przystawce. Poniewaz skomplikowana budowa aparatu
uniemozliwiata petne zamkniecie i termostatowanie uktadu, zastosowano wyzszg od
fizjologicznej temperature badania.

Gdy modelowg warstwg adhezyjng byta zelatyna, oba jej krgzki (umieszczone
w przystawce i przyklejane do prébnika) poddawano ekwilibracji. Po uptywie 10 min do
komory przystawki wprowadzano krazek lub prasowany dysk polimerowy, dodajac pod
dysk i na jego powierzchnie po 100 pl wody oczyszczonej o temp. 37°C i rozpoczynano
pomiar.

W przypadku badania adhezji z zastosowaniem roztworu mucyny testowany
krazek liofilizowany lub dysk prasowany przyklejano tasma adhezyjng do przystawki
jeszcze przed ekwilibracjg. Dysk celulozowy (o grubosci 1 mm) umieszczony na
probniku nasgczano 50 pl 10% roztworu mucyny bezposrednio przed pomiarem
mukoadhezji, a badanych preparatéw dodatkowo nie zwilzano.

Roztwory (zele) polimeréw badano bez zwilzania, w zaleznosci od konsystencji
dozowano je do komory strzykawkag (roztwory — 100 ul) lub naktadano szpatutkg na

ruchomy probnik (zele CP po alkalizacji — ok. 70 mg).

71



Marcin Placzek METODYKA
ruchoma glowica
warstwa zelatyny (A) lub
dysk nasgczony mucyng (B)
Ssruba mocujgca
badany
preparat

\

warstwa zelatyny (A)
lub dwustronna
K tasma klejgca (B)

przystawka A/Muc
A

woda wspornik

mieszadetko
magnetyczne

Ryc. 12. Przystawka A/Muc i model do wyznaczania pracy mukoadhezji: A) z zastosowaniem
warstwy Zelatyny, B) z zastosowaniem 10% roztworu mucyny.

W trakcie badan stosowano parametry pracy analizatora tekstury

przedstawione w tabeli 19.

Tab. 19. Parametry pracy aparatu w badaniach mukoadhezji in vitro

Parametr Wartos¢
Szybkos¢ opuszczania gtowicy 0,5 [mm/s]
Sita nacisku gltowicy 0,5[N]
Czas utrzymywania sity 1 [min]
Szybkos¢ podnoszenia glowicy 0,1 [mm/s]
Liczba pomiaréw/s 25
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6.2.3. Analiza danych pomiarowych

Dane rejestrowane w trakcie badania przedstawiono graficznie jako zaleznos¢
miedzy sitg odrywania gérnego probnika od warstwy mukoadhezyjnej a czasem
trwania testu (ryc. 13). Korzystajac z tej zaleznosci przy pomocy programu
komputerowego Texture Exponent 32 odczytywano maksymalng site oderwania [N]
oraz prace mukoadhezji wyrazong w pJ.

Wykresy uzyskane w trakcie badan poszczegdlnych polimeréw mogty mie¢ 2
rézne przebiegi:

» w wiekszosci przypadkow wartos¢ sity mierzonej w trakcie podnoszenia probnika
malata do O (ryc. 13). Aby obliczy¢ z uzyskanego wykresu prace mukoadhezji,

korzystano z nastepujgcego wzoru:
Praca mukoadhezji = A x 0,1 x 1000.

Pole powierzchni pod krzywg (A) mnozono przez 0,1 (przeliczenie czasu pomiaru na
dystans — prébnik podnoszono z predkoscig 0,1 mm/s), a nastepnie przez 1000, aby
wyrazi¢ uzyskany wynik w jednostkach pracy [uJ].

» w przypadku, gdy wartos¢ sity mierzonej w trakcie badania nie malata do O
(ryc. 14 1), badanie przerywano po 100 s i mierzono wartos¢ sity w tym punkcie.
Uznawano, ze powierzchnia pod krzywg (B) — praca mukoadhezji byta zawyzona i
wyznaczano nowg linie podstawowg (odcinek X-Y). Od pola powierzchni B
odejmowano powierzchnie trojkata (powierzchnia ,martwa”) wyznaczonego przez:
site adhezji w setnej sekundzie pomiaru (wysokos$c¢ trojkata — h), dystans miedzy
punktem rozpoczecia i zakohczenia pomiaru (podstawa trojkata — a) oraz odcinek
X-Y (ryc. 14 II). Otrzymywano w ten spos6b skorygowane pole powierzchni pod
krzywg (C), z ktérego obliczano prace mukoadhezji, korzystajac z nastepujacego
Wzoru:

axh
2

C=B

gdzie:

C — pole powierzchni C [Nxg],

B — pole powierzchni pod krzywg zaleznosci sita — czas [Nxs],

h — sita zmierzona w setnej sekundzie badania — wysokos¢ trojkata [N],

a — czas mierzony od momentu rozpoczecia odrywania polimeru do 100 s pomiaru

(podstawa trojkata) [s].
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Po obliczeniu pola powierzchni C, wartos¢ przeliczano na prace mukoadhezji

[1J] podobnie jak w pierwszym przypadku.

Force (N) 11F 2
05

04
0.3
02

01

0.0 T T T

20 40 1] 120

-01 Time (sec)
0.2
03
-0.4
-0E

Y

opuszczanie kontakt badanego polimeru z praca mukoadhezji

prébnika btong $luzowa (podnoszenie prébnika)

Ryc. 13. Typowy wykres uzyskiwany w trakcie badania mukoadhezji — sita adhezji maleje do 0;
Praca mukoadhezji — pole powierzchni (A) pod krzywa.
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Ryc. 14. Wykres zaleznosci czas — sita, gdy wartos$¢ sity po zakorczeniu pomiaru jest >0 (I):
oraz sposob korekty pola powierzchni pod krzywg przez odjecie pola trojkata (11).
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6.3. Badanie uwalniania selegiliny z kr  gzkdw liofilizowanych
Rodzaje krgzkow liofilizowanych, dla ktérych prowadzono badanie uwalniania

selegiliny przedstawiono w tabeli 20.

Tab. 20. Rodzaje i sposob oznakowania krgzkéw liofilizowanych, dla ktorych badano
dostepnos¢ farmaceutyczng selegiliny

SUTHEEEY Rodzaj matrycy kragzka
mikrozbiorniki
Karmeloza Hydroksy-
(metes) Carbopol Pektyna Orabase Pharmacoat Y Y
sporzadzania) sodowa etyloceluloza
Chlorowodorek selegiliny
Substancja
KCP-ChS - KO-ChS KCn-ChS KHm-ChS -
(p-5.2)
Peletki KCP-P-I
powlekane KCP-P-II - - - - -
(p- 5.3.1) KCP-P-III
Mikrosfery KCP-M-I
(p. 5.3.1) KCP-M-II
Mikrogranulat KO-XA
- KP-G1 - - -
(p. 5.3.2) KO-G2
Mikrogranulat
powlekany - - KO-GE KCn-GE KHm-GE -
(p- 5.3.3)
Zasada selegiliny
Substancja SKCP-I
- - - - SKHc
(p-5.4.2) SKCP-II
. ) SKHc-EC1-1
Mikrokapsutki
o SKHc-EC1-lI
»IN Situ” SKCP-EC - - - -
SKHc-EC2-1
(p- 5.4.3))
SKHc-EC2-li

W badaniu uwalniania selegiliny z krazkow liofilizowanych jako piyn
akceptorowy stosowano wode (10 lub 20 ml) lub bufor fosforanowy pH 7,4 (20 lub 100
ml). Uwalnianie prowadzono w zlewkach umieszczonych w wytrzgsarce z faznig wodng
o temp. 37°C (100 cykli/min, przy amplitudzie 10 wg skali aparatu). Aby unikng¢ efektu
flotacji krgzkéw, przed wprowadzeniem do ptynu akceptorowego obcigzano je druciang
obejma. W okreslonych odstepach czasu pobierano proby ptynu akceptorowego (0,5

lub 1,0 ml). Zwartos¢ selegiliny w prébach oznaczano metodg HPLC (p. 7.2.) lub w
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przypadku krazkow

typu KCP-ChS, KCP-P-I,

KCP-P-II

KCP-P-IlI

metodg

spektrofotometryczng (p. 7.1.). Gdy uwalnianie prowadzono do matej objetosci ptynu

akceptorowego (10 ml) pobrang objetos¢ proby (1,0 ml) uzupetniano woda, w

pozostatych przypadkach fazy akceptora nie uzupetniano. SzczegoOlowe parametry

badania uwalniania selegiliny z kragzkow podano w tabeli 21.

Tab. 21. Parametry badania dostepnosci farmaceutycznej selegiliny z krgzkéw liofilizowanych

Rodzaj krazkéw (badane serie)

Piyn akceptorowy

Pobieranie prob

: Objetosc Objetosc
Rodzaj * Czas [h]
[ml] [ml]
Chlorowodorek selegiliny
KCP-ChS 10,0 1,0 0,25,0,5,1,2

©

) KO-ChS

c

g w

2 KCn-ChS 20,0 0,5 05,1,2,4,6

0

KHm-ChS

Peletki powlekane w 10,0 10  |051,234,5 8, 24
(KCP-P-I, KCP-P-II, KCP-P-II)
Mikrosfery w 20,0 0,5 1,2,3,4,5,6, 24
(KCP-M-1, KCP-M-II)
Mik lat

rograntia w 20,0 0,5 1,2, 4,624
(KP-G1, KO-XA, KO-G2)
Mikrogranulat powlekany W 20.0 05 1.2 4.6 24
(KO-GE, KCn-GE, KHM-GE)

Zasada selegiliny

Substancja B 20,0 0,5 1,2,4,6, 24
(SKCP-I, SKCP-II, SKHc)
Mikrosfery
(SKCP-EC, SKHc-EC1-1, SKHC-EC1-Il, B 100 0,5 1,2,4,6,24
SKHc-EC2-1, SKHc-EC2-11)

* — W (woda), B (bufor fosforanowy pH 7,4)
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6.4. Badanie przenikania selegiliny przez bton e s$luzowa policzka $wini w
warunkach in vitro

6.4.1. Blona Sluzowa

W badaniu korzystano z btony $luzowej policzka swini domowej, ktérg po
pobraniu zamrazano i przechowywano w temp. ok. -30°C. Przed eksperymentem
tkanke rozmrazano w temp. pokojowej i sprawdzano wizualnie, czy nie ulegta
uszkodzeniu.

Nastepnie oddzielano tkanke podsluzéwkowg a blone sluzowag ptukano w 0,9%
roztworze chlorku sodu z dodatkiem 0,005% azydku sodu i dzielono na fragmenty o

wielkosci odpowiedniej do umieszczenia w komorze dyfuzyjnej.

6.4.2. Komory dyfuzyjne

W doswiadczeniu korzystano z dwuczesciowych, przeptywowych komor
dyfuzyjnych, wykonanych z teflonu, z wymuszonym obiegiem ptynu akceptorowego
(ryc. 15). Powierzchnia kontaktu btony $luzowej z fazg donora wynosita 0,65 cm?. Plyn
akceptorowy obmywat blone sluzowg od strony blaszki wtasciwej.

Zamkniety obieg plynu akceptorowego utrzymywano za pomocg pompy
perystaltycznej. llos¢ pltynu akceptorowego wynosita 5 ml lub 8 ml, a szybkos¢
przeptywu 18 ml/h.

Temperatura komor dyfuzyjnych byla utrzymywana na statym poziomie 37°C za

pomocg bloku grzejnego.

6.4.3. Faza donora

Roztwér chlorowodorku selegiliny

Sporzadzano 1,25% (w/w) wodny roztwér chlorowodorku selegiliny, ktérego pH
korygowano do wartosci 5,4 za pomocg 0,1 i 0,01 mol/l roztworu NaOH.

Na umieszczong w komorach btone sluzowag nanoszono 400 pl roztworu, co

odpowiadato 5 mg chlorowodorku selegiliny (4 mg w przeliczeniu na zasade).

Roztwér zasady selegiliny
1% (w/w) roztwor zasady selegiliny otrzymywano przez zmieszanie 100 mg
zasady selegiliny z 9,90 g makrogolu (PEG 600). Wartos¢ pH roztworu wynosita 8,2.
Na umieszczong w komorach btone Sluzowag nanoszono 400 pl roztworu, co

odpowiadato ok. 4 mg selegiliny.
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blok grzejny z 5 komorami dyfuzyjnymi (A)

krazek dopoliczkowy (B)

btona sluzowa

obieg zamkniety @~ A \—7—— i r———

ptynu akceptorowego T ¢

Ryc. 15. Schemat zestawu komér w bloku grzejnym (A — widok z gory) oraz pojedynczej
komory (B — widok z boku).

Krgzek liofilizowany zawierajgcy selegiline

Stosowano krazki liofilizowane o Srednicy odpowiedniej do umieszczenia w
komorach dyfuzyjnych, tzn. 7 mm. Badano krazki zawierajgce zar6wno rozpuszczong
forme ChS (KCn-ChS, KO-ChS), powlekany mikrogranulat z ChS (KCn-GE), zasade
selegiliny (SKCP-I) oraz mikrokapsulki z etylocelulozy z zasadg selegiliny (SKHc-EC1-
II). Przed umieszczeniem krazkéw w komorze donora prasowano je stosujac nacisk
reczny, aby odtworzy¢é warunki panujgce w czasie aplikacji. Zawarto$¢ selegiliny w
kragzkach wynosita 4 — 5 mg.

Na powierzchnie krazka umieszczonego w komorze na blonie sluzowej
nanoszono pipetg 400 ul wody oczyszczonej. Wartosci pH badanych uktadéw wynosity
53 — 5,4 w przypadku kragzkéw zawierajgcych ChS oraz 8,2 — 8,4 w przypadku

krazkdéw zawierajgcych zasade selegiliny.
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Dyspersja zasady selegiliny w roztworze hydroksyetylocelulozy

1% (w/w) dyspersje zasady selegiliny otrzymywano przez zmieszanie 100 mg
zasady selegiliny z 9,90 g 2% roztworu hydroksyetylocelulozy, sporzadzonego jak
opisano w p. 5.1.

Na umieszczong w komorach btone Sluzowg nanoszono 400 ul dyspersji, co

odpowiadato ok. 4 mg selegiliny. Wartos¢ pH dyspersji wynosita 8,4.

6.4.4. Badanie przenikania

W badaniu przenikania jako ptyn akceptorowy stosowano 0,9% roztwor chlorku
sodu z dodatkiem 0,005% azydku (temp. 37°C). Btone sluzowg umieszczono w
komorach dyfuzyjnych, a nastepnie w celu ekwilibracji utrzymywano przez 1 h ciggly
obieg plynu akceptorowego. Po tym czasie na powierzchnie btony aplikowano faze
donora, jak opisano w p. 6.4.3.

Badanie przenikania prowadzono przez 8 h, pobierajagc co 1 h lub 2 h prébe
ptynu akceptorowego (1,0 ml), a powstaty ubytek uzupetniano swiezym medium.
Zawartos¢ selegiliny w prébach oznaczano metodg HPLC (p. 7.2.).

Po 8 h badania usuwano bitone sluzowg z komory, oceniano czy nie jest
uszkodzona i wycinano fragment odpowiadajacy powierzchni przenikania. Prowadzono
2-etapowg ekstrakcje selegiliny z tkanki. W tym celu blone $luzowag umieszczano w
probéwce zawierajagcej 2,0 ml wody i wytrzgsano 12 h w wytrzgsarce w temp.
pokojowej. Po tym czasie blone wyjmowano, przenoszono do kolejnej probowki
zawierajacej 2 ml wody i wytrzgsano przez nastepne 24 h. Zawartosc¢ selegiliny w

roztworach oznaczano metodg HPLC (p. 7.2.).
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7. Analiza ilo $ciowa chlorowodorku selegiliny
7.1. Analiza ilo sciowa metod g spektrofotometryczn aq

Wyznaczono widmo UV w zakresie 200 — 310 nm dla wodnego roztworu
chlorowodorku selegiliny (ryc. 16 a) oraz metanolowego roztworu zasady selegiliny
(ryc. 16 b) uzywajac kuwet kwarcowych o grubosci warstwy absorbujacej 1 cm.
Odnosnikiem byty odpowiednio woda oraz metanol. Ustalono maksimum absorpcji przy

diugosci fali 258 nm.

2.5
(@)

15

Abs

0.5

200 220 240 260 280 300 310
Wavelength[nm]

(b)

Abs

200 220 240 260 280 300 310
Wavelength [nm]

Ryc. 16. Widmo UV wodnego roztworu ChS (a) i metanolowego roztworu zasady selegiliny (b)
(stezenie 1 mg/ml).
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Badano absorbancje wzorcowych wodnych roztworéw ChS o stezeniu: 0,01;
0,1; 0,2; 0,5 mg/ml. Roztwory otrzymano przez rozcienczenie roztworu podstawowego
ChS w wodzie, o stezeniu 25 mg/25 ml. Wyznaczono prostoliniowg zaleznos¢
pomiedzy absorbancjg i stezeniem substancji leczniczej (r* = 0,9999).

W wyniku pomiaréw absorbancji roztworéw wzorcowych wykonanych
wielokrotnie uzyskano nastepujace roéwnanie stuzgce do obliczania stezenia
chlorowodorku selegiliny w analizowanych prébach:

C- (Abs-0,0163
0,7656

gdzie:
C — stezenie [mg/ml],

Abs — absorbancja.

7.2. Analiza ilo $ciowa metod g HPLC

Stezenie ChS w roztworach prowadzono metodg HPLC w ukfadzie faz
odwroconych z wykorzystaniem kolumny z wypetnieniem oktadecylokrzemowym (250
mm). Jako faze ruchomg stosowano mieszanine buforu i acetonitrylu 80:20 (v/v). Bufor
sktadat sie z dwuwodorofosforanu amonu (0,1 mol/l) i trietyloaminy (0,08%) i byt
korygowany kwasem ortofosforowym do pH 3,1 [125].

Stosowano nastepujgce warunki chromatograficzne:

— nastrzykiwana objetosc: 20 pl,

— szybkos$¢ przeptywu: 1 ml/min,

— detektor: UV-Vis, dlugos¢ fali: 215 nm.

Czas retencji selegiliny w podanych warunkach wynosit ok. 8 — 10 min.
Przyktadowy chromatogram zaprezentowano na ryc. 17.

Przy ilosciowym oznaczaniu ChS korzystano z krzywej wzorcowej, ktérg
otrzymano w wyniku analizy serii roztworéw wzorcowych o0 nastepujacych stezeniach:
0,25, 0,5, 1, 5, 10, 50, 75 i 100 pg/ml. Uzyskano prostoliniowg zalezno$¢ (r* = 0,9998)

pomiedzy powierzchnig piku ChS na chromatogramie i jej stezeniem.
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D-7000 HPLC System Manager Report

Analyzed: 07-03-19 10:58 Reported: 07-03-20 14:28
Processed: 07-03-19 11:13

Data Path: C:\WIN32APP\HSM\Selegilina\DATA\0013\

Processing Method: selegilinal

System(acquisition): Sys 1 Series:0013

Application: Selegilina Vial Number: 2
Sample Name: wz5x10-5 Vial Type: UNK
Injection from this wvial: 1 of 1 Volume: 20,0 ul

Sample Description:

Chrom Type: HPLC Channel : 1
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Ryc. 17. Chromatogram wodnego roztworu ChS o stezeniu 50 pg/ml.

Metodg krzywej regresji prostoliniowej wyznaczono nastepujgce réwnanie, z
ktérego obliczano stezenia ChS w analizowanych prébach:
_(A-122
2147
gdzie:
C — stezenie ChS [ug/ml],

A — powierzchnia piku (wyrazona w tysigcach).
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V. WYNIKI

Ocena wia sciwo sci mikrozbiornikow zawieraj gcych ChS
Peletki powlekane

Rdzenie peletek zawierajace ChS sporzadzano metodg granulacji na mokro i
sferonizacji (Metodyka, p. 3.1.1.). Otrzymano dwie serie granulatu, o jednolitej gtadkiej
powierzchni, chociaz peletki nie byly doktadnie kuliste (ryc. 18 a). W badaniach
wykorzystywano frakcje o wielkosci 0,315 — 0,63 mm, ktora stanowita ok. 60% masy
wszystkich otrzymanych peletek.

Aby zapewni¢ przediuzone uwalnianie ChS z peletek, otrzymane rdzenie
powlekano wodng dyspersjg etylocelulozy (Metodyka, p. 3.1.2.).

Sporzadzono 3 serie powlekanych peletek z ChS (P-I, P-Il i P-Ill). Badania
mikroskopowe wykazaty, ze otrzymane peletki posiadaty kompletng otoczke o grubosci
od 10 do 20 pm (ryc. 18 b).

b)

Ryc. 18. Peletki z chlorowodorkiem selegiliny powlekane filmem z etylocelulozy: (a)
powierzchnia peletek, (b) przekréj peletek (znacznik skali = 100 ym).

W badaniu zawartosci ChS w peletkach (Metodyka, p. 4.2.) oznaczono, ze
substancja lecznicza stanowita 22,5% (peletki P-1), 29,0% (peletki P-111) i 30,0% (peletki
P-1) ich masy (zawartos¢ teoretyczna — 30%). ROznice zawarto$ci wynikaty z
zastosowania roznych objetosci dyspersji etylocelulozy przy powlekaniu rdzeni peletek
i r6znego udziatu otoczki w masie peletek. Najgrubszg otoczke (20 pum) posiadaty
powlekane peletki P-1, na powleczenie ktérych zuzyto 600 ml dyspersji.

Badanie dostepnosci farmaceutycznej ChS z mikrozbiornikéw tego typu
prowadzono do wody (Metodyka, p. 4.3.), a uzyskane wyniki zaprezentowano w tabeli
22 inaryc. 19.

Najmniejszg szybkoscig uwalniania charakteryzowata sie formulacja P-I,

posiadajgca najgrubszg otoczke. Po 1 h badania z tych peletek uwolnito sie zaledwie
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27,2% dawki substancji leczniczej, natomiast w przypadku peletek z ciefszg otoczkg
wyrzut ChS byt wiekszy i wynosit 60,8% (P-II) i 50,9% (P-IIl). Ze wszystkich uktadow
powlekanych peletek uwalnianie ChS przebiegato w sposob spowolniony (w
poréwnaniu do peletek niepowlekanych, z ktérych substancja lecznicza uwalniata sie
natychmiast), a ilos¢ uwolnionej dawki wynosita ok. 70% po 8 h i ok. 90% po 24 h
badania. Najbardziej powtarzalne wyniki uzyskano dla peletek typu P-lI i P-llI
(sd<2,5%).

Tab. 22. Uwalnianie ChS [% catkowitej dawki + sd] z peletek powlekanych i mikrosfer (n=3)

Rodzaj Czas [h]
czastek 0,5 1 2 3 4 5 6 8 24
- 17,9 27,2 40,9 49,9 57,1 61,9 71,4 85,9
+2,2 19 +1,7 +1,8 2,1 +1,8 25 +2,3
- 60,0 60,8 66,8 71,9 70,1 75,6 91,5
+6,7 +8,6 +8,3 +5,7 +4,7 +9,7 +10,4
Bl 43,6 50,9 57,2 62,8 68,8 70,2 87,5
+0,7 +2,0 +1,6 +1,5 +0,9 +1,6 +1,5
42,4 56,6 63,6 68,8 69,8 71,2 92,1
+0,6 +3,4 +54 19 +55 +6,1 +4,3
e 0
80
70 <
g 60 - <
%)
S 50
S O peletki P-1
§ 40 " o peletki P-lI
.g 30 - A peletki P-lII
=
g 20 | —o— mikrosfery M-I
10 -
0g ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 1 2 3 4 5 6 czas [h]
AU /

Ryc. 19. Uwalnianie ChS z peletek powlekanych i mikrosfer.
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Mikrosfery

Mikrosfery zawierajagce ChS sporzadzono metodga odparowywania lotnego
rozpuszczalnika organicznego z ukfadu o/o (Metodyka, p. 3.2.) korzystajac z
etylocelulozy jako polimeru tworzacego mikrosfery. Wielko$¢ otrzymanych w ten
sposéb mikrosfer (serie M-I i M-11) miescita sie w zakresie od 40 do 150 um. Mikrosfery
miaty tendencje do aglomeraciji, co zaprezentowano na ryc. 20.

Ryc. 20. Mikrosfery z ChS: a) w stanie wysuszonym, b) zawieszone w wodzie (znacznik skali =
10 um —ryc. a lub 100 pm — ryc. b).

Zawartos¢ ChS w mikrosferach (Metodyka, p. 4.2.) wynosita 9,8% (mikrosfery
M-1) oraz 13,6% (mikrosfery M-11), co wskazuje, ze wydajnos$¢ procesu inkorporowania
ChS w matrycy mikrosfer wynosita ok. 30 — 40%.

Badanie dostepnosci farmaceutycznej ChS przeprowadzono wylgcznie dla
mikrosfer serii M-I, stosujgc jako ptyn akceptorowy wode (Metodyka, p. 4.3.). Profil
uwalniania ChS z mikrosfer (tabela 22 i ryc. 19) byt zblizony do profilu uzyskanego dla
powlekanych peletek serii P-11l. Po poczatkowym wyrzucie ponad 40% dawki w ciggu

60 min, substancja lecznicza uwalniata sie w sposo6b przedtuzony do 24 h.

Sieciowany mikrogranulat

Mikrogranulat zawierajacy ChS przygotowano metodg sieciowania (Metodyka,
p. 3.3.) naturalnych polimeréw: alginianu sodu i pektyny, pod wptywem jonéw
dwuwartosciowych (Ca?* i Zn?"). Niezaleznie czy wytwarzano czastki w uktadzie cieczy
(wkraplanie), czy z proszkéw (w mozdzierzu), otrzymywano formy o wielkosci ok. 1-2
mm i dopiero w procesie mielenia uzyskiwano wymagany rozmiar (100 — 200 um).

Rycina 21 przedstawia kuliste czastki sieciowanego przez 24 h alginianu

wapnia (a), ktére nastepnie poddano mieleniu (b). Zawarto$¢ ChS w utworzonym
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mikrogranulacie wynosita 12,2%, a wydajno$¢ procesu inkorporowania substancji
leczniczej w sieciowanej matrycy wynosita ok. 40%.

Ryc. 21. Wyglgd czgstek z sieciowanego alginianu wapnia zawierajgcych ChS: przed
zmieleniem (a, znacznik skali = 1 mm) i mikrogranulatu XA otrzymanego w wyniku mielenia (b,
znacznik skali = 100 um).

Zaproponowano dwie metody sporzadzania mikrogranulatu z sieciowanej
pektyny, charakteryzujacego sie przedtuzonym uwalnianiem ChS. ROznity sie one
sposobem tgczenia ChS z pektyng przed etapem sieciowania: w pierwszej z metod
(mikrogranulaty G1, G3 — G6) pektyne mieszano z ChS w formie proszku, natomiast w
drugiej metodzie (mikrogranulat G2) pektyne zwilzano roztworem ChS. Uzyskane
mikrogranulaty réznity sie stosunkiem sktadnikéw (tabela 13 — Metodyka, p. 3.3.2.).

Granulaty z sieciowanej pektyny mielono po procesie sieciowania i suszenia.
Frakcje o wielkosci ziarna w zakresie 100 — 200 um, stanowigcg ok. 40% masy
produktu, wybierano do dalszych badan.

Niezaleznie od metody sporzadzania oraz skladu w obrazie mikroskopowym nie
zaobserwowano istotnych roznic w wygladzie mikrogranulatéw sieciowanej pektyny.
Mialy one ksztalt nieregularnych, przeswiecajacych, nie rozpuszczajgcych sie w wodzie
granulek. Zdjecie mikroskopowe mikrogranulatow prezentuje ryc. 22.

W przypadku wszystkich granulatow, w ktorych tgczono pektyne z ChS w
stosunku 2:1 (G1, G2, G3) oznaczona zawartos¢ ChS miescita sie w granicach 22,3 —
24,9%. Proporcjonalnie zmniejszajaca sie zawartos¢ ChS w mikrogranulatach typu G4
(12,0%), G5 (6,0%) i G6 (3,5%) wynikata z roznego stosunku pektyny i ChS uzytych do
ich produkcji: odpowiednio 5:1, 10:1 i 20:1. Dla mikrogranulatow wszystkich typow
oznaczona zawartos¢ selegiliny stanowita od 96,5% do 116% wartosci teoretycznej.

88



Marcin Placzek

WYNIKI

Ryc. 22. Obraz mikroskopowy mikrogranulatow z sieciowanej pektyny (znacznik skali=100 ym).

Uzyskane wyniki uwalniania ChS z mikrozbiornikbw z sieciowanego alginianu

sodu i sieciowane] pektyny do wody zebrano w tabeli 23 oraz przedstawiono graficznie

naryc. 23.

Tab. 23. Uwalnianie ChS [% catkowitej dawki + sd] do wody z mikrogranulatu sieciowanego

alginianu wapnia (XA) oraz sieciowanej pektyny (G1-6), (n=3)

Rodzaj Czas [h]

czagstek 1 2 4 6 24

XA 471+41 70,4 +£18,8 93,0+ 15,8 95,3+10,8 99,1+0,3
Gl 335+64 50,6 £ 10,8 81,9+45 88,8+ 8,0 -

G2 36,5+4,7 64,8 7,7 98,2+0,8 97,3+1,8 93,8+25
G3 108,7 + 3,7 108,1+ 1,7 105,7+ 2,8 103,0+1,9 101,9+2,2
G4 20,7+6,0 45,6 +9,8 79,0+ 12,0 895+1,8 89,9+21
G5 11,6 +2,6 30,0+£5,3 66,9 + 11,5 88,2+5,6 91,0+0,8
G6 78+1,2 14,7+ 3,4 38,8+44 67,8+9,1 87,1+0,6
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Ryc. 23. Uwalnianie ChS z sieciowanego mikrogranulatu.

Uwalnianie ChS z mikrogranulatéw sporzadzonych z sieciowanego alginianu
wapnia (XA) i sieciowanej pektyny (G 2) przebiegato z podobng kinetyka. W ciggu 2 h
badania z tych mikrogranulatéw uwalniato sie ok. 70% dawki substancji leczniczej, a po
4 h ponad 93%. W przypadku mikrogranulatu G 1, sporzagdzonego ze sproszkowanego
ChsS, uwalnianie przebiegato wolniej niz z granulatu G 2 — otrzymanego z uzyciem ChS
w roztworze (po 2 h w plynie akceptorowym oznaczano ok. 50% dawki substancji
lecznicze)).

Analizujgc profile uwalniania ChS =z mikrogranulatbw G4 — G6 mozna
zauwazyC, ze szybkos¢ uwalniania substancji leczniczej zalezata od udziatu
sieciowanej pektyny: im wiekszy byt stosunek pektyny do ChS w granulowanej masie,
tym wolniejsze bylo uwalnianie substancji leczniczej. Dla mikrogranulatu GB6,
zawierajgcego 20-krotnie wiekszg ilos¢ pektyny niz ChS, uwalnianie przebiegato z
najmniejszg szybkoscig. W tym przypadku w ciggu 1 h uwalniato sie tylko ok. 8% ChS,
a 60% dawki ChS uwalniato sie dopiero po 6 h badania.

Podjeto takze probe sporzadzenia granulatu w wigkszej ilosci (granulat G3 — 60
g). Niestety, pomimo uzycia proporcji skladnikow takiej, jak w przypadku
mikrogranulatu G1, uzyskano odmienny profil uwalniania, co swiadczy o trudnosciach
w zwiekszeniu skali produkcyjnej. Cala dawka ChS uwolnita sie z czastek
mikrogranulatu tej serii juz w ciggu 1 h (ryc. 23).

Odmienne profile uwalniania dla sieciowanych mikrogranulatéw uzyskano, gdy

zmieniono ptyn akceptorowy (wode) na bufor fosforanowy o pH 7,4. Spowodowato to
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istotny wzrost szybkosci uwalniania dla mikrogranulatow wszystkich typow (ryc. 24).
Wynikalo to z interakcji pomiedzy jonami Zn®** zawartymi w sieciowanym
mikrogranulacie, a jonami fosforanowymi z buforu. Efektem tych oddzialywan byta
wzrastajgca opalizacja roztworu w trakcie uwalniania i ostatecznie wytrgcanie sie
biatego osadu fosforanu cynku. W wyniku tego procesu nastepowato szybsze
rozpuszczanie mikrogranulatu, szczego6lnie w przypadku mikrogranulatéw o mniejszym
udziale pektyny (G1, G4), a przez to takze szybsze uwalnianie ChS. W obrazie
mikroskopowym piynu po zakonczeniu badania uwalniania z mikrogranulatu G1 nie
obserwowano obecnosci mikrogranulek, a jedynie igty fosforanu cynku (ryc. 25 a). Dla
poréwnania na ryc. 25 b zaprezentowano obraz mikroskopowy sieciowanego granulatu
G1 po 24 h uwalniania do wody.

e N
120
—_——G1 W
= 1 5 —_——G4 W
= —N—G5 W
2 g |
) —O—G6 W
©
X —{1—G1B
© 60 -
o —_—=—G4 B
c
2 40 - A=—G5 B
S —O=—G6 B
>
20 -
0
czas [h]
U )

Ryc. 24. Uwalnianie ChS z mikrogranulatu sieciowanej pektyny do wody (W) lub buforu
fosforanowego (B).

a) b)

Ryc. 25. Zdjecia mikroskopowe pilynu po uwalnianiu z mikrogranulatu G1 do buforu
fosforanowego (a) i do wody (b) (znacznik skali = 100 pum).
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Zauwazona niezgodnos¢ pomiedzy jonami cynku i jonami fosforanowymi
zostata opisano ostatnio rowniez przez innych autorow [111, 126]. Jednak w badaniach
mikrokapsutek pektynowych Dhalleine i in. obserwowali w rezultacie tej interakcji
spadek szybkosci uwalniania substancji leczniczej (teofiliny), co tlumaczono
wytrgceniem fosforanu cynku na powierzchni mikrokapsutek.

Uzyskane wyniki wskazujg, ze mimo szybszego uwalniania ChS, zaleznosc¢
pomiedzy szybkoscig uwalniania a zawartoscig sieciowanej pektyny w mikrogranulacie,
obserwowana przy uwalnianiu do wody, pozostaje zachowana takze w przypadku

uwalniania do buforu fosforanowego.

Ocena wta sciwo $ci mukoadhezyjnych polimeréw tworz agcych matryc e krazka
liofilizowanego

Rownolegle z badaniami nad otrzymywaniem mikrozbiornikbéw
charakteryzujacych sie przediuzonym uwalnianiem selegiliny, prowadzono takze
doswiadczenia dotyczace opracowania skladu matrycy krazka liofilizowanego,
stanowigcego nosnik mikroczgstek z substancjg leczniczg. Polimer budujacy matryce
krazka, oprocz odpowiednich wiasciwosci fizykochemicznych i wytrzymatosciowych,
powinien zapewniac¢ kilkugodzinng adhezje systemu do btony sluzowej policzka.

Do badan wytypowano grupe polimeréw, zaréwno syntetycznych, jak i
naturalnych: Carbopol 974P (CP), karmeloza sodowa (CMCNa), alginian sodu (AlgNa),
pochodna kwasu maleinowego - Gantrez MS-955 (MS955), pektyna (Pek),
hydroksyetyloceluloza. Badano takze mieszanine pektyny, zelatyny i karmelozy
sodowej, wystepujacg w skladzie handlowego preparatu o nazwie Orabase. Z
wymienionych polimeréw otrzymywano 3 formy: roztwory, krazki liofilizowane oraz
dyski (Metodyka, p. 6.2.1.), dzieki czemu mozliwa byta ocena wplywu postaci
farmaceutycznej polimeru na jego wlasciwosci mukoadhezyjne.

Wiasciwosci mukoadhezyjne polimerow oceniano przy uzyciu analizatora
tekstury, wyposazonego w przystawke A/Muc z zastosowaniem warstwy zelatyny lub
roztworu mucyny, jako substytutu naturalnej btony sluzowej (Metodyka, p. 6.2.2.).
Badania mukoadhezji dla roztworéw wodnych polimeréw przeprowadzono tylko dla
modelu z zastosowaniem Zelatyny.

Krazki liofilizowane placebo uzyte w badaniach scharakteryzowano w tabeli 24.
Odznaczaly sie one na ogdét dobrymi wiasciwosciami mechanicznymi. Réznice mas
poszczegolnych typéw krazkéw, pomimo tej samej objetosci, wynikajg z suszenia

roztworéw o roznych stezeniach i obrazujg réznice gestosci matryc liofilizowanych.
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Tab. 24. Liofilizowane krgzki placebo uzyte w badaniach adhezji (wymiar: $rednica 12 mm,
wysokos$¢ 4 mm)

Polimer

Masa krazka [mg] Gestos¢ krazka
X mg/cm
symbol * stezenie X £sd,n26 (mg ]
CP3 6,7+0,6 14,6
CP4 7,7+05 17,0
1%
CP6 9,0+0,8 19,9
CP7 9,6 £0,7 21,2
CMCNa 1% 6,2+0,3 13,7
AlgNa 2% 14,2+ 0,8 31,4
Orabase 6% 419+1,6 92,7
MS955 2% 15,3+1,6 33,8
HEC 2% 14,0+ 0,6 31,0
Pek3 14,3 +0,7 31,6
Pek5 13,7+1,;3 30,3
2%
Pek6 13,6 +0,9 30,0
Pek9 14,3+0,6 31,6

* — cyfra przy symbolu Carbopolu (CP) i pektyny (Pek) wskazuje na pH roztworu przed

suszeniem (objasnienia symboli — Metodyka, p. 5.1.)

Wiasciwosci adhezyjne krazkow liofilizowanych poréwnano z whasciwosciami
dyskéw polimerowych otrzymywanych w wyniku bezposredniego prasowania, przy
uzyciu tabletkarki uderzeniowej (Metodyka, p. 6.2.1.). Srednica sporzadzonych dyskéw
wynosita 12 mm, grubos¢ 1,5 — 1,8 mm, a masa miescita sie w zakresie 170 — 190 mg.
Gestos¢ tych form w poréwnaniu do krazkéw liofilizowanych byta od 10 do 100 razy
wieksza i wynosita ok. 1 g/cm?®.

Wyniki badania, wyrazone jako praca mukoadhezji, uzyskane dla
poszczegllnych form i rodzajow polimeréw poddano podstawowej analizie
matematycznej (p. 6.2.3.), a uzyskane dane zaprezentowano w tabeli 25. W celu
wykluczenia grubych biedow pomiarowych przy obliczaniu warto$ci Sredniej z

pomiaréw zastosowano test Q-Dixona, dla poziomu prawdopodobiehAstwa 95%.
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Tab. 25. Wartosci pracy mukoadhezji [uJ] zmierzone dla polimeréw w formie krgzkéw
liofilizowanych, dyskéw prasowanych i roztworéw (n=6)

Rodzaj warstwy adhezyjnej
Rodzaj polimeru* zelatyna 10% mucyna
X sd RSD X sd RSD
krazki liofilizowane
CMCNa 155,0 24,9 16,0 197,2 64,1 32,5
AlgNa 151,6 35,8 23,6 832,4 212,8 25,6
Orabase 265,2 83,1 31,3 308,6 71,1 23,0
MS955 52,3 17,8 34,0 330,7 33,6 10,2
HEC 36,8 12,6 34,2 446,2 83,4 18,7
pH 3 316,4 73,6 23,3 486,6 49,7 10,2
ek pH 4 39,0 17,8 45,7
pH 5 67,6 5,4 8,0 n.b.
pH 6 106,5 28,3 26,6
pH 3 139,9 29,7 21,3 161,4 4,4 2,7
cp pH 4 220,7 76,8 34,8 n.b.
pH 6 143,6 37,9 26,4 283,5 70,9 25,0
pH 7 216,7 88,9 41,0 n.b.
dyski (tabletki)
CMCNa 253,7 156,7 61,8 257,3 105,8 41,1
AlgNa 142,5 67,9 47,6 64,8 13,4 20,7
Orabase 106,5 58,6 55,0 154,5 63,9 41,4
MS955 120,6 43,3 35,9 77,9 52,8 67,8
HEC 33,5 12,1 36,0 203,5 69,9 34,4
Pek 127,2 45,0 35,4 85,4 15,6 18,3
CP 1254 76,0 60,6 263,0 153,4 58,3
roztwory ( zele)
CMCNa 81,5 18,9 23,2
AlgNa 25,1 3,5 13,9
Orabase 138,7 20,5 14,8
MS955 15,5 5,0 32,3
HEC 74,0 11,4 15,4
pH 3 50,9 10,7 21,0 n.b.
Pek pH 4 31,2 19,2 61,5
pH 5 67,1 39,1 58,3
pH 6 23,6 6,8 28,8
cp pH 3 108,5 37,0 34,1
pH 6 107,8 35,5 32,9

* — objasnienia symboli — Metodyka, p. 5.1.; (n.b. — nie badano)
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Analiza uzyskanych wynikbw pozwala stwierdzi¢, Zze niezaleznie od
modelowego substytutu btony sluzowej (zelatyna lub mucyna) powtarzalno$¢ pomiaréw
jest zblizona. Wiekszy wplyw na powtarzalnos¢ wynikow miat rodzaj badanego
materiatu. Najwiekszg powtarzalnoscig charakteryzowaty sie wyniki uzyskane dla
krazkoéw liofilizowanych (RSD<24%), natomiast najwiekszy rozrzut wynikéw uzyskano
w przypadku oceny wiasciwosci mukoadhezyjnych grupy prasowanych dyskow
polimerowych (RSD nawet do 67%).

Poréwnanie adhezji roznych form polimeréw do warstwy zelatyny wskazuje, ze
najnizszymi wartosciami pracy mukoadhezji charakteryzowaly sie zele. Tylko w
przypadku roztworu CP i Orabase, wartosci pracy przekroczyly 100 uJ (tabela 25),
natomiast najnizsza mukoadhezje wykazywat roztwér polimeru Gantrez MS955 (15,5
uJ). Zaréwno dla roztwordw, jak i krgzkow CP i pektyny, nie udato sie wykazac
zaleznosci pomiedzy pH roztworu badanego polimeru a silg wigzania z warstwg
zelatyny.

W trakcie badania adhezji dyskow (tabletek) polimerowych zaobserwowano, ze
zarbwno woda dozowana do komory pomiarowej z warstwg zelatyny (200 ul), jak
réwniez roztwér mucyny (50 ul), zapewnialy jedynie powierzchniowe zwilzanie tych
form. By¢ moze fakt ten byt powodem uzyskania bardzo zblizonych wynikow pracy
mukoadhezji wszystkich rodzajow dyskow (tabela 25). W poréwnaniu z roztworami
polimerow formy tabletkowane silniej wigzaly sie z modelowymi btonami $luzowymi, a
najwiekszg pracg mukoadhezji (ok. 200 pJ) charakteryzowaly sie dyski CMCNa, CP,
Orabase i HEC (badanie z warstwg mucyny).

Z trzech analizowanych form polimeréw najwyzsze wartosci pracy mukoadhez;ji
do warstwy zelatyny oznaczono dla krazkéw liofilizowanych, np. w przypadku krazkéw
zbudowanych z niealkalizowanej postaci pektyny (Pek pH 3), mieszaniny Orabase oraz
CP o pH 4 i pH 7 warto$¢ pracy mukoadhezji przekraczata 200 pJ. Adhezja tych
krazkoéw byla jeszcze silniejsza (praca mukoadhezji ok. 300 — 400 uJ), gdy warstwe
zelatyny zastgpiono w badaniach 10% roztworem mucyny. Zaskakujgco wysokie
wartosci pracy mukoadhezji oznaczono dla polimeru Gantrez MS955 i alginianu sodu,
dla ktérych, po zmianie warstwy adhezyjnej, wartosci pracy mukoadhezji wzrosty ok. 6-
krotnie (odpowiednio 330 i 832 uJ), ale najwyzszy wzrost adhezji krgzkow (ponad 15-
krotny) notowano dla hydroksyetylocelulozy (36,8 uJ dla warstwy zelatyny i 466,2 uJ
dla warstwy mucyny).

Aby oceni¢, czy sposob aplikacji krazka (zgniatanie i dociskanie w miejscu
aplikacji) moze wplyng¢ na wiasciwosci mukoadhezyjne krazkéw, niealkalizowane
krazki Carbopolu i pektyny prasowano przez 1 min z sitg 5 N (Metodyka, p. 6.2.1.), co

powodowato ok. 10-krotne zmniejszenie ich wysokosci. Tak przygotowane krazki
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umieszczano w komorze aparatu i mierzono ich adhezje do warstwy mucyny. Wyniki
badania, poréwnane z warto$ciami uzyskanymi dla krazkéw nieprasowanych,
przedstawiono na ryc. 26.

Dla obu typow krazkéw wykazano, ze zmiana ksztaltu i gestosci krazka
spowodowana prasowaniem (zgniataniem) nie ma praktycznie wptywu na ostateczng

wartos¢ pracy mukoadhezji.

e N
600
3 530,2
486,6
500 -
400 -
O CP pH3
300 -
= Pek pH3
200 191,9
b 161,4
_ 1
100 -
0
krazki nieprasow ane krazki prasow ane
AU /

Ryc. 26. Wplyw wstepnego prasowania na wtasciwosci mukoadhezyjne liofilizowanych krgzkéw
Carbopolu (CP) i pektyny (Pek) o pH 3.

Przygotowano takze krgzki Carbopolu o modyfikowanym sktadzie (Metodyka, p.
6.2.1.). Zmiana sktadu krazka polegata badz na wprowadzeniu do skfadu drugiego
polimeru (dodatek CMCNa w stosunku 1:1), bgdz na inkorporacji modelowych peletek
(czastki 100 — 200 pm) do matrycy liofilizowanego Carbopolu. Wyniki badania adhezji
do warstwy zelatyny przedstawiono na wykresie (ryc. 27), na ktérym dla poréwnania
przedstawiono takze wartosci pracy mukoadhezji typowych krazkéw CP o pH 3,0 6,0.

Przedstawione na ryc. 27 dane wskazujg, ze wprowadzenie do krgzkéw CP
dodatkowego polimeru o uznanych wiasciwosciach mukoadhezyjnych (karmelozy
sodowej), praktycznie nie wptywa na wartos¢ pracy mukoadhezji, niezaleznie, czy pH
roztworu CP przed suszeniem wynosito 3,0 czy 6,0. Natomiast inkorporacja celetek do
matrycy polimeru CP o pH 6,0 zwieksza jej wiasciwosci mukoadhezyjne. Co ciekawe,
im wieksza jest zawartosc celetek w krazku, tym wyzszg sitg adhezji charakteryzuje sie

caty ukifad.
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200 - 179,7
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Ryc. 27. Poréwnanie pracy mukoadhez;ji liofilizowanych krgzkéw z Carbopolu (CP) z krgzkami o
modyfikowanym sktadzie — z dodatkiem celetek (1% lub 10%) lub CMCNa (1:1).

Inkorporacja do matrycy krgzkéw substancji leczniczej w formie wolnej zasady
lub ChS nie obnizata wartosci mierzonych dla analogicznych krazkow placebo (ryc.
28). W przypadku krazkow zawierajgcych zasade selegiliny w matrycy HEC (SKHc)
praca mukoadhezji wynosita 434 pJ i byta bardzo zblizona do wartosci uzyskanej dla
formy placebo, natomiast wprowadzenie ChS do matrycy z CMCNa spowodowato
wzrost sity adhezji ze 197,2 pJ (krgzek CMCNa placebo) do 466,2 pJ (krgzek KCn-
ChS).

Niestety tego samego efektu nie obserwowano, gdy do matrycy krgzka
wykonanego z HEC wprowadzono mikrokapsuitki z etylocelulozy zawierajgce zasade
selegiliny (krazek SKHc-EC1-Il). W tym przypadku wartos¢ pracy mukoadhezji, w
poréwnaniu do ukfadu placebo (446,2 uJ) spadia i wynosita 172 pJ (mimo to, byla to
wartos¢ zadowalajgca) (ryc. 28). By¢ moze obnizenie sty wigzania krazka z btong
Sluzowg wynikato z niekorzystnego wptywu na polimer mukoadhezyjny rozpuszczalnika
organicznego, uzytego na etapie tworzenia mikroczastek.

Analizujgc uzyskane wyniki mozna stwierdzi¢, ze najwyzszg prace
mukoadhezji, niezaleznie od postaci wykazujg takie polimery jak: karmeloza sodowa,
Carbopol i Orabase. Z kolei hydroksyetyloceluloza posiadata bardzo dobre wtasciwosci
adhezyjne, jezeli tworzono z niej liofilizaty. Zdecydowano sie wiec na wykorzystanie
tych 4 polimerow jako matryc w dalszych badaniach krazkéw liofilizowanych z

substancjg lecznicza.
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Ryc. 28. Wplyw dodatku selegiliny w formie wolnej zasady (ZS), ChS lub mikrokapsutek na
prace mukoadhezji krgzkdw wykonanych z CMCNa lub HEC, w poréwnaniu z formami placebo.

Wiasciwo $ci kr azkoéw liofilizowanych zawieraj acych ChS w formie substanciji lub
mikrozbiornikéw

Kolejny etap badan polegat na otrzymaniu liofilizowanych krazkow
polimerowych zawierajagcych ChS w roznych formach: substancji, peletek
powlekanych, mikrosfer, mikrogranulatu oraz mikrogranulatu powlekanego.

W celu otrzymanie liofilizatow ChS (substancje) rozpuszczano w roztworach
hypromelozy, metylocelulozy, karmelozy sodowej, Orabase oraz Carbopolu (Metodyka,
p. 5.2.). W trakcie dodawania roztworu ChS do Zelu Carbopolu obserwowano
uptynnianie struktury i metnienie zelu. Intensywne mieszanie i dodatkowe alkalizowanie
roztworem NaOH pozwalato na przywrécenie wiasciwej struktury zelu.

Wszystkie otrzymane krazki liofilizowane (ryc. 29), zawierajgce niegranulowang
forme ChS, byly barwy biatej (krgzki Orabase byly biato — kremowe) i zachowaly ksztatt
blistrow, w ktorych byly suszone (dla zadnego z krgzkéw nie obserwowano zjawiska
kontrakcji). Szczegdlnie dobrymi wlasciwosciami mechanicznymi charakteryzowaly sie
krazki uzyskane z roztworow karmelozy sodowej, Orabase oraz zelu Carbopolu.
Jakos¢ kragzkdéw otrzymanych z zastosowaniem hypromelozy réznita sie w zaleznosci
od lepkosci roztworéw tego polimeru uzytych do sporzadzenia liofilizatow. Gdy
zastosowano hypromeloze o lepkosci 15 mPass (Pharmacoat 615) otrzymano krazki o
dobrej wytrzymatosci, natomiast liofilizacja roztworéw hypromelozy o wyzszej lepkosci

(50 i 4000 mPaes) oraz metylocelulozy nie pozwalata na otrzymanie krgzkéw o
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zadowalajacych wtasciwosciach. Krazki te byly zbyt miekkie, elastyczne, miaty
nieregularne ksztatty, kleity sie do gniazd blistrow, przez co trudno je byto wyjac.

Krazki, ktore charakteryzowaty sie dobrymi wiasciwosciami mechanicznymi,
zostaly wytypowane do badan szybkosci uwalniania substancji leczniczej w warunkach
in vitro (Metodyka, p. 6.3.). Badanie to przeprowadzono dla 2 serii krgzkéw KCn-ChS,
KO-ChS i KHmM-ChS oraz 1 serii krazkow KCP-ChS. Przed badaniem jeden z krgzkéw
z matrycy Carbopolu (KCP-ChS-D) obcigzano odwaznikiem 500 g, co miato
symulowac nacisk w trakcie aplikacji.

Wyniki badania zebrano w tabeli 26 i przedstawiono graficznie na ryc. 30.

’i
KHm-ChS KHmM50-ChS KHmM4000-ChS KMe-ChS
(HPMC — 15 mPases) (HPMC — 50 mPaes) (HPMC — 4000 mPaes) (metyloceluloza)

-

o

KO-ChS KCP-ChS KCn-ChS

(Orabase) (Carbopol) (karmeloza sodowa)

Ryc. 29. Wyglad krgzkow liofilizowanych zawierajgcych ChS (substancje).

Krazki, ktorych matryce stanowita karmeloza sodowa lub Orabase w kontakcie
Z woda, podczas badania uwalniania, tworzyly wolno rozpuszczajacy sie hydrozel,
uwalniajgcy substancje leczniczg w spos6b przediuzony, przy czym obserwowano
uwolnienie ok. 40% dawki ChS juz po 30 min.

Odmiennie zachowywaly sie krazki, w ktérych szkielet matrycy adhezyjnej
stanowit Pharmacoat lub Carbopol. Krgzki te praktycznie natychmiast po umieszczeniu
w plynie akceptorowym ulegaly catkowitemu zwilzeniu i rozpuszczeniu w ciggu 30—60
min, co w konsekwencji prowadzito do uwolnienia catej dawki leku. Krgzki KHm-ChS a

takze KCP-ChS-D, ktére przed badaniem zgniatano, uwalniaty ChS jeszcze szybciej.
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Tab. 26. Uwalnianie ChS [% catkowitej dawki + sd] z krgzkéw zawierajgcych ChS (substancje)
(objasnienia symboli — Metodyka, p. 5.2.)

Polimer Rodzaj Czas [h]
WOrZaCy | a5k ow
matryce 0,25 0,5 1 2 4 6
1KCn-ChS - 331+36(442+15|629+1,7|799+19|840+54
CMCNa
2KCn-ChS - 37,5 52,4 67,6 90,3 88,7
- 43,8+4,0|60,2+2,7|81,8+9,6 97,0 988+1/4
- 37,5 50,9 74,8 100,0 103,4
1KHmM-ChS - 118,7 119,2 - - -
HPMC 100,7 111,2
2KHm-ChS - + 6,,0 + 3,’0 - - -
KCP-Chs |17.6+43|452+76| °>4% | 1150 _ _
14,1 +9,8
Carbopol SN
D e 15,1 98,1 - - - -
* — cyfry podane przed symbolem krazka oznaczajg numer serii
D — krazek prasowany
- 0
140
120 4 =] =—1KCn-ChS
< m— == 2KCn-ChS
o 100+ =—{}=—1KO-ChS
&) e 2KO-Ch'S
g 804 1KHm-ChS
E 2KHm-ChS
o 60 Q=K CP-ChS-D
2 =—{=—=KCP-ChS
S 40
2
>
20
0 ; ; ; ; ;
0 1 2 3 4 5 6 czas[h]
. /

Ryc. 30. Uwalnianie ChS z krgzkéw zawierajgcych substancje w formie rozpuszczonej.

Aby zapewni¢ wiekszg kontrole uwalniania ChS z krazkéw liofilizowanych

inkorporowano do matrycy krgzka mikrozbiorniki charakteryzujace sie przedtuzonym
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uwalnianiem substanciji leczniczej. Mikrozbiorniki wprowadzano do roztworu polimeru w
takiej ilosci, zeby w pojedynczym krazku (o powierzchni 3,1 cm? w przypadku krazkéw
Carbopolu lub 1,3 cm® w przypadku pozostatych rodzajow krazkéw) dawka ChS
wynosita ok. 10 mg (Metodyka, p. 5.3.).

Podczas dodawania mikrogranulatu sieciowanej pektyny do zelu Carbopolu, zel
ulegat catkowitemu uptynnieniu, co bylo prawdopodobnie wynikiem obecnosci jonow
Zn?* na powierzchni granulek. Z tego powodu zaniechano sporzadzania krazkéw z
sieciowanym  mikrogranulatem na bazie Carbopolu. Odmienne zjawisko
zaobserwowano w czasie zawieszania mikrogranulatu sieciowanej pektyny w Orabase.
W tym przypadku zwiekszata sie lepkos¢ zelu, przez co dozowanie tego ukfadu do
blistrow byto znacznie utrudnione.

W tabeli 27 przedstawiono krazki uzyskane w wyniku liofilizacji. Wszystkie krazki
liofilizowane z mikrozbiornikami charakteryzowaly sie odpowiednimi whasciwosciami
mechanicznymi i tylko sporadycznie obserwowano, ze czastki zawierajgce ChS
oddzielajg sie od polimerowej matrycy krazka.

Otrzymane w wyniku suszenia sublimacyjnego krazki nie réznity sie istotnie od
krazkdbw otrzymanych z uzyciem substancji ChS. Najwieksze réznice w wygladzie
zaobserwowano jedynie dla krgzkéw Orabase, ktorych powierzchnia zewnetrzna,
prawdopodobnie w wyniku zmiany lepkosci na etapie zawieszania mikrogranulatu, byta

nierowna (ryc. 31 a).

Tab. 27. Rodzaje krgzkow liofilizowanych zawierajgcych mikrozbiorniki z ChS

Mikrozbiorniki Symbalkigzka 2
. R [kl 8 L e mikrozbiornikami
Rodzaj Symbol
P-I KCP-P-I
Peletki powlekane P-II Carbopol KCP-P-II
P-111 KCP-P-IlI
M-I KCP-M-I
Mikrosfery Carbopol
M-I KCP-M-II
G1 Pektyna KP-G1
Mikrogranulat XA
Orabase
G2
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a)

Ryc. 31. Poréwnanie wyglgdu krgzkéw liofilizowanych zawierajgcych mikrozbiorniki z ChS w
matrycy adhezyjnej: a) Orabase, b) Carbopolu.

Dla otrzymanych krazkéw liofilizowanych, zawierajgcych mikrozbiorniki ChS
przeprowadzono badanie uwalniania substancji leczniczej (Metodyka, p. 6.3.). Wyniki
badania przedstawiono w tabeli 28 oraz graficznie na ryc. 32. Dodatkowo na ryc. 33
zaprezentowano profile uwalniania ChS z peletek powlekanych i mikrosfer w

poréwnaniu z uwalnianiem z krgzkow liofilizowanych zawierajgcych te mikrozbiorniki.

Tab. 28. Uwalnianie ChS [% catkowitej dawki + sd, n23] z krgzkéw liofilizowanych
zawierajgcych mikrozbiorniki o przedtuzonym uwalnianiu (objasnienie symboli w tabeli 27)

Rodzaj Czas [h]
krazkow 0,5 1 2 3 4 5 6 8 24
14 13,9 32,2 43,4 62,6 75,3 84,9 102,1
KCP-P-I -
+0,2 51 +84 | £120 | £6,3 | £125 +143 | £79
7,0 24,3 37,1 54,4 60,6 74,4 88,7 109,8
KCP-P-II —
+38 | 11,1 | +8,7 +59 | £108 | £6,1 +85 | £10,0
12,1 22,4 50,4 76,3 91,5 92,3 106,5
KCP-P-III — —
1,1 +1,1 | £140 | £22,1 12,1 +11,7 | £2,8
10,9 15,2 20,0 31,7 41,4
KCP-M-I - 44,4 - _
+3,3 2,4 +14 53 | £114
5,8 11,1 23,9 22,8 26,3 33,5 38,4
KCP-M-II - -
1,5 +50 | £115 | £8,8 +7,3 | £10,5 +3,5
73,5 92,9 95,3 90,5 93,0
KP-G1 - - - -
+4,2 51 2,0 +8,3 +3,6
- 74,3 89,1 - 94,0 - 113,5 - 111,0
67,1 89,7 107,8 111,9 105,5
2,1 2,1 +10,6 12,1 74
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Wyniki przedstawione na ryc. 32 wskazujg, ze korzystnym profilem uwalniania
substancji leczniczej charakteryzujg sie krazki liofilizowane, ktorych matryce
mukoadhezyjng stanowit Carbopol (po 5 h badania uwolnito sie ok. 80% dawki). Tylko
w przypadku peletek P-1 (z grubszg otoczkg) matryca mukoadhezyjna nie miata wptywu
na kinetyke uwalniania (ryc. 33), natomiast po inkorporacji do matrycy krazka peletek
pozostatych typéw (P-Il i P-lll) obserwowano spadek szybkosci uwalniania.
Spowolnienie uwalniania bylo jeszcze bardziej istotne, gdy do matrycy Carbopolu
wprowadzono mniejsze mikrozbiorniki — mikrosfery. Z krgzkéw zawierajacych te
mikroczastki po 6 h badania uwolnito sie jedynie ok. 40% dawki ChS.

g 0
120 - |
——KP-G1
100 + ——KO-G2
s
0 = KO-
2 5. KO-XA
_‘z; —— KCP-P-|
S 60
s ——KCP-P-Il
S
£ 40 = KCP-P-Ill
5
m—KCP-M-I
20
4 KCP-M-Il
0 T T T T T |
0 1 2 3 4 5 6 czas[h]
8 )

Ryc. 32. Uwalnianie ChS 1z krgzkéw liofilizowanych zawierajgcych mikrozbiorniki o
przedtuzonym uwalnianiu (objasnienia symboli podano w tekscie).

Odmienne wyniki uzyskano dla krgzkéw, w sktad ktorych wchodzit sieciowany
mikrogranulat (KP-G1, KO-XA i KO-G2). Praktycznie cata dawka substancji leczniczej
uwalniata sie z tych form juz podczas 2 h badania, mimo, ze sieciowany mikrogranulat
serii G1, G2 i XA charakteryzowat sie uwalnianiem przedtuzonym (ryc. 34). Fakt, ze
zelowa matryca polimeru (pektyny i Orabase) nie spowolnita uwalniania ChS z
mikrogranulatu, a przeciwnie przyspieszyta proces, Swiadczy o niekorzystnej interakcji
matryc z materiatem mikrozbiornikow wykonanych z pektyny i alginianu. Nalezy
rowniez zauwazyC, ze O niewystarczajgcej homogennosci zawiesiny granulatu w
polimerze mukoadhezyjnym Ilub o niewtasciwym sposobie dozowania zawiesiny,
Swiadczg ilosci uwolnionego ChS, przekraczajace 100%.
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uwolniona dawka ChS [%
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Ryc. 33. Poréwnanie uwalniania ChS z peletek powlekanych i mikrosfer (linia przerywana) oraz
krgzkow liofilizowanych Carbopolu, zawierajgcych te mikrozbiorniki (linia ciggta).

120

— 100 -

uwolniona dawka ChS [%
I
S

0 1 2 3 4 5 6 czas [h]

A J

Ryc. 34. Porownanie uwalniania ChS z mikrogranulatow (linia przerywana) i krgzkow
zawierajgcych te mikrogranulaty (linia ciggta).

Aby uzyska¢ bardziej korzystny profil uwalniania wprowadzono dodatkowg
modyfikacje wiasciwosci mikrogranulatu z ChS, powlekajgc jego ziarna otoczkag z

kopolimeru kwasu metakrylowego — Eudragitu RS (metoda koacerwacji — Metodyka, p.
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3.4.). Aglomeracja uniemozliwiata suszenie tak powlekanego granulatu, dlatego
zawieszano go, w stanie wilgotnym, w roztworze polimeru adhezyjnego odwazonym na
ptytce Petriego (Metodyka, p. 5.3.3.).

Otrzymane krazki roznity sie od siebie, w zaleznosci od rodzaju uzytego
polimeru mukoadhezyjnego. Krazki przygotowane na bazie karmelozy sodowej (3
serie: KCn-GE) charakteryzowaly sie gtadka powierzchnig i wykazywaty kontrakcje,
przez co tatwo mozna byto wyjac je z form. Niekorzystnie wygladaty produkty uzyskane
Zz uzyciem Orabase (KO-GE) i Pharmacoat (KHmM-GE). W pierwszym przypadku,
podobnie jak przy niepowlekanych granulatach, mimo wprowadzenia polimeru
tworzacego otoczke, dochodzito do reakcji miedzy matrycg krgzka a sktadnikami
granulatu. Efektem tego oddziatywania byly zmiany lepkosci zelu przed liofilizacjg i w
konsekwencji nierbwnosci goérnej powierzchni  krgzkow. Krazki hypromelozy
charakteryzowaly sie natomiast niskg wytrzymatoscig mechaniczng i duzg kruchoscia.

W tabeli 29 i na ryc. 35 zaprezentowano wyniki badania szybkosci uwalniania
ChS z krgzkow (o srednicy 13 mm), zawierajgcych mikrogranulat powlekany
Eudragitem RS.

Tab. 29. Uwalnianie ChS [% * sd, n23] z krgzkéw zawierajgcych sieciowany mikrogranulat
powlekany Eudragitem RS (objasnienia symboli podano w tekscie)

Czas [h]
Rodzaj krazka
1 2 4 6
1KCn-GE 55,56+54 83,3+5,9 102,4+1,6 1055+ 7,9
2KCn-GE 74,6 £ 8,6 91,0+6,4 97,6 + 8,3 101,7 + 10,6
3KCn-GE 81,4+10,3 96,4+7,1 97,4 + 10,6 102,5+ 10,0
_ 79,9+9,9 91,4+5,6 92,7+2,6 95,0+ 3,9

KHm-GE* 117,9 119,0 118,6 111,8

*n=2

Uzyskane wyniki $wiadczg o tym, ze nawet powlekanie mikrogranulatu
sieciowanej pektyny serii G3, zaproponowang metoda, przed zawieszeniem w matrycy
mukoadhezyjnej, nie zapewnia przediuzonego uwalniania ChS z tych form. Profil
uwalniania z krgzkéw, ktérych matryce stanowita hypromeloza (KHm-GE) pokrywa sie
z profilem uzyskanym dla mikrogranulatu przed powlekaniem (G3). Zastosowanie jako
matrycy krgzka karmelozy sodowe] (KCn-GE) i Orabase (KO-GE) tylko nieznacznie

spowolnito uwalnianie z mikrogranulatu.
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Ryc. 35. Porownanie uwalniania ChS z mikrogranulatu G3 (linia przerywana) oraz krgzkow
liofilizowanych zawierajgcych ten mikrogranulat, powlekany Eudragitem RS (linia ciggta).

Wiasciwo sci kr gzkow liofilizowanych zawieraj acych zasad e selegiliny

Podjeto probe zastgpienia w tworzonych preparatach ChS zasadg selegiliny.
Na drodze alkalizacji roztworu ChS (Metodyka, p. 5.4.1.) otrzymywano zasade
selegiliny, ktéra miata posta¢ cieczy o charakterystycznym zapachu. Wydajnosc
procesu otrzymywania zasady selegiliny wynosita ok. 90%. Tozsamos¢ substancji
oceniano metodg HPLC.

Zawartos¢ selegiliny w otrzymanej oleistej cieczy, oznaczona metodg HPLC
(Metodyka, p. 7.2.) wynosita 102,7%.

Czystos¢ otrzymanej zasady selegiliny potwierdzono w badaniach zawartosci
jonéw chlorkowych i wody, przeprowadzonych przez Zesp6t Preformulacji Zaktadow
Farmaceutycznych ,Polpharma S.A.” w Starogardzie Gdanskim. Zawarto$¢ jonow CI”
oznaczano metodg chromatografii jonowej, stosujgc detektor konduktometryczny [112],
natomiast zawarto$¢ wody oznaczono przez miareczkowanie metodg Karla Fischera.
W warunkach analizy nie stwierdzono obecnosci jonoéw CI” w badanej prébce (granica
wykrywalnosci: 0,05 ppm), natomiast zawartos¢ wody wynosita 0,8%.

Uzyskang zasade selegiliny wykorzystywano do tworzenia 2 typow krazkow
liofilizowanych: zawierajgcych zasade selegiliny w formie wolnej (Metody, p. 5.4.2.) lub
zamknieta w mikrokapsutkach z etylocelulozy, tworzonych ,in situ” w matrycy
hydrozelowej (Metodyka, p. 5.4.3.).
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W wyniku wprowadzenia zasady selegiliny do roztworu polimeru hydrofilowego

(1% Carbopolu lub 2% hydroksyetylocelulozy) uzyskano homogenng dyspersje, z

ktorej po liofilizacji otrzymano krazki: SKCP-I i SKCP-II (matryca wykonana z CP) i

SKHc (matryca wykonana z HEC).

Krazk

charakteryzowaty sie odpowiednig

wytrzymatoscia mechaniczng, ale podobnie jak w badaniach z ChS powierzchnia

krazkéw z Carbopolu byta nieréwna, co wynikato z konsystencji zelu przed liofilizacja.

Sktad i wlasciwosci krgzkéw podano w tabeli 30.

Tab. 30. Wiasciwosci krgzkow liofilizowanych ($rednica 13 mm) zawierajgcych zasade
selegiliny w formie wolnej lub w mikrokapsutkach z etylocelulozy

Wiasciwosci krazka

Sktad krazka

Rodzaj o Polimer
. Zasada selegilin
krazka* Masa [ma] Gesto$é | Wysokosé griny EC | tworzacy
9 | [mg/em? [mm] [mg] | matryce
* [mg] *% **k% [mg]
Zasada selegiliny
SKCP-I 226+15 24,3 9,2 11,0 | 83,6 - 13,4°
7
SKCP-II 26,6 £ 3,8 28,6 14,1 | 27,7 | 50,9 - 12,5¢
SKHc 14,3+0,4 25,3 5 0,3 11,0 2,7 - 14,07
Mikrokapsutki etylocelulozy z zasada selegiliny (1:1)
SKHc-EC1-I 104,3+2,8 60,4 11,2 | 36,0 | 31,1 48,6 445"
12-13
SKHc-EC1-Il | 147,9 £ 26,4 85,7 31,7 | 60,0 | 52,8 79,3 36,9"
Mikrokapsutki etylocelulozy z zasada selegiliny (2:1)
SKCP-EC 40,2+£3,1 60,6 4,3 10,6 | 40,6 25,0 10,9¢
SKHc-EC2-I | 105,1 £10,6 60,9 12 -13 10,5 | 23,0 | 45,7 52,6 42,0"
SKHc-EC2-1l | 141,5+2,9 82,0 194 | 37,0 | 524 70,4 51,7"

4 _ objasnienia — Metodyka, p. 5.4.
* — zawarto$¢ oznaczona analitycznie, ** — zawartos¢ teoretyczna [mg], *** — zawarto$¢ w
odniesieniu do teoretycznej [%]

¢ _ carbopol, " — Hydroksyetyloceluloza
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W celu otrzymania krazkow zawierajgcych zasade selegiliny w
mikrozbiornikach, do roztworu CP i HEC wprowadzano roztwér (w chlorku metylenu)
tej substancji leczniczej z etylocelulozg (w stosunku 1:1 lub 1:2). Obserwacje
mikroskopowe uzyskanych uktadow wykazaly, ze zastosowanie mieszadia
lopatkowego przy wprowadzaniu roztworu chlorku metylenu do 2% roztworu HEC
zapewnia utworzenie homogennej i trwatej dyspersji o wielkosci czastek ponizej 200
um (ryc. 36 a, b). Zastosowanie mieszadta topatkowego przy sporzadzaniu
analogicznej dyspersji (w stosunku 2:1) z 1% roztworem Carbopolu okazalo sie
niemozliwe. W obrazie mikroskopowym tworzonego uktadu obserwowano duze
nieregularne, czesto silnie wydtuzone czastki (ryc. 36 c) i z tego powodu zdecydowano
0 zmianie sposobu mieszania przy sporzadzaniu tej formulacji. Zastosowanie
mieszadfa typu Ultra-Turrax zapewniato co prawda lepszg homogennosé ukfadu i
utworzenie zawiesiny sferycznych czastek, ale ich wielkos¢ byta zbyt duza, nawet do
500 — 700 um (ryc. 36 d), dlatego dalsze modyfikacje sktadu dotyczyly wylgcznie
uktadoéw zawierajgcych HEC.

Krazki zawierajace mikrokapsutki z zasadg selegiliny charakteryzowaly sie
dobrymi wtasciwosciami mechanicznymi. Z powodu obecnosci w ich sktadzie
etylocelulozy, krazki te posiadaty wiekszg gestosé, niz krgzki z substancjg leczniczg w
postaci wolnej.

Ryc. 36. Obraz mikroskopowy roztworu EC i zasady selegiliny w chlorku metylenu
zdyspergowanego w 2% roztworze HEC (mieszadto topatkowe): (a) w stosunku 2:1, (b) w
stosunku 1:1 oraz w 1% Carbopolu w stosunku 2:1: (c) mieszadto topatkowe lub (d) mieszadto
Ultra-Turrax (znacznik skali=100 um).
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Przedstawione w tabeli 30 dane dotyczace sktadu krgzkéw wskazuja, ze w
wyniku liofilizacji uktadow dyspersyjnych zawierajacych zasade selegiliny w formie
wolnej, dochodzito do utraty substancji leczniczej, zwigzanej z jej sublimacjg w
warunkach procesu liofilizacji. Najwiekszy spadek zawartosci selegiliny (o ok. 97% w
stosunku do wartosci teoretycznej) dotyczyt krgzkbw  wykonanych  z
hydroksyetylocelulozy typu SKHc, dla ktérych oznaczona zawarto$¢ substancji
leczniczej wynosita jedynie 0,3 mg, zamiast 11,0 mg (wartos¢ teoretyczna). Tak duzych
strat substancji leczniczej podczas sublimacji nie notowano w przypadku stosowania
Carbopolu jako matrycy krazka, a straty te byly tym mniejsze, im mniejsza byfa ilosé
selegiliny wprowadzana do roztworu polimeru mukoadhezyjnego przed suszeniem i
wynosity ok. 50% dla krgzkéw SKCP-Il oraz 16% w przypadku krgzkéw SKCP-I.

Wprowadzenie do matrycy krazka, wykonanego z HEC, zasady selegiliny
zamknietej w otoczce mikrokapsutek z etylocelulozy, pozwalalo na ograniczenie ubytku
substancji leczniczej, ale mimo to jej straty byly istotne i wynosity zazwyczaj ok. 50%.
Wyjatek stanowity tylko krazki typu SKHc-EC1-1, ktére w trakcie suszenia tracity ok.
68% dawki substancji leczniczej. Zauwazono, ze w trakcie liofilizacji z powierzchni
plytki (ok. 24 cm?® dochodzito do sublimacji zawsze okreslonej, podobnej ilosci
selegiliny (ok. 300 mg w przypadku suszenia dyspersji z mikrokapsutkami 1:1 oraz ok.
150 mg w przypadku dyspersji z mikrokapsutkami 2:1), co wskazuje na mozliwosc
zatrzymywania (wigzania) selegiliny przez etyloceluloze, tym wiekszg im wiekszy jest
udziat polimeru w sktadzie krgzka. Zawartos¢ selegiliny w krazkach z mikrokapsutkami
wzrastata takze przy wprowadzaniu do roztworu HEC dwukrotnie wiekszej objetosci
roztworu etylocelulozy z zasadg selegiliny (SKHc-EC1-Il i SKHc-EC2-II). Najwiekszg
zawartoscig substancji leczniczej (31,7 mg) charakteryzowaty sie krazki typu SKHc-
EC2-Il, zawierajgce mikrokapsutki przygotowane z zasady selegiliny i etylocelulozy w
stosunku 1:1.

Badanie dostepnosci farmaceutycznej zasady selegiliny z  krgzkow
zawierajacych forme wolng substancji lub mikrokapsuiki, prowadzono stosujgc jako
ptyn akceptorowy bufor fosforanowy pH 7,4 (Metodyka, p. 6.3.). Wyniki badania

zebrano w tabeli 31 i zaprezentowano graficznie na ryc. 37.
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Tab. 31. Uwalnianie zasady selegiliny z krgzkéw liofilizowanych [% uwolnionej dawki]

: Czas [h
Rodzaj badanych [h]
krazkéw
1 2 4 6 24
Zasada selegiliny w hydrozelu
SKCP-| 62,3 + 15,7 90,8 +4,3 99,6 +7,4 95,1 +8,2 -
SKCP-II 74,3+11,6 93,9+2,7 99,6 +5,9 92,1+1.3 89,6 +2,2
SKHc 72,6 £9,3 91,5+95 99,2+ 12,6 92,0+ 14,0 82,5+11,5
Mikrokapsutki (etyloceluloza : zasada selegiliny 1:1)
SKHc-EC1-I 147+3,1 23,044 34,6 +5,6 439 +6,7 72,0+ 11,8
SKHc-EC1-1I 123+2,0 18,2+2,2 26,2+28 31,8+3,6 53,6+7,3
Mikrokapsutki (etyloceluloza : zasada selegiliny 2:1)
SKCP-EC 309+7,4 37,255 38,4+8,6 42,7+ 14,4 38,7+ 7,6
SKHc-EC2-I 16,8 + 3,8 25,3+5,8 37,1+7.1 46,9+7,5 68,6 + 13,4
SKHc-EC2-II 14,2 £0,7 20,4+0,9 31,7+5,0 41,3+8,7 60,5+ 7,6
« D
120 —— SKCP-I
& SKCP-II
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Ryc. 37. Uwalnianie zasady selegiliny z krgzkéw liofilizowanych.
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Profile uwalniania zasady selegiliny uzyskane dla 3 rodzajow krazkow
zawierajacych substancje leczniczg w formie wolnej, byly niezaleznie od dawki
substancji leczniczej oraz rodzaju polimeru budujacego matryce krgzka. W 1 h badania
z tych krazkow uwolnito sie srednio od 62,3% (SKCP-I) do 74,3% (SKCP-Il) zawartej
dawki selegiliny, natomiast w 2 h wartosci te przekroczyly 90%, co wskazuje, ze
matryca polimerowa, bez dodatkowej modyfikacji skladu krazka nie zapewnia
przedluzonego uwalniania zasady selegiliny.

Krazki zawierajgce mikrokapsutki z zasadag selegiliny charakteryzowaly sie
przedtuzonym uwalnianiem substancji leczniczej. Z kragzka typu SKCP-EC, ktérego
matryce stanowit Carbopol, z nieznanych przyczyn uwalnianie substancji leczniczej
zostato zahamowane po 2 h, gdy uwolnito sie tylko ok. 40% dawki. Kinetyka uwalniania
z krgzkow HEC zawierajgcych mikrokapsutki etylocelulozy z zasadag selegiliny byta
podobna dla wszystkich badanych ukladéw. Nie obserwowano istotnych réznic w
profilu uwalniania pomiedzy kragzkami zawierajgcymi mikrosfery o r6znym udziale EC i
selegiliny (SKHc-EC1-I i SKHc-EC2-1), natomiast wzrost udzialu EC w masie krgzkow,
zwigzany z wprowadzeniem dwukrotnie wiekszej ilosci sktadnikbw budujgcych
mikrokapsutki, powodowat dalszy spadek szybkosci uwalniania (krazki SKHc-EC1-1 i
SKHc-EC2-Il). Przez 24 h z krazkéw zawierajgcych mikrokapsutki z etylocelulozy
uwolnito sie srednio od ok. 54% (SKHc-EC1-1l) do ok. 72% (SKHc-EC1-1) dawki
selegiliny.

W celu okreslenia wptywu zmiany ksztattu krgzka na szybkos¢ uwalniania
selegiliny, niektore z krgzkéw (m. in. typu SKHc-EC1-1l) zawierajacych mikrokapsutki
przed badaniem zgniatano odwaznikiem 500 g, symulujgc nacisk w trakcie aplikaciji.
Okazalo sie, ze zmiana geometrii krgzka spowodowana jego prasowaniem nie

wplywata na szybkos¢ uwalniania zasady selegiliny (ryc. 38).
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Ryc. 38. Wplyw geometrii krgzka na szybko$¢ uwalniania zasady selegiliny z krgzka
liofilizowanego typu SKHc-EC1-1l (D — krgzek prasowany).

Przenikanie selegiliny przez bton e sluzow g policzka swini

Badanie przenikania selegiliny przez btone Sluzowg policzka Swini
przeprowadzono dla nastepujacych form, zawierajgcych chlorowodorek lub zasade tej
substancji leczniczej (Metodyka, p. 6.4.):

- roztwoér wodny chlorowodorku selegiliny,

- roztwor zasady selegiliny w makrogolu 600,

- dyspersja zasady selegiliny w 2% roztworze HEC,

— kragzek zawierajgcy roztwor ChS (KCn-ChS i KO-ChS) lub powlekany
mikrogranulat sieciowanej pektyny z ChS (KCn-GE),

— krazek zawierajacy zasade selegiliny w matrycy CP (SKCP-I),

- krgzek zawierajgcy mikrosfery etylocelulozy z zasadg selegiliny typu: SKHc-
EC1-I.

Niezaleznie od postaci i formy selegiliny na powierzchnie bfony $luzowej
nanoszono ilos¢ preparatu zawierajagcg ok. 5 mg selegiliny (w przeliczeniu na
chlorowodorek). Wyniki przenikania uzyskane dla poszczegélnych uktadéw (w
przeliczeniu na chlorowodorek) zebrano w tabeli 32 i przedstawiono graficznie na ryc.
39.
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Tab. 32. Przenikanie selegiliny z roztworu, dyspersji i krgzkéw liofilizowanych (objasnienia
symboli w tekscie) przez btone $luzowg policzka $wini [ug/cm?®, X + sd]

Czas [h]

Badana postaé**
1 2 3 4 5 6 7 8

Forma selegiliny: chlorowodorek

RozZtwér 91+ | 131 | 140 | 166 | 19,7 | 194 | 225
(n=8) o - 4,5 +43 | +49 | +58 | +65 | £85 | 10,2
KCn-ChS 81+ | 108 | 118 | 12,7 | 143 | 151 | 182
(n=3) W - 2,5 +36 | +32 | +13 | 07 | £21 | 1.8
KO-ChS 70+ | 72% | 72+ | 73+ | 7,7+ | 71+ | 83+
(n=4) - 14 1,0 0,6 0,9 12 17 17

KCn-GE 49+ | 61+ | 74+ | 84+ | 97+ | 112 | 128
(n=4) M - 1,2 1,0 2,3 17 3,0 +43 | £52

Forma selegiliny: zasada

Roztwor 66+ | 81zt 10,1 12,3 17,0
(n=2)* W 0,2 0,6 - +0,3 - + 0,4 - +1,2
Dyspersja W 10,6 25,0 B 38,9 B 42,2 B 49,9
(n=3) +19 | +1,8 +3,8 +1,4 +3,0
SKCP-| 22,3 33,8 39,6 47,4
(n=2)* A +0,7 - +4,7 - +7,8 - +4,9
SKHC-ECL- 72+ | 147 22,5 278 32,1
(n=5) M 06 +3,38 - +4,5 - +5,3 - +8,5

* - podano X %, gdzie r = rozrzut

** . W — preparat z niemodyfikowang forma selegiliny, M — krgzki z mikrozbiornikami z selegiling,

Uzyskane wyniki wskazujg, ze o intensywnosci przenikania selegiliny przez
btone $luzowa policzka decyduje forma tej substancji leczniczej — ChS przenika stabiej
niz zasada selegiliny. Najwieksza szybkoscig przenikania chlorowodorku selegiliny,
sposrod wszystkich badanych uktadéw zawierajacych te forme substancji leczniczej,
obserwowano dla roztworu wodnego. Niewiele mniejszg szybkos¢ przenikania
oznaczono dla krgzka liofilizowanego zawierajgcego ChS, zbudowanego z karmelozy
sodowej (KCn-ChS), natomiast wprowadzenie do tej samej matrycy mukoadhezyjnej
mikrogranulatu z ChS (KCn-GE) spowodowato spowolnienie procesu przenikania.

Podobny profil szybkosci przenikania selegiliny przez btone sluzowg policzka
uzyskano dla roztworu zasady selegiliny w makrogolu, chociaz spodziewano sie, ze

wzrost lipofilowosci substancji zwiekszy przenikanie. Mate przenikanie przez btone
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Sluzowg z tego uktadu wynika z bardzo dobrej rozpuszczalnosci selegiliny w makrogolu
i niekorzystnego wspotczynnika podziatu rozpuszczalnik/btona sluzowa. Efekt promociji
wchtaniania uzyskano natomiast, gdy zasada selegiliny (w formie wolnej) znajdowata
sie w krazku Carbopolu (SKCP-I) lub w Zelu z hydroksyetylocelulozy, w ktorych to
uktadach nie rozpuszczajac sie tworzyta dyspersje. Inkorporowanie do krgzka z HEC
mikrokapsutek z zasadg selegiliny spowodowato spowolnienie przenikania w stosunku
do obserwowanego dla ,wolnej” zasady, ale przenikanie bylo wieksze niz w przypadku
uktadow zawierajgcych ChsS.

r e CHS rOZEWOT A
] o KCN-ChS
O K O-ChS

90 1| et C1-GE —

—
‘\E SKCP-I ; , ~—
?O,, 40 o | === ==7S roztwor %— —
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Ryc. 39. Przenikanie selegiliny (ZS — zasady lub ChS — chlorowodorku) z roztworu, dyspersiji i
krgzkow liofilizowanych przez blone $luzowg policzka swini (objasnienia symboli — tab. 32).

llos¢ selegiliny przenikajgca w czasie 8 h badania do blony sluzowej,
wykrywana na drodze 2-etapowej (36-godzinnej) ekstrakcji przedstawiona zostata na
ryc. 40. Najwieksza ilos¢ selegiliny (zasady) ulegta przenikaniu z krgzka Carbopolu,
dyspersji w 2% roztworze HEC oraz krgzka z mikrokapsutkami (odpowiednio 370,5 ug,
324,3 ug i 294,4 pg). Chlorowodorek selegiliny przenikat w najwiekszej ilosci do btony
Sluzowej z roztworu oraz krazka typu KCn-ChS. W obu przypadkach ekstrahowano z
btony sluzowej ok. 180 — 210 pg ChS. Znacznie mniejsze ilosci selegiliny oznaczano w
btonie $luzowej po przenikaniu z roztworu zasady selegiliny (ok. 125 pg) oraz krazkow
KO-ChS i KCn-GE (57 — 60 ug).
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Ryc. 40. llos¢ selegiliny oznaczona w btonie $luzowej po 8 h przenikania substancji (ChS —
chlorowodorek selegiliny, ZS — zasada selegiliny) z r6znych nosnikow.

Uzyskane wyniki wskazujg, ze niezaleznie od postaci leku, ilos¢ ChS
przenikajaca przez btone Sluzowa jest niewielka i stanowi tylko do 0,4% catkowitej
dawki substancji zawartej w aplikowanym preparacie. llosci wykrywane w bfonie
Sluzowej po ekstrakcji stanowig od 0,6% (krazek Orabase — KO-ChS) do 2,2% (roztwor
ChS). Tak mate przenikanie nalezy tlumaczy¢ stopniem dysocjacji selegiliny.
Przenikanie nastepowato ze srodowiska o pH 5,4. Bioragc pod uwage pK, selegiliny
(7,5) mozna obliczy¢, ze w tym pH tylko 0,7% jest w postaci niezdysocjowanej, zdolnej
do przenikania przez btony biologiczne.

Zmiana formy selegiliny na zasade spowodowata ponad dwukrotne zwiekszenie
przenikania substancji leczniczej przez btone sluzowg policzka swini. W tym przypadku
ilosci selegiliny wykrywane w blonie sluzowej, po 8 h aplikacji, stanowity 4 — 5% dawki

substancji leczniczej zawartej w tych formach.
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V. OMOWIENIE WYNIKOW

Prezentowane badania dotycza mozliwosci opracowania nowej formy
farmaceutycznej  selegiliny —  bioadhezyjnego liofilizatu  dopoliczkowego,
charakteryzujacego sie przediuzonym uwalnianiem tej substancji leczniczej. Zalozono
w pracy, ze nowy preparat bedzie miat postac liofilizowanego krazka. Krazek po
aplikacji na blone sluzowg policzka, dzieki obecnosci polimeru mukoadhezyjnego
(stanowigcego matryce krgzka), powinien utrzymywac sie w miejscu podania przez
kilka godzin (4-6) i uwalnia¢ przez ten czas substancje leczniczg. Opracowywana
posta¢ farmaceutyczna, w odréznieniu od istniejacych na rynku doustnych form ChS,
powinna charakteryzowac sie przediuzonym uwalnianiem substancji leczniczej, ktora
ma wchtania¢ sie przez btone sluzowg policzka do krwiobiegu. Umozliwi to znaczng
redukcje metabolizmu watrobowo — jelitowego selegiliny, a tym samym pozwoli ha
obnizenie dawki substancji leczniczej z zachowaniem skutecznosci terapeutycznej
(patrz str. 43). Zatozono, ze szybkos¢ uwalniania selegiliny z postaci leku powinna by¢é
niezalezna od witasciwosci matrycy mukoadhezyjnej krazka, a regulowana jedynie
przez  zastosowanie  odpowiednich  mikrozbiornikébw  substancji  leczniczej,
inkorporowanych w liofilizacie.

Prace nad otrzymaniem mikrozbiornikbw zawierajacych  selegiline,
charakteryzujacych sie przediuzonym uwalnianiem substancji leczniczej dotyczyty
takich form jak: peletki powlekane, mikrokapsutki, mikrosfery oraz sieciowany
mikrogranulat. Aby uzyskac¢ odpowiednie profile uwalniania substancji leczniczej, przy
sporzadzaniu tych form korzystano z polimeréw nierozpuszczalnych w wodzie np.:
etylocelulozy, kopolimerow kwasu metakrylowego oraz polimeréw sieciowanych.
Najczesciej formowano mikrozbiorniki i inkorporowano je do matrycy polimerowej w
osobnych procesach, lecz poza tym przygotowano takze krgzki zawierajgce
mikrokapsutki etylocelulozy z zasada selegiliny tworzac je ,in situ”, w trakcie etapu
liofilizacji krgzka mukoadhezyjnego. Badania nad otrzymywaniem krgzkéw
liofilizowanych prowadzono dla dwoch form selegiliny: chlorowodorku oraz zasady.

Mimo jasno okreslonego celu badan, nie ograniczono sie tylko do poszukiwan
ostatecznej postaci aplikacyjnej, ale kazdy z etapOw projektu starano sie realizowaé
mozliwie szeroko, traktujgc selegiline jako substancje modelowg (z tego tez powodu
korzystano z dwoch roznych form selegiliny o odmiennych wihasciwosciach
fizykochemicznych — chlorowodorku i zasady). Takie postepowanie umozliwiato lepsze
poznanie specyfiki tworzenia doustnych form w procesie liofilizacji i rozwijato wiedze na

temat mozliwosci wykorzystania tej techniki suszenia ochronnego do opracowania w
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przysziosci matryc  zawierajacych inkorporowane preparaty  peptydowe

(biotechnologiczne).

Wybadr polimeru mukoadhezyjnego stanowigcego matryce krgzka

Badania nad opracowaniem nowej dopoliczkowej formy charakteryzujacej sie
przedtuzonym  uwalnianiem  selegiliny rozpoczeto od doboru  polimeru
mukoadhezyjnego, ktéry stanowigc matryce krazka liofilizowanego zapewniatby
odpowiednie utrzymanie formy w miejscu aplikacji. Do badan wytypowano nastepujgce
polimery hydrofilowe: karbomer (Carbopol 974P), pektyne, alginian sodu, karmeloze
sodowg, hydroksyetyloceluloze, Gantrez MS 955 (mieszanina soli sodowej i wapniowej
kopolimeru kwasu maleinowego oraz eteru winylo-metylowego) oraz mieszaninge 3
polimeréw (zelatyny, karmelozy sodu i pektyny) wystepujaca w preparacie handlowym
0 nazwie Orabase [113]. Wszystkie oceniane polimery posiadajg uznane wtasciwosci
adhezyjne, udokumentowane w licznych publikacjach [20, 24, 65, 70], jednakze
brakuje w pismiennictwie informacji na temat mozliwosci wykorzystania tych substancji
w tworzeniu dopoliczkowych form liofilizowanych.

Krazki liofilizowane placebo otrzymywano przez suszenie sublimacyjne
roztworéw wodnych wymienionych polimeréw, po uprzednim rozdozowaniu do gniazd
blistrow. Chociaz opracowywana posta¢ leku miata mie¢ forme liofilizatu doustnego,
badania mukoadhezji przeprowadzono nie tylko dla formy liofilizowanego krazka, ale
takze dodatkowo dla dwdch innych potencjalnych postaci leku — zeli oraz dyskéw
prasowanych (tabletkowanych). Oceniano w ten sposéb wplyw postaci
farmaceutycznej polimeru na jego wlasciwosci mukoadhezyjne.

Badania mukoadhezji w warunkach in vitro prowadzono przy uzyciu analizatora
tekstury wyposazonego w przystawke A/Muc zapewniajgcg wykonanie testow w
srodowisku zblizonym do fizjologicznego. Niestety, mimo duzej popularnosci pomiaréw
tensometrycznych w okreslaniu wtasciwosci mukoadhezyjnych polimeréw, w dalszym
ciggu brak jest standardowych procedur prowadzenia tego typu analiz. Konieczna wiec
byta optymalizacja metodyki badania polegajgca na doborze takich parametréw jak:
sposob zwilzania badanego materiatu, szybkos¢ przesuwania gtowicy pomiarowej,
czas trwania i sita docisku (tabela 19). Aby uprosci¢ model badawczy, zrezygnowano z
uzywania naturalnej btony sluzowej i zastgpiono jg warstwg zelatyny lub dyskiem
celulozowym nasgczonym 10% roztworem mucyny [31, 32, 39—43]. Do odpowiedniego
mocowania tych warstw w przystawce A/Muc, uzywano kleju cyjanoakrylowego lub
dwustronnej tasmy klejacej [31, 41].

Korzystajac z analizatora tekstury, wykonano w sumie ponad 500 pomiaréw

mukoadhezji (dla kazdego badanego ukfadu co najmniej 6 powtorzen), dzieki czemu
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mozliwe bylo potwierdzenie przydatnosci zaproponowanego modelu badawczego i
opracowanie odpowiedniej metody analizy danych pomiarowych. Wyniki badania
przedstawiano graficznie jako zaleznos¢ pomiedzy sita odrywania polimeru od
substytutu btony Sluzowej i czasem trwania testu, a dzieki zastosowaniu
odpowiedniego oprogramowania wyliczano prace mukoadhezji (wyrazong w pJ), ktora
w sposob ilosciowy okreslata wtasciwosci polimerow. Poniewaz w literaturze fachowej
nie znaleziono wytycznych dotyczacych matematycznej analizy danych pomiarowych,
w obliczeniach korzystano z dwoch opracowanych wzoréw, uwzgledniajgcych rozne
profile krzywych uzyskanych w trakcie badania (str. 73).

Analizujgc uzyskane wyniki (tabela 25) zaobserwowano, ze zaréwno postac
farmaceutyczna polimeru, jak rowniez rodzaj warstwy nasladujacej naturalng bfone
sluzowa, majg wplyw na mierzone wartosci pracy mukoadhezji. Wartosci najnizsze
uzyskano dla roztworow polimerdw, natomiast znacznie silniej z btong sluzowg wigzaly
sie polimery w formie preparatow staltych (dyskow prasowanych oraz krazkéw
liofilizowanych). Co ciekawe, mimo ze masa polimeru mukoadhezyjnego uzytego do
przygotowania dyskow prasowanych, a w konsekwencji gestos¢ dysku, byta od ok. 4
do nawet 25 razy wieksza niz masa liofilizowanych krazkéw polimerowych placebo, to
wiasnie forma liofilizatu zapewniata najsilniejsza mukoadhezje polimeru do btony
Sluzowej w zaproponowanych warunkach badania in vitro. Prawdopodobnie tak
korzystne witasciwosci krazkow wynikaly z wewnetrznej struktury liofilizatu, ktérg
charakteryzuje duza porowatosc i silna higroskopijnos¢. Cechy te zapewniaty dobre
zwilzenie preparatu, a takze szybka hydratacje tancuchow polimeru, dzieki czemu
mozliwe bylo natychmiastowe, trwale potaczenie krazkéw liofilizowanych z btong
Sluzowa. Wyzsze wartosci pracy mukoadhezji krazkow liofilizowanych uzyskano dla
modelu wykorzystujacego 10% roztwor mucyny, co prawdopodobnie wynikalo z
interakcji pomiedzy tancuchami badanych polimeréw i mucyny.

Aby oceni¢ wplyw pH roztworu polimeru poddawanego suszeniu
sublimacyjnemu na jego whasciwosci adhezyjne, przygotowano roztwory Carbopolu i
pektyny o wzrastajgcej wartosci pH od 3 do 6. Okazalo sie, ze alkalizacja roztworu
Carbopolu  umozliwialta uzyskanie liofilizatbw o lepszych  whasciwosciach
mechanicznych, w przeciwienstwie do form otrzymanych z pektyny. Im wyzsze byto pH
roztworu pektyny poddawanego liofilizacji, tym nizsza byta wytrzymatos¢é i gorsza
jakos¢ sporzadzonych kragzkéw. Nie udalo sie natomiast jednoznacznie okresli¢, czy
pH roztworu polimeru i otrzymanego z tego roztworu krgzka decyduje o wiasciwosciach
adhezyjnych tych preparatéw. Co prawda wzrost pH krazka Carbopolu z pH 3 do pH 6
spowodowat 2-krotny wzrost wartosci pracy adhezji mierzonej z udzialem warstwy

mucyny (tabela 25), ale nie potwierdzity tego wyniki uzyskane przy pomiarach z
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warstwg zelatyny. Dodatkowo, na przyktadzie krgzkéw wykonanych z tych dwdch
polimerow badano, czy wstepne prasowanie, nasladujgce warunki aplikacji, wptywa na
site ich adhezji do biony sluzowej. Wykazano, ze zmiana ksztaltu, spowodowana
prasowaniem krgzkéw, niezaleznie od materiatu stanowigcego matryce, nie ma wptywu
na ich wiasciwosci adhezyjne (ryc. 26). Interesujgce byly takze wyniki pracy
mukoadhezji oznaczone dla krgzkéw Carbopolu, w matrycy ktérych inkorporowano
celetki o wielkosci 200 — 300 um. Okazato sie, ze wprowadzenie mikrozbiornikéw do
skladu kragzka, prawdopodobnie z powodu zmiany struktury wewnetrznej liofilizatu,
zapewnialo wzrost jego adhezji tym wiekszy, im wiekszy byt udziat czagstek w krgzku
(ryc. 27).

Podsumowujac ten etap badan mozna stwierdzié, ze analizator tekstury
wyposazony w przystawke A/Muc jest cennym narzedziem badawczym w oznaczaniu,
w warunkach in vitro, mukoadhezyjnych wihasciwosci polimeréw. Na podstawie
uzyskanych wynikéw mozliwe bylo okreslenie grupy polimeréw wyrdzniajgcych sie
wysokimi wartosciami pracy mukoadhezji, niezaleznie od tego, jakg hadano im postac
farmaceutyczng (tabela 25). Do grupy tej nalezaly: karmeloza sodowa, Carbopol oraz
mieszanina Orabase, ktorych dobre wiasciwosci adhezyjne opisano takze w
piSmiennictwie [22, 39, 64, 67, 113, 114]. Te polimery, a takze hydroksyetyloceluloze,
wykazujgcg bardzo dobre wiasciwosci adhezyjne w formie liofilizowanej,
wykorzystywano w dalszych badaniach, opracowujgc ostateczng forme aplikacyjna.

W celu potwierdzenia wynikbw uzyskanych w warunkach in vitro, krgzki
liofilizowane Carbopolu (otrzymane z roztworu o pH 3 i pH 6) oraz krgzki Orabase
(placebo), badano takze w warunkach in vivo na 5 ochotnikach, ktérzy umieszczali je w
jamie ustnej, w przestrzeni miedzy gérnym tukiem zebow a policzkiem (badanie miato
charakter prébny i nie zostalo opisane w pracy). Badane formy wykazywaly bardzo
dobrg adhezje do btony $luzowej, natomiast tylko w przypadku krazkéw Carbopolu o
pH 3, ochotnicy skarzyli sie na nieprzyjemny — kwasny smak tej postaci.
Prawdopodobnie z tego powodu wzrastata produkcja i przeptyw sliny w jamie ustnej i
przez to formy te ulegaly rozpuszczeniu lub rozpadowi juz po ok. 30 min. Czas
przebywania krgzkéw pozostatych typdw w miejscu aplikacji byt znacznie diuzszy i
wynosit ok. 2 h w przypadku kragzkéw alkalizowanego Carbopolu i nawet ok. 6 h dla
kragzkébw Orabase, co potwierdzito celowos¢ uzywania polimerow, wytypowanych w

badaniu in vitro, w dalszych etapach pracy.
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Sporzgdzenie krgzkow zawierajgcych roztwor ChS

Po wylonieniu polimeréw o dobrych whasciwosciach adhezyjnych, a
jednoczesnie tworzacych liofilizaty o zadowalajgcych wiasciwosciach mechanicznych,
wykonano z ich udziatem matryce krazkoéw, do ktérych wprowadzano substancje
lecznicza. Poczatkowo badania dotyczyly chlorowodorku selegiliny, ktéry jako
substancja bardzo dobrze rozpuszczalna w wodzie (>1 g/ml), bez trudu rozpuszczano
w roztworach polimerow hydrofilowych przed liofilizacja. W ten sposéb ChS (w formie
~wolnej” substancji) inkorporowano do krazkéw wykonanych z: Carbopolu, karmelozy
sodowej, Orabase, hypromelozy (zastosowano 3 rézne rodzaje tego polimeru réznigce
sie lepkoscig roztworu) oraz metylocelulozy.

W wyniku liofilizacji tych uktadow uzyskano krazki o réznych wiasciwosciach
mechanicznych. Odpowiednig wytrzymaloscig charakteryzowaly sie krazki wykonane z
karmelozy sodowej (KCn-ChS), Orabase (KO-ChS), Carbopolu (KCP-ChS) i
hypromelozy typu Pharmacoat 615 (KHm-ChS), natomiast liofilizacja roztworéw
pozostatych typow hypromelozy (Metolose 60 SH 50 i Metolose 60 SH 4000) oraz
metylocelulozy nie zapewniata otrzymania krgzkow zadowalajacej jakosci (ryc. 29).

Aby oceni¢ wplyw dodatku ChS w formie substancji na wtasciwosci adhezyjne
krazkdw, przeprowadzono badanie mukoadhezji w warunkach in vitro z
wykorzystaniem 10% roztworu mucyny. Na przyktadzie krgzkéw typu KCn-ChS
wykazano, ze wprowadzenie substancji leczniczej do matrycy krazka (ChS stanowit ok.
42% masy krgzka) wykonanego z karmelozy sodowej nie zmniejsza jego sity adhezji
do btony sluzowej, przeciwnie uzyskana wartos¢ pracy mukoadhezji byta 2-krotnie
wieksza od wartosci zmierzonej dla krazka placebo (ryc. 28). Tak duzy wzrost pracy
mukoadhezji wynikat prawdopodobnie z 2-krotnie wiekszego udziatu polimeru w masie
krazka z ChS, w stosunku do postaci placebo.

Krazki o dobrych wtasciwosciach mechanicznych zostaty wytypowane do badan
dostepnosci farmaceutycznej, przy czym dla krazkéw wykonanych z Carbopolu
oceniano takze wptyw wstepnego prasowania na szybkosé uwalniania ChsS.

Uzyskane wyniki (tabela 26, ryc. 30) wskazujg, ze o szybkosci uwalniania ChS
z liofilizowanego krazka decydujg wlasciwosci polimeru tworzacego matryce, co jest
Zjawiskiem niekorzystnym dla opracowywanego ukladu. Mimo ze zastosowanie
karmelozy sodowej oraz mieszaniny Orabase jako matrycy krazka liofilizowanego,
zapewnialo przediuzone uwalnianie ChS przez 4-6 h, tego samego efektu nie
uzyskano w przypadku krgzkéw zbudowanych z Carbopolu i hypromelozy. Wynikato to
przede wszystkim z r6znego zachowania kragzkéw w plynie akceptorowym: zwilzone

matryce Orabase i karmelozy tworzyly hydrozel, natomiast matryce wykonane z
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Carbopolu i hypromelozy ulegaty catkowitej erozji juz w ciggu ok. 30 min, szybko
uwalniajgc calg dawke substancji leczniczej. Ponadto okazato sie, ze zmiana geometrii
krazka Carbopolu, zwigzana z jego zgnieceniem, powodowata dalszy wzrost szybkosci
uwalniania. Poniewaz zatozeniem pracy bylo otrzymanie form o przedtuzonym
uwalnianiu, niezaleznym od witasciwosci matrycy mukoadhezyjnej, postanowiono do
matryc polimeréw mukoadhezyjnych inkorporowa¢ ChS w formie mikrozbiornikow,

kontrolujgcych uwalnianie substancji leczniczej.

Tworzenie mikrozbiornikdw ChS

W trakcie dalszych badan opracowano metody otrzymywania réznych form
mikrozbiornikbw zawierajacych ChS, m. in: powlekanych peletek, mikrosfer oraz
mikrogranulatu.

Ze wzgledu na duzg popularnos¢ we wspotczesnej technologii postaci leku,
pierwszym analizowanym typem mikrozbiornikbw byly peletki, otrzymywane metodg
ekstruzji i sferonizacji. Aby uzyska¢ formy charakteryzujgce sie przedtuzonym
uwalnianiem, sporzadzone rdzenie powlekano filmem polimerowym. Wytypowano
etyloceluloze jako polimer powlekajacy i kontrolujgcy uwalnianie, z kinetykg niezalezng
od pH srodowiska [1].

Sporym jednak problemem okazat sie wybdr odpowiedniej metody powlekania
mikrozbiornikbéw, co wynikato nie tylko z niewielkich rozmiaréw czastek, ale takze z
matej wielkosci serii (ponizej 5 g). Poczatkowo podjeto probe tworzenia otoczki z
etylocelulozy na rdzeniach peletek metodg koacerwacji, z wykorzystaniem zjawiska
wytrgcenia etylocelulozy z roztworu cykloheksanu podczas chiodzenia ukfadu [115].
Niestety, mimo wielu préb modyfikacji sktadu i sposobu prowadzenia procesu, nie
udato sie opracowaé skutecznej metody mikrokapsutkowania rdzeni peletek. Peletki po
zakonczeniu powlekania nie posiadaty kompletnej otoczki, co potwierdzono zaréwno w
obserwacjach mikroskopowych, jak rowniez w badaniu dostepnosci farmaceutycznej.

Kolejna préba tworzenia otoczek na rdzeniach peletek polegata na ich
powlekaniu w warstwie fluidalnej wodng dyspersja etylocelulozy. Poniewaz minimalny
wsad do komory zastosowanego aparatu fluidalnego typu Uni-Glatt wynosi ok. 200 g,
konieczne byto uzupetnienie masy rdzeni o wieksze peletki placebo, ktére mozna byto
w tatwy sposob oddzieli¢ od wtasciwych mikrozbiornikow.

Stosujgc te metode udato sie powlec rdzenie o wielkosci 315 — 630 um, a
utworzona otoczka (ryc. 18) zapewniata przedtuzone uwalnianie ChS z peletek (tabela
22, ryc. 19). Najkorzystniejszy profil uwalniania uzyskano stosujgc zwiekszong ilos¢
dyspersji etylocelulozy, co jednak wydluzyto proces (uktad P-l). Niestety, pomimo

zadowalajacej szybkosci uwalniania substancji leczniczej uznano, ze wielkos¢ peletek
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uniemozliwi otrzymanie odpowiedniej formy krazka liofilizowanego, zaréwno ze
wzgledu na mozliwos¢ sedymentacji w roztworze polimeru adhezyjnego, jak rowniez z
powodu zbyt duzej ziarnistosci preparatu wyczuwanej przez pacjenta po aplikacji na
btone sluzowa.

Z powodu niskiej wydajnosci procesu otrzymywania peletek o wielkosci <315
um metodg ekstruzji i sferonizacji w kolejnym etapie pracy podjeto badania nad
opracowaniem metody tworzenia mikrozbiornikbéw, ktérych wielkos¢ miescitaby sie w
zakresie 100 — 200 pum.

Przy sporzadzaniu mikrosfer z ChS korzystano z dwoch metod opartych na
odparowywaniu lothego rozpuszczalnika organicznego z uktadu o/o (metoda 1) [116]
lub w/o/w (metoda 2) [117]. W obu metodach jako tworzywo mikrosfer stosowano
etyloceluloze.

Mikrosfery otrzymane metodg 1 charakteryzowaty sie odpowiednig wielkoscig
(40 — 150 pm), ksztaltem (ryc. 20) oraz wlasciwosciami. Formy te zapewnialy
przedtuzone uwalnianie ChS w warunkach in vitro przez 24 h (tabela 22, ryc. 19).

Zastosowanie metody 2 do sporzadzania mikrosfer z ChS okazato sie bardzo
trudne. Problemy dotyczyly zaréwno etapu otrzymywania czgstek, jego wydajnosci
(<30%), jak réwniez wiasciwosci mikrozbiornikbw. Bardzo niska zawartos¢ ChS w
mikrosferach tego typu byta prawdopodobnie wynikiem obecnosci zewnetrznej fazy
wodnej w ukladzie emulsyjnym, w ktorej badana substancja lecznicza jest bardzo
dobrze rozpuszczalna. Powodowato to szybkg dyfuzje ChS do fazy wodnej i tym
samym ograniczato mozliwo$s¢ zamkniecia substancji leczniczej w mikrosferach
polimerowych. Niepowodzenia w sporzadzaniu mikrosfer tg metodg spowodowaly, ze
zaniechano badan nad mikrozbiornikami otrzymywanymi metoda 2.

Kolejna metoda tworzenia mikrozbiornikow z ChS wykorzystywata zjawisko
sieciowania dwdéch naturalnych polimerow liniowych: niskoestryfikowanej pektyny
cytrusowej oraz alginianu sodu. Strukture tych polimeréow tworzg kwasy: D-
galakturonowy (pektyna) oraz kwas D-mannuronowy i kwas L-guluronowy (alginian
sodu), warunkujgce zdolnos¢ tych substancji do zelowania w obecnosci jonéw
dwuwartosciowych: Ca®*, Zn*, Sr** [118-120]. Mechanizm zelowania (sieciowania)
obu polimeréw polega na igczeniu kationdw z ujemnie naladowanymi grupami
karboksylowymi dwoch tancuchéw pektyny lub alginianu i w rezultacie potaczeniu ich
ze soba. Reakcja ta prowadzi do formowania uporzadkowanej struktury okreslanej jako
»€0g-box model” [97, 121].

Sieciowanie polimeru w roztworze zawierajgcym ChS (polimer:ChS - 2:1)
nastepowato w momencie kontaktu kropli tego roztworu z roztworem CacCl, (alginian

sodu) lub roztworem ZnSO, (pektyna). Zazwyczaj metoda ta umozliwia uzyskanie
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formy mikrokapsutek, natomiast celowe zastosowanie diugiego (24 h) etapu inkubacji
tworzonych form w srodowisku elektrolitu, miato zapewni¢ penetracje kationéw do ich
wnetrza i calkowite sieciowanie matrycy polimerowej, w wyniku czego otrzymywano
mikrosfery. W procesie sieciowania dgzono do minimalizacji objetosci pitynu
sieciujgcego, obawiajac sie znacznego przenikania ChS do plynu sieciujgcego i w
konsekwencji niskiej zawartosci substancji leczniczej w otrzymanych czastkach.

Mikrosfery o najkorzystniejszym wygladzie i najwyzszej zawartosci ChS
uzyskano metoda sieciowania alginianu sodu (ryc. 21 a) i dlatego ten rodzaj czastek
wykorzystywano w dalszych badaniach. Wielkos¢ otrzymanych mikrosfer z
sieciowanego alginianu wapnia wynosita ok. 1 mm, przez co nie nadawaly sie one do
bezposredniej inkorporacji w matrycy krazka liofilizowanego. Mikrogranulat (XA), o
wielkosci ziarna w zakresie 100 — 200 um, uzyskiwano w procesie mielenia czastek
(ryc. 21 b). Mimo znacznego rozdrobnienia, mikrogranulat zachowat zdolnosé
uwalniania substancji leczniczej w sposob przediuzony (tabela 23, ryc. 23). Wada tej
formy ChS byla natomiast stosunkowo niska wydajnos¢ inkorporacji substancji
leczniczej w sieciowanej matrycy, wynoszgca ok. 40% wartosci teoretycznej, co
wynikato z bardzo dobrej rozpuszczalnosci substancji leczniczej i prowadzenia procesu
sieciowania w srodowisku wodnym.

Zastosowanie pektyny w powyzszym procesie, pomimo doniesien 0 mozliwosci
tworzenia czastek sieciowanych z jonami Zn** [122, 123], nie zapewniato niestety
uzyskania mikrozbiornikbw o zadowalajgcych wiasciwosciach. Wynikato to przede
wszystkim z probleméw na etapie sieciowania. Juz w czasie wkraplania roztworu
pektyny z ChS do roztworu ZnSO,, obserwowano sklejanie tworzacych sie form w duze
aglomeraty, co znacznie utrudnialo penetracje jonéw Zn** do ich wnetrza i
uniemozliwiato skuteczne sieciowanie. Efektem tych niekorzystnych zjawisk byta niska
wydajnos$¢ inkorporacji substancji leczniczej w sieciowanej matrycy oraz brak
spowolnionego uwalniania z otrzymanych form.

Mimo ze nie udato sie uzyskaé¢ sieciowanych mikrozbiornikbw z roztworu
pektyny, nie zaniechano dalszych badan nad tym polimerem i opracowano inng
metode tworzenia mikrogranulatu z pektyny. Polegalta ona na mieszaniu
sproszkowanego ChS z pektyng w réznych stosunkach wagowych (2:1 — 20:1) i
wkraplaniu roztworu ZnSO,4. Prowadzito to do utworzenia granulatu o wielkosci 1 — 2
mm, ktéry podobnie jak mikrosfery z sieciowanego alginianu wapnia mielono, aby
uzyska¢ mikrogranulat o wielkosci 100 — 200 pm (ryc. 22).

Zaproponowana metoda umozliwiata uzyskanie mikroczastek z sieciowanej
pektyny w prosty i szybki sposéb, a jednoczesnie zapewniata inkorporacje catej dawki

substancji leczniczej w sieciowanej matrycy. Dodatkowo, badanie dostepnosci
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farmaceutycznej wykazato, ze ChS z sieciowanych mikrogranulatéw wszystkich typow
uwalniat sie w sposob przedtuzony, przez co najmniej 4—6 h (tabela 23, ryc. 23). Profile
uwalniania ChS z mikrogranulatow przygotowanych w réznych stosunkach wagowych
(substancja lecznicza:pektyna — 1:2, 1:5, 1:10 i 1:20), przy zachowaniu stalego
stosunku jondéw Zn** do pektyny (2,3 mmol Zn*/1,0 g pektyny) wskazuja, ze istnieje
zaleznos¢ pomiedzy udziatem pektyny a szybkoscig uwalniania substancji leczniczej.
Im wyzsza byla zawartos¢ sieciowanego polimeru w mikrogranulacie tym wolniej
nastepowata dyfuzja ChS do plynu akceptorowego. Najwolniej ChS uwalniat sie z
czastek przygotowanych w stosunku 1:20, ale przedtuzone uwalnianie uzyskano nawet
dla mikrogranulatu o skladzie 1:2. Niestety przy zwiekszeniu ilosci sporzgdzanego
granulatu (granulat G3), mimo zachowania tego samego stosunku wagowego
wszystkich skfadnikow uzyskiwano produkt, ktéry uwalniat catg dawke substancji
leczniczej juz w ciggu 1 h, co dowodzito problemu ze zwiekszeniem skali produkcji
czastek tg metoda.

Dos¢ duze ograniczenie w mozliwosci wykorzystania sieciowanego
mikrogranulatu jako nosnika ChS w matrycy krazka stanowi dawka substancji
leczniczej. Otrzymanie krazka liofilizowanego zawierajgcego 10 mg ChS wymaga
bowiem wprowadzenia do matrycy kragzka wazacej ok. 20 mg, w zaleznosci od typu
zastosowanych czastek (1:2 — 1:20), 40 mg a nawet ok. 290 mg sieciowanego
mikrogranulatu. Z tego powodu w badaniach nad otrzymaniem formy aplikacyjnej

stosowano mikrogranulat o najwiekszym udziale ChS (stosunek ChS:pektyna — 1:2).

Tworzenie krgzkéw zawierajgcych mikrozbiorniki ChS

W celu otrzymania formy aplikacyjnej mikrozbiorniki charakteryzujgce sie
przedtuzonym uwalnianiem ChS (powlekane peletki, mikrosfery oraz mikrogranulat
sieciowany) zawieszano w roztworze polimeru mukoadhezyjnego (Carbopolu,
Orabase, pektyny, karmelozy sodowej lub hypromelozy — Pharmacoat 615) i suszono
liofilizacyjnie otrzymujac krazki mukoadhezyjne.

Zawieszenie w liofilizowanej matrycy Carbopolu powlekanych peletek lub
mikrosfer spowodowato dalsze spowolnienie uwalniania ChS z otrzymanych form
(tabela 28, ryc. 32 i 33). Najkorzystniejszy profil uwalniania ChS uzyskano dla krgzkéw
z peletkami, ale ten ukfad z powodu zbyt duzych czastek nie nadawat sie do aplikaciji,
natomiast z uktadu z mikrosferami w ciggu 24 h uwolnito sie tylko ok. 40% dawki
substancji leczniczej zawartej w krazku.

W przypadku mikrogranulatu z sieciowanej pektyny okazato sie, ze Carbopol
nie moze stanowi¢ nosnika dla sieciowanych mikrozbiornikbw, poniewaz z powodu

interakcji pomiedzy jonami Zn** a roztworem tego polimeru dochodzito do uplynnienia
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zelu przygotowanego do liofilizacji. Nadmiar jonéw Zn** niekorzystnie wptywat takze na
mieszanine Orabase. Tym razem obserwowano zjawisko odmienne — wzrost gestosci
uktadu, wynikajacy prawdopodobnie z dodatkowego sieciowania pektyny zawartej w
Orabase pod wplywem jonow cynku. Ten rodzaj niezgodnosci nie dyskwalifikowat
jednak tego ukiladu, chociaz utrudniat dozowanie do gniazd blistra. Podobnych
probleméw nie odnotowywano przy taczeniu mikrogranulatu z sieciowanego alginianu
wapnia z roztworem Orabase przed liofilizacja, co wynikato prawdopodobnie z innej
metody otrzymywania czgstek, przebiegajgcej w roztworze wodnym o mniejszym
stezeniu elektrolitu sieciujgcego. Niestety badania dostepnosci farmaceutycznej
dowiodly bardzo szybkiego uwalniania ChS 2z tak otrzymanego liofilizatu, co
uniemozliwito wykorzystanie tego uktadu w dalszych pracach (ryc. 34).

Aby zapobiec interakcjom zwigzanym z obechoscig nadmiaru wolnych jonow
cynku w skladzie mikrogranulatu z sieciowanej pektyny, jego czastki powlekano
dodatkowg otoczkg wykonang z pektyny (wigzanie powierzchniowego nadmiaru jonéw
cynku) lub Eudragitu RS (powlekanie metodg koacerwacji, bez etapu suszenia).
Mikrogranulat powlekany inkorporowano do matrycy krazkéw zbudowanych z
karmelozy sodowej, Orabase oraz hypromelozy (Pharmacoat 615).

Okazalo sie niestety, ze zabieg dodatkowego powlekania czastek
mikrogranulatu roztworem pektyny, jak roOwniez otoczkg Eudragitu, nie znosi
niekorzystnych interakcji pomiedzy mikrozbiornikami a matrycg kragzka. Potwierdzita to
nie tylko ocena wizualna, ale réwniez wyniki uwalniania ChS z krazkéw zawierajgcych
sieciowany mikrogranulat. Okazalo sie, ze zaden z badanych uktadéw, w sktad kt6rych
wchodzit ten typ czgstek, nie zapewnial przedtuzonego uwalniania substancji leczniczej
— dawka ChS uwalniata sie catkowicie juz w ciggu 1 — 2 h badania (ryc. 35).

Zaden z proponowanych mikrozbiornikéw o wielkosci <200 pm nie umozliwiat
uzyskania krazkéw liofilizowanych o pozgdanej szybkosci uwalniania substancji
leczniczej. Pod tym wzgledem najkorzystniejszy byt uktad ztozony z peletek
powlekanych, ale jak wcze$niej wskazano czastki o wielkosci 315-630 um sg zbyt

duze i stwarzajg problemy technologiczne i aplikacyjne (str. 122).

Otrzymywanie krgzkow z zasadg selegiliny

Bardzo dobra rozpuszczalnos¢ chlorowodorku selegiliny w wodzie znacznie
utrudniata opracowanie postaci dopoliczkowe] o przediuzonym uwalnianiu, dlatego
rozpoczeto badania nad mozliwoscig uzycia substancji leczniczej w formie zasady.

Zasada selegiliny (ZS), ze wzgledu na zwiekszong lipofilowos¢ (Log P 3,4),
charakteryzuje sie wiekszg zdolnoscig przenikania przez bariery biologiczne, co

wykorzystano w handlowym preparacie Emsam, pozwalajgcym na przezskérne
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dozowanie tej substancji leczniczej. Wprowadzajgc do krazka dopoliczkowego
selegiline w postaci zasady mozna byto spodziewac sie wiec takze znacznie lepszego
przenikania przez btone sluzowg policzka.

Zastosowanie zasady wigzalo sie jednak z koniecznoscig rozwigzania nowych
probleméw technologicznych. Ze wzgledu na posta¢ (zasada selegiliny jest oleistg
cieczqg), jak rowniez wiasciwosci organoleptyczne (intensywny zapach) konieczne byto
opracowanie techniki izolowania substancji leczniczej od matrycy mukoadhezyjnej
poprzez jej inkorporowanie w mikrozbiornikach. Nie powiodty sie proby przygotowania
mikrosfer zawierajgcych ZS, gdyz pltynna posta¢ substancji leczniczej uniemozliwiata
sporzadzenie granulatu z sieciowanej pektyny metoda ucierania w mozdzierzu.
Ostatecznie tworzono wiec mikrokapsutki z otoczkg wykonang z etylocelulozy.

Celowos$¢ tworzenia mikrokapsutek potwierdzity wstepne préby polegajgce na
otrzymaniu krgzkow w wyniku liofilizacji dyspersji zasady selegiliny (w stanie wolnym)
w 1% roztworze Carbopolu lub 2% roztworze hydroksyetylocelulozy (HEC). Utworzone
formy charakteryzowaty sie dobrymi wiasciwosciami mechanicznymi, a dodatek
selegiliny nie ograniczat mukoadhezji krazkéw (ryc. 28). Okazato sie jednak, ze w
procesie liofilizacji dochodzito do utraty nawet 97% dawki substancji leczniczej, co
wynikalo z sublimacji selegiliny w formie wolnej w warunkach procesu suszenia.
Ponadto, niezaleznie od rodzaju matrycy krazka liofilizowanego i zawartosci ZS, cata
dawka substancji leczniczej uwalniata sie z krazkéw tego typu w ciggu 2 h badania
(tabela 31, ryc. 37).

Aby uprosci¢ metode otrzymywania krgzkéw oraz zminimalizowaé straty
substancji leczniczej zdecydowano, ze proces tworzenia mikrokapsutek bedzie
nastepowat ,in situ”, w trakcie liofilizacji dyspersji roztworu organicznego (w chlorku
metylenu) z etylocelulozg i ZS w roztworze wodnym polimeru mukoadhezyjnego.
Obserwacje mikroskopowe wykazaly, ze korzystniejszym polimerem adhezyjnym do
otrzymywania tego typu uktadéw byla hydroksyetyloceluloza. W zelu HEC bez trudu
tworzyly sie trwate i homogenne dyspersje fazy organicznej, niezaleznie od ilosci
uzytych sktadnikbw (ryc. 36). Uzyskanie podobnego, jednolitego, trwatego i
odpowiednio subtelnego rozproszenia fazy organicznej w Carbopolu, ze wzgledu na
zbyt silne zelowanie, bylo znacznie utrudnione, nawet po zmianie sposobu mieszania
(zastgpienie mieszadta lopatkowego na homogenizator). W wyniku liofilizacji
sporzadzonych dyspersji uzyskano krazki, ktérych matryce stanowit Carbopol lub HEC,
zawierajgce mikrokapsutki roznigce sie udziatem etylocelulozy i substancji leczniczej.

Mimo ze w przypadku suszenia tych ukladéw takze dochodzito do strat
selegiliny, to jednak dzieki obecnosci otoczki z etylocelulozy, stanowigcej bariere

mechaniczng, mozliwe byto czesciowe ograniczenie sublimacji substancji leczniczej z
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mikrokapsutek (straty wynosity zazwyczaj ok. 50%). Niestety problemu tego nie
wyeliminowalo modyfikowanie sposobu zamrazania (gwattowne chtodzenie m. in. w
cieklym azocie), jak réwniez wstepne wytrgcanie etylocelulozy, polegajace na
czesciowym odparowaniu chlorku metylenu z dyspersji w temp. pokojowej, przy
obnizonym cisnieniu.

Otrzymane liofilizaty posiadaty dobre wiasciwosci mechaniczne, a najwyzszag
zawartoscig selegiliny (ok. 32 mg) charakteryzowaly sie krazki typu SKHc-EC1-I
(przygotowane z ukladu zawierajgcego rowne ilosci ZS i etylocelulozy). Uzyskane
profile uwalniania, niezaleznie od skladu mikrokapsutek, gestosci i geometrii krgzkow,
byly do siebie zblizone i wskazywaty na uwolnienie ok. 40% dawki selegiliny w ciggu 6
h (tabela 31, ryc. 37 i 38). Wykazano tym samym, ze mozliwe jest utworzenie
liofilizowanych krazkéw dopoliczkowych, dozujacych w warunkach in vitro, zasade
selegiliny w sposoéb przedtuzony z kinetykg niezalezng od matrycy mukoadhezyjnej, jak
zalozono w celu pracy.

Badanie mukoadhezji tego typu krazkéw do warstwy mucyny wykazato, ze
chociaz oznaczano ponad 2-krotny spadek wartosci pracy mukoadhezji w poréwnaniu
z krgzkami placebo (wykonanymi z hydroksyetylocelulozy), to w dalszym ciggu matryca
zawierajgca inkorporowane mikrokapsutki etylocelulozy z zasadg selegiliny zapewniata
silne wigzanie krazka z btong sluzowg (wartos¢ pracy mukoadhezji wynosita 172 pJ) —

ryc. 28.

Badanie przenikania selegiliny z krgzkow liofilizowanych przez btone $luzowg

Celem pracy bylo sporzadzenie dopoliczkowej formy leku pozwalajgcej na
wchtanianie selegiliny przez blone s$luzowg w czasie adhezji i w ten sposob
umozliwiajgcej przediuzone dziatanie leku. Poniewaz w warunkach in vitro
potwierdzono przedtuzone uwalnianie selegiliny zamknietej w mikrozbiornikach
inkorporowanych w liofilizowanej matrycy mukoadhezyjnej, koncowym etapem byta
ocena wplywu struktury mikrozbiornikédw na przenikanie substancji leczniczej przez
btone sSluzowg i do tej tkanki. W badaniu postuzono sie powszechnie stosowanym
modelem in vitro, z uzyciem izolowanej btony sluzowej, umieszczonej w komorze
dyfuzyjnej [124].

Stosujgc chlorowodorek selegiliny uzyskiwano matg szybkos$¢ przenikania i
matg ilo$¢ substancji leczniczej oznaczano w btonie $luzowej, zaréwno przy badaniu
przenikania z roztworu, jak réwniez z krazkow liofilizowanych. W przypadku liofilizatow,
intensywnos¢ przenikania ChS zalezata od ich skfadu (tabela 32, ryc. 39). Gdy matryce
form liofilizowanych stanowit Orabase, nastepowat spadek szybkosci przenikania,

natomiast efektu tego nie obserwowano, gdy liofilizat zbudowany byt z karmelozy

128



Marcin Placzek OMOWIENIE WYNIKOW

sodowej (podobna kinetyka przenikania jak dla roztworu ChS). Obecnos¢
mikrozbiornikbw z ChS spowalniata uwalnianie z krgzkéw i zmniejszata wchianianie do
btony $luzowej (ryc. 40). Niewielkie wchianianie ChS z krgzkéw, a takze roztworu,
wynikato z niskiej wartosci pH tych postaci. W warunkach fizjologicznych, po zwilzeniu
krazka powstaje kwasne srodowisko, co prowadzi do znacznej dysocjacji ChS (ok.
99,3% dawki leku wystepuje w formie zdysocjowanej), utrudniajgcej transport
substancji leczniczej przez btone sluzowg. Co prawda w pismiennictwie istniejg
doniesienia na temat dobrego wchianiania ChS z jamy ustnej, ale dotyczg one
niebuforowanych preparatow szybko rozpuszczalnych w jamie ustnej. Ich odczyn nie
zmienia pH sliny (ok. 7) w miejscu aplikacji, dzieki czemu nawet ok. 50% dawki leku
moze wystepowac w postaci niezdysocjowanej, tatwo przenikajacej do tkanki [106].

W celu zwiekszenia przenikania zmieniono forme selegiliny na zasade. Z
powodu braku obojetnego dla tkanek rozpuszczalnika zasady selegiliny we wstepnych
badaniach zastosowano roztwor makrogolu. W tym badaniu nie udato sie wykazaé
wzrostu przenikania substancji leczniczej w formie zasady, co wynikalo z bardzo dobrej
rozpuszczalnosci w makrogolu i niekorzystnego wspotczynnika podziatu rozpuszczalnik
— btona sluzowa (ryc. 39). Odmienne wyniki uzyskano w przypadku pozostatych
preparatéw stanowigcych dyspersje zasady selegiliny w ukfadach hydrofilowych.
Niezaleznie od postaci (forma ptynna lub zel utworzony na skutek zwilzenia liofilizatu)
obserwowano 2-krotny wzrost wchtaniania substancji leczniczej do btony Sluzowej, w
poréwnaniu do formy roztworu ChS (ryc. 40). Wieksze przenikanie selegiliny wynikato z
odmiennego pH tych uktadow (warto$¢ pH 8,2 — 8,4), przez co nawet ponad 86%
dawki substancji leczniczej moze wystepowac¢ w formie niezdysocjowanej. Najwyzszg
zawarto$é selegiliny w btonie $luzowej (ok. 370 pg/cm?) oznaczono po aplikacji krazka
Carbopolu z wolng zasada (ryc. 40).

Zgodnie z zalozeniami pracy po inkorporacji mikrozbiornikédw z substancjg
leczniczg nalezy oczekiwaé¢ spowolnionego i wydluzonego w czasie przenikania tej
substancji. Taki efekt obserwowano w przypadku krazkow zawierajgcych mikrokapsuiki
etylocelulozy z zasadag selegiliny. Chociaz przenikanie z tych uktadéw bylo wolniejsze
niz z preparatéw zawierajacych zasade selegiliny w stanie wolnym, to w poréwnaniu z
postaciami, do ktérych inkorporowano ChS, przenikanie byto wieksze (tabela 32, ryc.
39). Z krazka zawierajacego mikrokapsutki do blony $luzowej w czasie 8 h wchianiato
sie ok. 300 g selegiliny (ryc. 40).

Szybko$¢ przenikania zasady selegiliny z krazkéw liofilizowanych byta
najwyzsza w pierwszej godzinie badania i wynosita dla krazkéw Carbopolu ok. 15
ug/cm?/h, natomiast ok. 8 pg/cm®h dla krazkéw zawierajgcych mikrokapsutki z

etylocelulozy. Pomiary w kolejnych przedzialach czasowych wykazaly spadek
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szybkosci przenikania z tych krgzkéw do odpowiednio ok. 4 ug/cm?h i 3 pg/cm?/h.
Uzyskana szybkosc¢ przenikania byta nizsza niz opisana dla systemu transdermalnego
w warunkach in vivo — ok. 18 pg/cm?/h [101]. Wyzsza szybko$é przenikania selegiliny
uzyskiwana z systemu transdermalnego gwarantuje znacznie wiekszg dawke leku
dostarczanego do organizmu, réwniez z powodu mozliwej wiekszej powierzchni
wchianiania, np. 10-20 cm®. Takiej powierzchni nie mozna osiggna¢ w systemie
dopoliczkowym (powierzchnia przy tej formie leku nie bedzie przekraczaé 2 cm?).

Nalezy jednak zwroci¢ uwage, ze szybkos¢ przenikania przez btone $luzowg
oceniano w warunkach in vitro. Dzieki dobremu unaczynieniu tkanki i szybkiemu
przeptywowi krwi (tabela 1) nie jest wykluczone, ze przenikanie przez btone sluzowg w
warunkach in vivo moze by¢ wieksze niz w warunkach in vitro i moze dojs¢ do szybkiej
eliminacji selegiliny z tkanki. Jak wynika z przeprowadzonych badan w stanie
stacjonarnym zawarto$¢ substancji leczniczej wynosita az 300 pg/cm? Jest to
znaczacy magazyn selegiliny, pozwalajgcy na wchianianie in vivo by¢ moze jeszcze
efektywniejsze niz z systemu transdermalnego.

Proponowana dopoliczkowa postac leku powinna by¢ dobra alternatywg wobec
handlowego liofilizatu doustnego charakteryzujgcego sie szybkim rozpadem i
natychmiastowym uwolnieniem selegiliny w jamie ustnej. Tylko posta¢ dopoliczkowa,
utrzymujaca sie przez kilka godzin na btonie Sluzowej moze zapewni¢ kierunkowe
dozowanie substancji leczniczej do btony sluzowej i zapewni¢ jej wchtanianie do
krwiobiegu z ominieciem efektu pierwszego przejscia. Prawdopodobnie pozwoli to na
redukcje dawki selegiliny, przy zachowaniu skutecznosci terapeutycznej oraz ograniczy
liczbe dziatan niepozadanych.

W podsumowaniu nalezy jednak wskaza¢ na koniecznos¢ doskonalenia
proponowane] postaci leku. Dalsza modyfikacja warunkéw procesu liofilizacji (dobor
cisnienia i szybkosci zmian temperatury) oraz zmiana skladu jakosciowego i
ilosciowego otoczki mikrokapsutek (np. dodatkowy polimer) mogtaby pozwoli¢ na
redukcje strat selegiliny. Dalsze prace musiatyby potwierdzi¢, czy w warunkach in vivo
dochodzi do wchtaniania odpowiedniej dawki leku przy uzyskanym profilu uwalniania.

Wybrana substancja lecznicza stwarzata liczne problemy technologiczne i
dlatego nie otrzymano postaci leku catkowicie odpowiadajgcej przyjetym zatozeniom
(uwalnianie w ciggu 6 h tylko 40% dawki lub zbyt duza wielkos¢ czastek
inkorporowanych). Mimo to opracowana nowa forma leku — podpoliczkowy liofilizat
mikrozbiornikowy o kontrolowanym uwalnianiu substancji leczniczej moze stuzy¢ z

pewnoscig jako nosnik innych substanciji leczniczych.
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VI. WNIOSKI

W wyniku przeprowadzonych badan, ktorych celem bylo otrzymanie metoda
liofilizacji mukoadhezyjnego systemu wielokompartmentowego z selegiling,
uwalniajgcego po aplikacji podpoliczkowej substancje leczniczg przez okoto 6 h

uzyskano nastepujgce wnioski:

1. W warunkach in vitro udowodniono, ze liofilizowane matryce z polimerow
mukoadhezyjnych  odznaczajg sie bardzo dobrymi  wlasciwosciami
mukoadhezyjnymi i przewyzszajg pod tym wzgledem dyski polimerowe
otrzymane metodg tabletkowania, pomimo duzo mniejszej zawartosci polimeru
w przeliczeniu na jednostke powierzchni. Prasowanie krgzka liofilizowanego,
imitujgce nacisk wytwarzany podczas aplikacji, nie ma wpltywu na wkasciwosci
mukoadhezyjne. Najwiekszg site mukoadhezji wykazywaly preparaty
przygotowane z takich polimeréw jak: Carbopol, karmeloza sodowa, Orabase i
hydroksyetyloceluloza.

2. Peletki z chlorowodorkiem selegiliny powlekane otoczkg z etylocelulozy
wykazywaly przediuzone uwalnianie substancji leczniczej, lecz rozmiary
czgstek w zakresie 315 — 630 pm uniemozliwialy przygotowanie systemu
podpoliczkowego ze wzgledu na niehomogenng dystrybucje w liofilizatach i
wyczuwalng ziarnistos¢ po aplikacji.

3. Czastki mniejsze o wielkosci do 200 pm otrzymywano jako mikrosfery i
mikrogranulat, lecz nie udato sie uzyska¢ odpowiedniej wydajnosci zamykania
lub spowolnionego uwalniania ChS, co wynikalo z bardzo dobrej
rozpuszczalnosci substancji leczniczej w wodzie. Ze wzgledu na ich maly
rozmiar zadna z zastosowanych metod powlekania nie zapewniata utworzenia
otoczki na czastkach.

4. Mikrogranulat o przedluzonym uwalnianiu ChS uzyskiwano stosujgc metode
sieciowania alginianu sodu lub pektyny roztworem chlorku wapnia lub siarczanu
cynku. Z powodu interakcji z zelem tworzgcym matryce krgzkéw, nastepowato
jednak szybkie uwalnianie ChS z tak przygotowanych liofilizatow.

5. Mikrozbiornikowy liofilizowany system mukoadhezyjny otrzymano poprzez
tworzenie ,in situ”, w czasie liofilizacji krgzkéw, mikrokapsulek z zasadag
selegiliny, zamknietg w otoczce z etylocelulozy. Stosujac hydroksyetyloceluloze
i Carbopol, jako polimery mukoadhezyjne, otrzymano systemy uwalniajgce

selegiline w sposob przedtuzony w czasie ponad 6 h. Geometria i gestos¢
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kragzka liofilizowanego nie mialy wplywu na kinetyke uwalniania substancji
leczniczej w warunkach in vitro. Nie udato sie jednak catkowicie zredukowac
straty selegiliny w wyniku sublimacji w procesie liofilizaciji.

6. Stosujgc btone sluzowg policzka Swini, w warunkach in vitro wykazano, ze
przenikanie selegiliny w formie chlorowodorku, niezaleznie od aplikowanej
formy leku (roztwor, krazek) jest mniejsze od przenikania zasady selegiliny,
ktéra w znacznym stopniu ulegata wchfanianiu do tkanki (300 pg/cm?).
Inkorporacja selegiliny w mikrokapsutkach nie ograniczata wchianiania do btony
sluzowej, a szybkosc¢ przenikania przez tkanke byta tylko ok. 30% mniejsza, niz

z form zawierajacych substancije leczniczg w formie wolne;j.
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