Katedra Technologii Postaci Leku 1 Biofarmacijt
Wydzialu Farmaceutycznego
Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego

Octanobursztynian hydroksypropylometylocelulozy jako
substancja pomocnicza do sporzadzania postaci leku

w terapii przeciwgrzybiczej

Rozprawa doktorska

Witold Jamroz

Promotor

Prof. dr hab. Renata Jachowicz

Krakéw 2009



Szanownej Pani Profesor dr hab. Renacie Jachowicz
sktadam serdecine podziekowania 3a opieke nankowaq,
poswigcony c3as i cenne wskazowki, bex kiorych

nie byloby mozlive prygotowywanie niniejszej roprawy

orag 3a wielkq 2yelmvosé i cierplinosé jakies doswiadezytem.



Szanownej Pani Profesor dr hab. Alicji Budak
oraz Szanownej Pani dr Danucie Trojanowskiej
g Zaktadn Mikrobiologii Farmacentyezney U] CM
skladam serdecine podzickowania 3a ponwoe

w realizacji badari mikrobiologicznych

oraz pracownikom Zaktaduza okazang 3yezlimosé



Kolezankom i Kolegonvzickuje za
wsparcie udzielone prgy pisanin
niniejsel roprawy



Spis tresei

l. WSTEP

.......................................................................................................... 7
1. GRZYBICA PAZNOKC .t ettt ettt ettt ettt e e e e e e e e e e e e s 7
2. TERAPIA DOUSTNA | MIEJSCOWA. ... cttueetetieeeetiaeeetis e et e et e e ene e e enn e e eenn s 11
3. ROZWIAZANIA TECHNOLOGICZNE POSTACI LEKU.....cvuiieneieieeieeeieeeeeeeeseeeeenneens 16.

1. ZALO ZENIA 1 CEL PRACY ..o, 25

1. CZ ESC DOSWIADCZALNA ..ottt iemse et e e 27
1. SUBSTANCIE WZYTE DO BADAN. .. .ceuuuiiittueetetieetenieetesiseeesiaeeennaeessnaeensnnaeeenns 27

1.1. SUDSEANCIE |ECZNICZE ...t 27
1.2. SUDSEANCIE POMOCNICZE .....ccvviiiiie ettt e ettt e e e e 29
1.3. OdczynniKi i FOZPUSZCZAINIKI ......veeeiiiieiiieeeeee e 35
L4 IMIAEEITARY ...ttt 35
2. APARATURA ...ttt ettt ettt ettt e et e e e e e e et et e et e e e e e e e e e na 36
3. OPROGRAMOWANIE. ...ttt ettt e ettt e e eet e e e et e e e e e e e e e e ee s e e e e e e e et e e e eneeeennns 36
4, UKEADY PROSZKOWE. ... c.ueetueetueesaeesaeesaeesaaeesaaeesaaena s eean s eeanseennaeennneenneennneens 37
4.1. Sporzdzenie uktadéw proszkowych z itrakonazolem ...........oeeeeeeeeeeeninnnn . 37
4.1.1. Sporzdzenie StalyCh rOZPrOSZE........cccoiiiiiiiiiiiee e 37
4.1.2. Sporzdzenie mieszanin fiIZyCZNYCN .........ouuuiiiiii e 42
4.2. Sporzdzenie uktadéw proszkowych z chlorowodorkiem terbinafiny ................42
4.2.1. Sporzdzenie StalyCh rOZPrOSZE........ccooiiiiiiiiiiiie e 42
4.2.2. Sporzdzenie mieszanin fiIZyCZNYCN ..........ouuiiiiii e 43
4.3. Metodyka badawtasciwosci fizycznych ukladéw proszkowych........................44
4.3.1. Badania w mikroskopie polaryZacyjnym ...........ccccceeeeeeimiiiiiine e 44
4.3.2. Badania w mikroskopie SKaningOWYM.............eeii e 44
4.3.3. Badania rentgenografiCzne (X-ray)...........ouuuummmmcceeiieiiiiiiiiin e 44
4.3.4. Badania rénicowej kalorymetrii skaningowej (DSC)..........coiiiccccccreeeieeeeeeeeeeeeeeeee 45
4.4. Metody analizy iléciowej substancji leczniczyCh.............ccooiiiviiiiiiiiiiiiics 45
4.5. Badanie dogbnaSCi farmacCeULYCZNE] ........cccvvvuiiiiieeiiiiiiiaeeeee e 45
4.5.1. Badanie rOZPUSZCZAKOD..........uuuiiieeeii i ettt 45
4.5.2. Badanie SzybKO rOZPUSZCZANIA........uuuuiiiiieeeiiiiiiiiiit s et 46
4.5.3. Analiza kinetyczna procesu rozpuszczania substancji leczniczylotaayei formulacii
..................................................................................................................................... 47
4.6. Badanie trwakzi ukladow z itrakonazolem...............ueveieeiiiiieieieeeeee e 48
5. LAKIERY DO PAZNOKCI Z TERBINAFINA . ...t ttiaititieeeeeneteeeeieneaeteeseeaenensaeneenes 49
5.1. Sporzdzenie lakieréw do paznokci z terbinafin..................cccce 49
5.1.1. Przygotowanie filmow z lakierdw do paznokCi ..........cccccuumriimiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeenn 51
5.1.2. WHECIWOSCI fIIMOW......coieiiieii et e e e e e e e e e e s 51
5.2. Przygotowanie membran z Kopyt WOIOWYCH .........ccoeviiiiiiieeeiiiiiiiiee e 51
5.2.1. Analiza mikroskopowa membran z kopyt wotowych i ptytek paawgkhi................... 52
5.3. Badania dogbnGCi farmMaCeULYCZNE] .........cceeiviiiiiiiieeeet e 52
5.3.1. Badania szybkci uwalniania chlorowodorku terbinafiny z filmoéw.............cccec........ 52
5.3.2. Badania przenikania chlorowodorku terbinafiny w komorach dyfuzyjnych.............52
5.4. Badania mikrobiolOQICZNE .........oouuiiiiiii e 54
5.4.1. PrzygotOWani€ PO ...........uiiiiieeiiiiiiiitie ettt 54
5.4.2. Przygotowanie membran z kopyt wotowych do/bada.............ccoovvviiiiiiiiiiinnnennnnns 54
5.4.3. Przygotowanie ptytek paznokciowych do Bada............cccoovevviiiiieiiiiiinieeeiceeeeeen, 55
5.4.4. Analiza wzrostu kolonii na membranach...........cciiiiiii e 55




Spis tresei

IV. WYNIKI BADA N oottt e, 56
1. UKLADY PROSZKOWE Z ITRAKONAZOLEM....c.uiuuitneeteeiaeeieeeneeeneesneenneenennnennees 56
1.1. Charakterystyka UKIAOW. ...........ccoiviiiiiieeeeee e 56
1.2. Wplyw wytwarzania statego rozproszenia naewaosci substancji leczniczej ....... 60
1.2.1. Wyniki bad@mikroSKOPOWYCH.........ouuiiiiiiiiiie ettt 60
1.2.2. Wyniki badarentgenografiCZNyCh...........oooviiiiiiiiiiii i 62
1.3. Wptlyw ilasci i rodzaju nénika w uktadzie na rozpuszczadda profil rozpuszczania
1210 = | O 65
1.3.1. WyniKi DadBroZPUSZCZAINKEI. ......cceeeiiiieiiiiiiiiee ettt eeeen e 65
1.3.2. Wyniki bad@szybKECi FOZPUSZCZANIA .....uuiiiieeeeiiiiiiiiiiii e 70
1.3.3. Ocena trwakxi statych rozproszez itrakonazolem w badaniach dtugoterminowych .... 79
2. UKLADY PROSZKOWE Z CHLOROWODORKIEM TERBINAFINY.....uutvuneiiiaeiieeenneeennss 86
2.1. Charakterystyka UKRAOW..............uuuiuiiiiieeeeeeiiiiiiiiiiiiieieeiiivie s 86
2.2. Wplyw wytwarzania statego rozproszenia nasewaosci substancji lecznicze;j....... 88
2.2.1. Wyniki bad@mikroSKOPOWYCR.........uuiiiiiiiiii e 88
2.2.2. Wyniki badarentgenograficznyCh............ouueiiiiiiiiiii e 88
2.2.3. Wyniki badardznicowej kalorymetrii SKaningOWe] ........ccccvvvvviieeeaeeeeeeee e 88
2.3. Wplyw skitadu statych rozproszea profil rozpuszczania terbinafiny................ 93.
3. LAKIERY DO PAZNOKCI Z TERBINAFINA. ... tuttteteeteteteeneeneeneeneesaesaesaeneensenaenns 98
3.1. Charakterystyka filméw otrzymanych z lakieréw do paznoKkGCi...........cccccvvvnnnn... 98
3.2. Wplyw skiadu lakieréw na szybdouwalniania terbinafiny z filmow.................... 100
3.2.1. Rozpuszczalnik acetON/WOOA............. ... o e eeeeeetieeeeeesnneeeeeaennseeeeenaanaenens 100
3.2.2. Rozpuszczalnik etanol/aceton/Woda ............ccovviiviieiiiiiiiiiiii e 105
3.3. Wplyw ndnika i plastyfikatoréw na przenikanie terbinafiny przez memr....... 109
3.3.1. Charakterystyka membran otrzymanych z kopyt wotowy.Ch...........cc..ooooeeiiiiiinin, 109
3.3.2. WyniKi Dad@przeniKanial............uuueiiiiiieiiiiiiiiiiii e 111
3.4. Ocena skuteczém dziatania lakierow w oparciu o badania mikrobiologiczne. 113
V. OMOWIENIE | DYSKUSJA WYNIKOW BADA N ..., 123
RV O AT A 1 2] S P 134
VIL PESMIENNICTWO ... 135
VI STRESZCZENIE ...t e e e e 143
DX, SUMM ARY oot 145
Ko SPIS TABEL ..o e et et e e e e e e 147
XE SPIS RYCIN o e et e e e e e e e e e e e e e eeanas 149




Wtep

I. Wstep

W ostatnich latach odnotowuje si¢ systematyczny wzrost ilosci zachorowan na
grzybice powierzchniowe. Wsréd nich zasadnicza grupe stanowia schorzenia stop
i paznokci. Ocenia sig, ze zarowno w Europie jak i Stanach Zjednoczonych grzybica
paznokci stanowi 50 % wszystkich schorzen paznokci. Z badan przeprowadzonych
w Kanadzie oraz Stanach Zjednoczonych wynika, ze schorzeniem tym dotkni¢tych jest od
8% do 14 % pacjentéw zglaszajacych si¢ do dermatologdéw [27, 33]. Wyniki badan
przeprowadzone w Polsce w ramach europejskiego projektu Achilles na grupie 40 tys. osob
wykazaly rozpoznanie u 42 % sposrdd nich grzybiceg stop oraz u 21 % grzybice paznokci
[13, 28, 39].

1. Grzybica paznokci

Grzybica paznokei (omychomycosis) jest zakazeniem jednego lub kilku elementow
paznokcia wywolanym przez strzepki grzybow chorobotwérczych [20]. Choroba rozwija
sig czesto w wyniku przenoszenia patogenéow z obszarow istniejacego zakazenia
grzybiczego skory, a zwlaszcza czynnikéw Srodowiskowych [20, 39]. Z tego powodu
grzybica paznokci stép wystepuje czesciej niz grzybica paznokci rak. Ponadto u oséb
w starszym  wieku, a takze cierpiacych z powodu zaburzen odpornosci, krazenia
obwodowego lub cukrzycy przypadki grzybicy paznokci sa czgsto odnotowywane [20, 27,
31, 32, 34, 39, 102, 112].

Grzybice paznokeci wywolywane sa przez dermatofity, grzyby drozdzopodobne
i grzyby plesniowe. Gléwnymi patogenami odpowiedzialnymi za grzybice paznokci sa
dermatofity z rodzaju Trichophyton, przede wszystkim Trichophyton rubrum oraz Trichophyton
mentagrophytes. Stwierdzono, ze sa one przyczyna ponad 90 % przypadkow grzybic paznokci.
Gatunki te naleza do grzybéw antropofilnych, ktore sa patogenne gléwnie dla czltowieka.
Wywoluja one dermatofitozy przewlekle, wieloletnie 1 czgsto nawracajace. Wiaze si¢ to ze
staba aktywnoscia stymulowania odpowiedzi immunologicznej oraz hamujacym wplywem

na ta odpowiedz skladnikéw grzybni wydzielanych do podloza [22, 39]. Z grupy grzybow
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drozdzopodobnych najczesciej wystepuje Candida albicans. Grzybice wywolane przez
plesnie wystepuja rzadko. Sposréd tej grupy najczesciej izolowany jest Scopularopsis
brevicanlins |20, 112].

W wyniku infekcji paznokcia dochodzi do zmian w obrebie plytki paznokciowej.
Plytka paznokciowa jest wytworem macierzy paznokcia. Szybko$¢ jej wzrostu jest
uwarunkowana osobniczo i przyjmuje si¢, ze plytki paznokciowe rak odrastajg po ok. 6
miesiacach, a w przypadku paznokci stop proces ten trwa wolniej, ok. 12-18 miesigcy.
Plytka znajduje si¢ na lozu paznokcia i jest otoczona walami paznokciowymi: bocznymi
i blizszym, ktory przechodzi w obrabek naskérkowy [20, 79, 104]. Schemat budowy

paznokcia przedstawiono na rycinie 1.

Obrabek naskoérkowy

Wat paznokciowy
Wat paznokciowy blizszy

Ptytka paznokciowa boczny

tozysko paznokcia Macierz paznokcia

Rycina 1. Budowa paznokcia.

Plytka paznokciowa ma ok. 0,25 - 0,6 mm grubosci izbudowana jest z warstw
skeratynizowanych, $ciSle przylegajacych do siebie komorek, zawierajacych helisy
keratynowe tworzace mikro i makrofibryle. Keratynowe fibryle skladaja si¢ w 80 % z tzw.
keratyny twardej i polaczone s3 pomiedzy soba mostkami disiarczkowymi. W matrycy
keratynowej znajduje si¢ od 10 do 30 % wody. Jej obecnos¢ warunkuje elastycznosé plytki
paznokciowej i sprawia, ze zachowuje si¢ ona jak hydrofilowa blona zelowa [79]. Zawarto$é
lipidéw znajdujacych si¢ glownie przy zewnetrznej iwewnetrznej powierzchni plytki

paznokciowej wynosi od 0,1 % do 1 %.
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Z uwagi na strukture paznokcia przenikanie substancji leczniczych odbywa si¢ na
drodze dyfuzji izalezne jest przede wszystkim od rozpuszczalnosci substancii leczniczej
w wodzie, a takze jej stezenia w preparacie. Czasteczki substancii leczniczej o duzej masie
czasteczkowej, a takze obdarzone tadunkiem wolniej penetruja przez plytke paznokciowsa
[60, 79, 104]. Skutecznos$¢ dzialania lekow zalezy tez od zmian patologicznych plytki
paznokciowej wynikajacych z rodzaju schorzenia i stopnia jego zaawansowania.

Ze wzgledu na rézne mechanizmy rozwoju zakazenia wyrdzni¢ mozna pieé typoéw
klinicznych ~ grzybicy paznokci: powierzchowna onychomikozg, dalsza 1 boczna
podpaznokciowsa onychomikozg, blizsza podpaznokciowsa onychomikozg,
wewnatrzplytkowa onychomikoze¢ oraz catkowita dystroficzng onychomikoze (ryc. 2) [20,
39, 68, 79, 112].

W powierzchownej onychomikozie proces chorobowy obejmuje powierzchnig
plytki paznokciowej. Penetracja strzepkow grzybni w glab plytki moze wystgpowaé
w niewielkim stopniu. Na powierzchni pojawiaja si¢ charakterystyczne biale plamy, ktére
mogg zlewac si¢ 1 zajmowac calg powierzchni¢ paznokcia. Wowczas paznokie¢ staje si¢
kruchy i szorstki. Zakazenie calej plytki paznokciowej okresla si¢ jako wewnatrzplytkows
onychomikoze. Infekcja rozpoczyna si¢ od wolnego brzegu paznokcia i nie obejmuje
tozyska paznokcia. Jezeli proces obejmuje lozysko paznokcia, a w niewielkim stopniu
plytke, to wowczas ten stan nazywany jest dalsza i boczna podpaznokciows onychomikoza.
Nastepuje rogowacenie podpaznokciowe. Paznokie¢ staje si¢ lamliwy 1 kruchy, a obszar
objety zakazeniem ma zabarwienie zéltawo-brazowe. Moze dochodzi¢ do odstawania
dystalnej czesci paznokcia od ltozyska. Zakazenie moze takze rozwija¢ si¢ od strony
obrabka naskorkowego. W miejscu wnikania strzepkdéw grzybni pojawia si¢ biala plama,
nastepuje rogowacenie tozyska 1 wykruszanie si¢ proksymalnej czeséci plytki paznokciowe;.
Te zmiany charakteryzuja blizsza podpaznokciowg onychomikoze. W przypadku calkowitej
dystroficznej onychomikozy proces obejmuje caly paznokie¢. Plytka paznokciowa jest
catkowicie zniszczona, a rogowacenie podpaznokciowe jest bardzo nasilone.

Do infekeji dochodzi najczesciej z zakazonego naskorka wokol paznokeia. Strzepki
grzybni rozrastaja si¢ w naskorku lozyska, co powodowaé moze nastgpnie odczyn zapalny,
a po dluzszym czasie rogowacenie lozyska. W wyniku tych zmian moze nastgpowac
oddzielenie plytki paznokciowej od tozyska (omycholiza). W obecnosci dermatofitow
nastgpuje enzymatyczny rozklad migkkiej keratyny i dlatego rozwijaja si¢ one w warstwach
paznokcia blizej tozyska. Powstajace wowczas kanaly miedzy komorkami tworza strukture

w formie tzw. poprzecznej siatki. W zaleznosci od aktywnosci enzymatycznej dermatofitu
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moze doj$¢ nawet do rozkladu keratyny komorek paznokcia, tym samym dezintegracii
struktury plytki i nadmiernego rogowacenie lozyska. W takim przypadku moze dochodzi¢

do zakazania nowo odrastajacej plytki paznokciowej poprzez dermatofity znajdujace si¢

w zrogowacialym tozysku [68].

powierzchowna onychomikoza wewnatrzplytkowa onychomikoza

\_ catkowita dystroficzna onychomikoza Y,

Rycina 2. Typy grzybicy paznokci [9].
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2. Terapia doustna i miejscowa

Ze wzgledu na specyfike zakazonych tkanek, leczenie grzybicy paznokei jest
dlugotrwate. Okres leczenia moze wynosic od kilku do kilkunastu miesigcy, czgsto
odnotowywane sa nawroty choroby powodowane nadkazeniem zdrowej plytki
paznokciowej poprzez grzyby bytujace w zrogowacialym tozu paznokciowym [68].

Na poczatku XX wieku stosowano niespecyficzne leki przeciwgrzybicze takie jak
nasycony roztwor jodku potasu lub mas¢ Whitfielda o zawartosci 6 % kwasu
benzoesowego 1 3 % kwasu salicylowego na podiozu absorpcyjnym. Z koficem lat
piec¢dziesiatych wprowadzono do lecznictwa doustne leki przeciwgrzybicze. Po raz
plerwszy zastosowano gryzeofulwing w leczeniu grzybic paznokci. Zbyt mala skutecznosé
terapeutyczna i stwierdzone dziatania niepozadane przyczynily si¢ do dalszych poszukiwan.
W drugiej potowie lat szes¢dziesiatych wprowadzono do lecznictwa leki imidazolowe, a w
latach osiemdziesiatych triazolowe (itrakonazol i flukonazol), ktére charakteryzowaly sig
wigksza skutecznoscia. Pojawila si¢ wtedy takze nowa grupa lekéw — pochodne alliloaminy,
do ktérych jest zaliczana terbinafina. W przypadku substancii leczniczych stosowanych
wylacznie miejscowo zostaly opracowane na przelomie lat 80- 1 90-tych lakiery do
paznokci [1, 20, 64, 69, 86, 122].

Mechanizm dzialania lekéw przeciwgrzybiczych stosowanych w leczeniu grzybic
paznokci wiaze si¢ z zaburzeniem metabolizmu komorki grzybiczej. W przypadku
pochodnych azolu, a takze allloamin oraz amorolfiny dochodzi do zahamowania na
réznych etapach szlaku syntezy ergosterolu — skladnika budulcowego $ciany komorkowe;.
Dziatanie cyklopiroksu wiaze si¢ z modyfikacja przepuszczalnosci blon organelli
komérkowych 1 zaburzeniem ich czynnosci metabolicznych poprzez wigzanie
trojwartosciowych jondw metali bedacych kofaktorami enzymow (ryc. 3) [7, 16, 69].

Polskie Towarzystwo Dermatologiczne zgodnie ze §wiatowymi standardami zaleca
w leczeniu grzybic paznokci preparaty doustne zawierajace terbinafing, itrakonazol,
ketokonazol oraz flukonazol, a takze preparaty o dzialaniu miejscowym zawierajace:
cyklopiroks, amorolfing 1ibifonazol z mocznikiem oraz preparaty 2z mikonazolem,
bifonazolem, chlormidazolem ickonazolem, aby zapobiec reinfekcjom [28, 103].
Przykladowe preparaty zarejestrowane w Polsce stosowane w leczeniu doustnym

1 miejscowym grzybicy paznokci zebrano w tabelach 112 [94, 95, 118].
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Tabela 1. Przyklady preparatow zarejestrowanych w Polsce stosowanych doustnie w leczeniu

grzybic paznokci.
. Nezezt Postac¢ i dawka Nazwa handlowa
migdzynarodowa
Diflucan®
kapsutki (50, 100, 150 mg)
Fluconazol®
Fluconazol Mycosyst®
kapsutki (50, 150 mg)
Fluconazole®
kapsutki (50, 100, 150, 200 mg) Flumycon®
Cladosol 100®
Ttral.ek ®
Itrakonazol kapsutki (100 mg)
Orungal®
Trioxal®
Fungores®
Ketokonazol®
Ketkokonazol tabletki (200 mg)
Ketokonazole®
Nizoral®
Afugin®
tabletki (125, 250 mg) Lamisil®
Verbinaf ®
Terbinafina Myconafine®
tabletki (250 mg) Onymax®
Terbisil®
tabletki (125 mg) Terbisil® Kid

12
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Tabela 2. Preparaty zarejestrowane w Polsce stosowane w leczeniu miejscowym grzybic paznokei.

Nazwa
migdzyna- Nazwa handlowa i posta¢ Wskazania producenta
rodowa
Amorolfina  Loceryl® lakier do paznokci Stosowac 1-2 razy w tygodniu
Bifonazol Mycospotr Onychoset® masé Zawiera 10 mg/g bifonazolu i 400 mg/g
mocznika. Plastry do opatrunkéw
okluzyjnych i tarka do usuwania plytki
paznokciowej
Cyklopiroks — Batrafen® 8% lakier do paznokci  Stosowaé codziennie
Hasofungin® (10 mg/g) Lek II rzutu w terapii
Pirolam® — 10 % - roztwor, W przypadku grzybic paznokci mozna
zawiesina, zel stosowac opatrunki okluzyjne
Ekonazol Pevaryl® krem (10mg/g)
Pevazol® krem (10 mg/g) Preparat stosowany w grzybicy paznokci w
skojarzeniu z leczeniem doustnym
Pevisone® masé, krem Preparat ztozony zawiera 10 mg/g
ekonazolu i 1 mg/g acetonid triamcinolonu
Mikonazol Daktarin® krem (20 mg/g)
Miconazol® krem (20 mg/g)
Mycosolon® krem Preparat ztozony zawiera 20 mg/g
mikonazolu i 2,5 mg/g mazipredonu
Nalftifina Exoderil® (krem 10mg/g)
Inne Acifungin forte® Preparat ztozony zawiera 40 mg/g kw.

borowego, 9,6 mg/g kw. salicylowego, 16
mg/g kw. galusowego, 44 mg/g kw.

taninowego

W przypadku zakazenn dermatofitowych =zaleca si¢ stosowanie w pierwszej

kolejnosci  terbinafiny [28]. Ostatnio wykazano skutecznos$¢ terbinafiny réwniez

w niektorych zakazeniach mieszanych [98]. Efektywno$¢ dzialania terbinafiny po podaniu
doustnym wynika z zaburzenia syntezy Sciany komérkowej grzyba, a takze nagromadzenia

toksycznego dla komorki grzybiczej skwalenu [19, 86, 95].

13
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Rycina 3. Mechanizm dziatania substancji przciwgrzybiczych.

Terbinafina stosowana jest doustnie w jednorazowej dawce 250 mg na dobe. Ze
wzgledu na lipofilowy charakter osigga wysokie stgzenie w warstwie rogowej naskorka,
mieszkach wlosowych 1 we wlosach [5, 19, 86, 95]. Po 12 dniach, st¢zenie w warstwie
rogowej jest 75-krotnie wigksze niz w surowicy [19, 35]. Szybko przenika takze do plytek
paznokciowych. Pojawia si¢ w dystalnej cz¢sci paznokcia po 1 do 7 tygodni od momentu
rozpoczecia kuracji 1 utrzymuje si¢ na poziomie terapeutycznym przez okres od 2 do 3
miesigcy [80]. Czas trwania terapii moze wynosi¢ od 6 do 12 miesi¢cy [306, 95]. Prowadzone
sa takze badania nad mozliwoscia zastosowania terbinafiny w miejscowym leczeniu
grzybicy paznokci. Uzywane sa preparaty w postaci polstalej — kremu lub plynnej -
roztworu zawierajacego oprocz  terbinafiny azotan mikonazolu. Stosowanie tych
preparatow okazalo si¢ skuteczne w przypadku lzejszych przypadkéw grzybicy paznokcei
[29, 101].

Itrakonazol stosowany jest zwlaszcza w przypadku mieszanych i drozdzakowych

zakazenl paznokci [28, 89]. Nalezy do grupy pochodnych triazolu. Jest substancia lecznicza
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o szerokim zakresie dzialania grzybostatycznego. Podobnie jak terbinafina zaburza synteze
$ciany komorki grzyba poprzez zaburzenie syntezy ergosterolu i chityny oraz zmienia
przepuszczalnos¢ bton komorkowych [12, 86, 95]. Itrakonazol podawany jest doustnie
w postaci peletek w dawce 100 mg. Schemat dawkowania polega na stosowaniu leku przez
tydzien w dawce 400 mg dziennie, z przerwa 3-tygodniowa przed kolejnym cyklem terapii
[86, 87, 91]. W przypadku grzybicy paznokci rak zalecane sa dwa cykle, a w przypadku
grzybicy paznokci stop 3 cykle. Stwierdzono, Ze stgzenie terapeutyczne w dystalnym
odcinku paznokcia wystepuje po okresie od 7 do 14 dni od rozpoczecia kuracji i lek
pozostaje w obrebie plytki paznokciowej przez okres od 6 do 9 miesigey [28, 86, 95].

Obok preparatéw doustnych w terapii grzybicy stosowane sa réwniez preparaty
o dzialaniu miejscowym na zmieniong chorobowo plytke paznokciowa. Zaleta jest brak
wchlaniania substancji leczniczej do krazenia ogdlnego. Moga natomiast wystapic
miejscowe podraznienia po zastosowaniu preparatu [79].

Jedng z najstarszych metod leczenia miejscowego grzybicy paznokci jest usunigcie
zmienionej chorobowo plytki paznokciowej. Opisano wiele metod chemicznej awulsji
plytki paznokciowej preparatami zawierajacymi mocznik w stezeniu od 20 do 40 %. Po
usunieciu dystroficznej plytki mozna aplikowaé preparaty w postaci roztwordw, zeli lub
kreméw z substancjami przeciwgrzybiczymi. Stosowane sa takze preparaty laczace
dzialanie awulsyjne z przeciwgrzybiczym np. preparat zawierajacy 1 % bifonazolu 140 %
mocznika. Mas¢ jest codziennie nakladana na plytke paznokciows, na ktéra nastgpnie
przykleja si¢ plaster. Podczas zmiany plastra po 24 godz. usuwa si¢ rozmickczona plytke
paznokciowq tarka dolaczona do zestawu [20, 95]. Chirurgiczne metody usuwania plytek
paznokciowych sa uznawane jako najskuteczniejsze w przypadku nawracajacych zakazen
powodowanych przez patogeny o wysokiej aktywnosci enzymatycznej. Leczenie
pozabiegowe wymaga okresowego oczyszczania tozyska z warstw rogowych do momentu
odrosnigcia plytki paznokciowej i stosowania preparatow doustnych [70, 97].

Przykladem nowszych rozwigzan w zakresie postaci leku sg lakiery do paznokcei. Sa
to systemy matrycowe zawierajace substancje¢ lecznicza o duzej aktywnosci
termodynamicznej, a takze polimerowy nosnik, lotny rozpuszczalnik oraz substancje
pomocnicze poprawiajace wlasciwosci mechaniczne [79, 80].

Lakiery stosowane sa zwlaszcza w poczatkowym stadium choroby, jako preparaty
wspomagajace w terapii doustnej oraz zapobiegajace nawrotom choroby [112]. Brytyjskie

Towarzystwo Dermatologdw poleca stosowanie lakieru z amorolfing jedynie w przypadku
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powierzchownej onychomikozy 1 we wczesnych stadiach dalszej 1 bocznej
podpaznokciowej onychomikozy [103].

Uzycie lakieru jest korzystne ze wzgledu na mozliwos¢ uzyskania wysokiego
stezenia substancji leczniczej, po odparowaniu rozpuszczalnika, a substancja uwalniana jest
przez dlugi czas, co umozliwia takze wydluzenie przedzialéw dawkowania do kilku dni [79,
95].

Obecnie w lecznictwie stosowane sa dwa preparaty zawierajace cyklopiroks
lub amorolfing [95]. W przypadku lakieru zawierajacego cyklopiroks w stezeniu 8 %, po
odparowaniu rozpuszczalnika st¢zenie substancji leczniczej na plytce paznokciowej
zwigksza si¢ do ok. 35 %. Zaleca si¢ stosowanie go codziennie, a dopiero po 7 dniach
nalezy usuna¢ go z powierzchni plytki paznokciowej przy uzyciu etanolu. Kuracja moze
trwa¢ do 48 tygodni [8, 79, 95]. Stezenie amorolfiny w lakierze wynosi 5%, po
odparowaniu rozpuszczalnika ok. 25 %. Nalezy go stosowac przez okres od 6 do 12
miesigcy, 1-2 razy w tygodniu [79, 95].

Réwnoczesne stosowanie preparatow doustnych np. terbinafiny lub itrakonazolu
z dzialajacymi miejscowo np. cyklopiroks i amorolfina ma na celu zwigkszenie skutecznosci
dzialania. Ten sposéb postgpowania polecany szczegdlnie jest w  przypadkach

nawracajacych zakazen [6, 8, 65, 66, 90, 103].

3. Rozwigzania technologiczne postaci leku

Opracowania majace na celu poprawe skutecznosci dzialania sa przedmiotem
wielokierunkowych badan réowniez w zakresie technologii postaci leku. Dotycza z jednej
strony poprawy rozpuszczalnosci substancji leczniczych trudno rozpuszczalnych w wodzie,
z drugiej za$ zwigkszenia wchlaniania substancji leczniczych przez plytke paznokciowa po
podaniu miejscowym oraz mozliwosci zastosowania miejscowego substancii leczniczych
stosowanych doustnie.

W technologii postaci leku poswigca si¢ wiele uwagi rozwigzaniom majacym na celu
poprawe szybkosci rozpuszczania substancji leczniczych trudno lub praktycznie
nierozpuszczalnych w wodzie, gdyz ponad 40 % substancji leczniczych stosowanych
w lecznictwie charakteryzuje si¢ takimi wlasciwosciami.

Sposréd stosowanych w grzybicy substancii leczniczych, itrakonazol okreslany jest

jako praktycznie nierozpuszczalny w wodzie (< 1 pg/ml) [14, 21, 108, 130]. W zwiazku
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ztym prowadzone badania dotycza przede wszystkim poprawy dostgpnosci
farmaceutycznej itrakonazolu.

Poprawe rozpuszczalnosci mozna uzyska¢ m.in. poprzez modyfikacj¢ chemiczna
czasteczki substancii leczniczej [1106], tworzenie kompleksow [3, 4, 11, 38, 52, 71, 76, 93],
zwigkszenie stopnia rozdrobnienia [10, 59, 106, 124], stosowanie solubilizatoréw [2, 51,
123] lub formulowanie ukladéw, w ktérych substancja lecznicza moze wystgpowad
w formie rozproszenia molekularnego w latwo rozpuszczalnym nosniku tj. stalych
rozproszen [42, 43, 67, 75, 126, 127].

Wyrdznia si¢ zasadniczo cztery metody sporzadzania stalych rozproszen: stapiania
na lazni wodnej, piaskowej lub przy uzyciu ekstrudera (ekstruzja topliwa), odparowania
rozpuszczalnika, metode laczaca obydwie ww. metody oraz suszenia rozpylowego [42, 43,
67].

Makrogol (PEG) jest jednym z czgsciej stosowanych nosnikéw w technologii
wytwarzania stalych rozproszen, zwlaszcza metoda stapiania. Polimer ten zostal z dobrym
skutkiem uzyty do sporzadzania stalych roztworéw itrakonazolu. W badaniach tych
stosowano zwilzanie itrakonazolu glicerolem przed wprowadzeniem go do stopionego
glikolu polioksyetylenowego, uzyskujac tym samym zmniejszenie iloci polimerowego
nosnika w ukladzie, co ma istotne znaczenie przy okresleniu masy projektowanej stalej
postaci leku. Wprowadzenie substancji pomocniczych takich jak skrobi glikolan sodu lub
hydroksypropylometyloceluloza (HPMC) do stopionego roztworu PEG i itrakonazolu
pozwolito na uzyskanie stalego rozproszenia substancji pomocniczej w stalym roztworze
zawierajacym substancje lecznicza. Obecnosé skrobi glikolanu sodu w stalym roztworze
przyczynila si¢ do poprawy ilosci rozpuszczonego itrakonazolu w wigkszym stopniu niz to
wynika z zastosowania tylko glikolu polioksyetylenowego. Z tak przygotowanego
trojsktadnikowego ukladu w procesie rozpuszczania nastgpowalo jednak wytracanie
substancji leczniczej. Zjawisku temu mozna zapobiec wprowadzajac dodatkowo zwiazki
polimerowe takie jak PVP lub pochodne celulozy. Z tego wzgledu do badanego ukladu
inkorporowano dodatkowo HPMC. W wyniku optymalizacji skladu 1 procesu
technologicznego sporzadzono kapsulki zawierajace uklad proszkowy o skladzie
itrakonazol, PEG 20000, glicerol, skrobi glikolan sodu, HPMC w proporcji
1:2,75:0,75:0,25:0,25. Kapsulki te o zawartoSci 100 mg itrakonazolu poréwnano w
badaniach dostepnosci farmaceutycznej i biologicznej z preparatem Sporanox”. Z obu
postaci leku po 1 godzinie uwolnilo si¢ 90 % substancji leczniczej, jakkolwiek w przypadku

opracowanego ukladu stalych rozproszen proces ten przebiegal szybciej. Ponadto
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w badaniach na ludziach uzyskano zwigkszenie st¢zenia maksymalnego c,,. oraz pola
powierzchni pod krzywa (AUC) stezenie — czas w przypadku kapsulek zawierajacych stale
rozproszenia, zwlaszcza po podaniu preparatu po positku [57].

W propozycji omawianej formulacji interesujace jest wykorzystanie do tworzenia
ukladow stalych rozproszeni substancji pomocniczych, ktére znajduja zastosowanie
bezposrednio w wytwarzaniu doustnych postaci leku. Jest to nowatorskie podejscie, gdyz
jak juz wielokrotnie podkreslano, znaczng poprawe rozpuszczalnosci substancji leczniczych
mozna uzyska¢ w wyniku zastosowania nosnika w ilosci wielokrotnie przewyzszajacej ilos¢
substancji leczniczej w ukladzie, co stanowi pewnego rodzaju ograniczenie w praktycznym
wykorzystaniu tej metody [67].

Sporzadzano  réwniez  stale  rozproszenia  itrakonazolu z  substancjami
pomocniczymi stosowanymi wylacznie do wytwarzania doustnych postaci leku tj.
substancjami wypelniajacymi: laktoza, mikrokrystaliczng celuloza (MCC) oraz substancjami
rozsadzajacymi np.: poprzecznie usieciowana karmeloza sodu (Ac-Di-Sol®), poprzecznie
usieciowanym PVP (Kollidon® CL) lub skrobi glikolanem sodu (Primogel®, Explotab®)
[15]. Najlepszy efekt — 28-krotny wzrost szybkosci rozpuszczania itrakonazolu, uzyskano
w wyniku zastosowania Ac-Di-Sol®. Sposéb sporzadzania stalych rozproszen polegal na
wymieszaniu roztworu itrakonazolu w dichlorometanie z nosnikiem, a nastgpnie
odparowanie lotnego rozpuszczalnika, w wyniku czego uzyskano itrakonazol w formie
bezpostaciowej, co potwierdzono badaniami rentgenograficznymi.

Hydroksypropylometyloceluloze stosowano takze jako nosnik
w dwusktadnikowych stalych rozproszeniach sporzadzonych metoda topliwej ekstruzji
[128]. Z ukladéw o zawartosci 60 % HPMC po 2 godz. uzyskano ok. 45-krotny wzrost
ilosci rozpuszczonego itrakonazolu w poréwnaniu z mieszaning fizyczna. W badaniach na
ludziach wykazano podobna dostepnosé biologiczna itrakonazolu z preparatu Sporanox”
i uktadu stalych rozproszen w HPMC. Wartosci pola powierzchni pod krzywa stezenie —
czas (AUC), stezenia maksymalnego (c,,) 1 czasu po ktorym wystepuje stezenie
maksymalne (t,,) byly zblizone [108]. Nalezy zwrdci¢ uwagg, ze stosowany w lecznictwie
Sporanox” produkowany jest w formie peletek sporzadzonych przez powlekanie
obojetnych rdzeni cukrowych stalym roztworem itrakonazolu w HPMC [128]. Stwierdzona
wigc zblizona biodostepnosc uktadéw statych rozproszen sporzadzonych metoda ekstruzji
topliwej do leku referencyjnego daje podstawe uznania ww. metody sporzadzania stalych

rozproszen jako wartosciowej do szerszego zastosowania na skale przemystowa.
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Metode ekstruzji topliwej uzyto takze do sporzadzania stalych rozproszen
itrakonazolu z zastosowaniem jako nosnika nowej karbaminowej pochodnej inuliny
(Inutec® SP1) zawierajacej grupy alkilowe w lafcuchu inuliny, uzyskujac w ten sposob
w badaniach szybkosci rozpuszczania po 10 minutach 80 % rozpuszczonej substancji
leczniczej [125].

Podobny efekt uzyskano stosujac trojsktadnikowe stale rozproszenia itrakonazolu.
Po wprowadzeniu do ukladéw itrakonazol — PVPVA 64 bursztynianu polietylenoglikolu
1000 z witaming E (TPGS 1000) juz po 10 min. rozpuscito si¢ 80 % substancji leczniczej
[50].

Tworzenie ukladéw tréjskladnikowych ma na celu zwigkszenie efektywnosci
oddzialywania jednego nosnika poprzez wprowadzenie drugiego zazwyczaj o budowie
polimerowej.  Przykladem takich rozwigzan jest wprowadzenie do ukladéw
dwusktadnikowych z PEG 6000 dodatkowo takich zwiazkéw polimerowych jak PVPVA
64 [45] lub HPMC [46, 48]. Uzyskano w ten sposob z najlepszych ukladéow ok. 3-krotne
zwigkszenie lo$¢ rozpuszczonej substancii leczniczej po 4 godzinach badania szybkosci
rozpuszczania. Inne przyklady ww. rozwigzan zebrano w tabelach 3 i 4.

W przypadku postaci lekow formulowanych z przeznaczeniem do aplikacji
miejscowej, zasadniczy problem dotyczy szybkosci przenikania substancji leczniczej przez
plytke paznokciowa stanowigca barier¢ dyfuzyjna. Prowadzono badania dotyczace
mozliwosci  zastosowania promotoréw  wchlaniania -  substancji  zmieniajacych
przepuszczalno$¢ plytki paznokciowej [79]. Promotory wchlaniania moga zmieniaé
strukture plytki paznokciowej poprzez oddziatywanie chemiczne lub enzymatyczne.

Przykladem enzymu rozkladajacego keratyne jest keratynaza, ktéra powoduje
rozklad keratyny miedzykomoérkowej w plytce paznokciowej co skutkuje oslabieniem
wigzaft pomiedzy komorkami. Efektem dzialania enzymu jest osltabienie zwartej struktury
zewnetrznej warstwy plytki  paznokciowej 1 zwigkszenie przenikania substancii
aplikowanych na powierzchni¢ ptytki. Do badad 7z vitro stosowane sa membrany z kopyt
wolowych [72, 73, 77|, wieprzowych [18, 81]. Mohotci¢ poprzez zastosowanie keratynazy
uzyskal ponad 2-krotne zwickszenie przenikania metforminy przez membrang z kopyt

wolowych [77].
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Tabela 3. Przyklady dwusktadnikowych stalych rozproszen z itrakonazolem.

Ilo$¢ substanciji

Nosnik Metoda S . Pismiennictwo
leczniczej w uktadzie
PEG 6000, 20000  Cdparowanie 20 % - 80 % [46, 53, 120]
suszenie rozpylowe
PVP suszenie rozpylowe 66 % [53]
Kollidon® CL odparowanie 50 % [15]
Poloxamer® 188 suszenie rozpylowe 66 % [53]
suszenie rozpylowe
HPMC ekstruzja topliwa 30% - 70% 153,91, 108,
. 110, 12§]
odparowanie
HPMCP odparowanie 73% [91]
suszenie rozpylowe
PVPVA 64 ckstruzja topliwa 10 % - 80 % 145, 50, 107,
. 119, 129]
odparowanie
mikrokrystaliczna
celuloza
laktoza
odparowanie 50 % [15]
Primogel®
Ac-Di-Sol®
suszenie rozpylowe
Eudragit® E100 ekstruzja topliwa 36 % - 66 % 153,107, 108,
o 109, 133]
stapianie
Kollicoat® IR ekstruzja topliwa 5% - 80% [49]
Inutec® SP1 suszenie rozpylowe 5% -30% [125]

ekstruzja topliwa
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Tabela 4. Przyklady tréjsktadnikowych statych rozproszen z itrakonazolem.

Ilo$¢ substanciji

Nosniki Metoda ottt Sl Pismiennictwo
PEG 6000:PVPVA 64 suszenie rozpylowe 10% - 40% [45]
PEG 6000:HPMC suszenie rozpylowe 20% 1 40% [40, 48]
PVPVA 64:TPGS 1000 suszenie rozpylowe 10% - 40% [50]
PVPVA 64:Eudragit® E100  ekstruzja topliwa 40% [107, 108]
Mytj® 52:PVPVA 64 odparowanie 5% - 30% [119]
Inutec® SP1:PVPVA 64 suszenie rozpylowe 20% - 40% [47]

Do badania przenikania cyklopiroksu uzyto z powodzeniem membran z kopyt
wieprzowych [81]. Zastosowano szereg chemicznych promotoréw wchlaniania w celu
poprawy przenikania substancji leczniczej z systeméw adhezyjnych. W obecnosci N-
metylo-2-pirolidonu uzyskano 2,5-krotne zwigkszenie przenikania cyklopiroksu przez
membrany po 4 tygodniach badania, w poréwnaniu do systemu bez promotora.

Natomiast w celu okredlenia wplywu promotoréw wchlaniania na poprawe
przenikania ekonazolu do glebszych warstw plytki paznokciowej prowadzono badania
nanoszac lakier EcoNail® z dodatkiem lub bez 2-N-nonyl-1,3-dioksolanu. Substancja ta jest
stosowana w preparatach dermatologicznych, a mechanizm dzialania polega na
odwracalnym uptynnieniu lipidéw w warstwie rogowej skory. W lakierach przypisuje si¢ jej
wlasciwosci plastyfikatora oraz substancji wplywajacej na lepsza adhezje lakieru do plytki
paznokciowej. W badaniach 7z vitro lakier nakladano na plytke paznokciows dwukrotnie
w ciggu dnia przez okres 14 dni. Po tym czasie stwierdzono w obecnosci 2-N-nonyl-1,3-
dioksolanu ponad 6—krotne zwigkszenie stezenia ekonazolu w glebszych warstwach plytki
paznokciowej. Wykazano zaleznos$¢ zwigkszenia szybkosci przenikania ekonazolu wraz ze

wzrostem ilosci  2-N-nonyl-1,3-dioksolanu w  lakierze. Ponadto stgzenie ekonazolu
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w glebszych warstwach plytki paznokciowej bylo wielokrotnie wicksze od minimalnego
stezenia hamujacego (MIC) wzrost dermatofitow, co wskazywaé moze na skutecznosé
stosowania EcoNail® w leczeniu grzybic [40].

W celu zwigkszenia przenikania substancji leczniczej przez plytke paznokciows
stosowano rowniez substancje powodujaca wzrost porowatosci zewngetrznej warstwy plytki
tj. kwas fosforowy (V). Naniesiony na plytke paznokciowa powodowal trawienie jej
zewngtrznej warstwy. Na zmieniona w ten sposob plytke paznokciows stosowano
ketokonazol w postaci zelu z Carbopolem lub bioadhezyjnego filmu z HPC i/lub PEO.
Z obu formulacji w badaniach 7z vitro wigksza ilo$¢ substancji leczniczej przenikneta przez
plytki o zwigkszonej porowatosci. W przypadku filméw adhezyjnych ilos¢ ta byla 6,5-
krotnie wigksza. Efekt ten nalezy przypisaé nie tylko wigkszej zawartosci substancii
leczniczej w filmie (20 %) uzyskanej w wyniku zastosowania technologii wytwarzania tj.
ekstruzji topliwej, ale réwniez powstaniu w tym procesie stalego roztworu ketokonazolu w
HPC [74, 99, 100].

Zwigkszenie przenikania cyklopiroksu przez plytke uzyskano w  wyniku
zastosowania jonoforezy. Dzigki zastosowanej metodzie ilos¢ substancji, ktora przenikneta
z roztworu etanolowo-wodnego przez plytke paznokciowg byla 10- i 6-krotnie wicksza
w porownaniu z wynikami badan przenikania cyklopiroksu z analogicznej formulacji lub
z lakieru do paznokei w przypadku ktorych nie stosowano jonoforezy [37].

Prowadzono takze badania nad nowymi metodami miejscowego leczenia grzybic
paznokci. Proponuje si¢ zastosowanie kwasu 5-aminolewulinowego (5-ALA), ktory
w odpowiednim stgzeniu moze indukowal syntezg¢ protoporfiryny IX — czynnika
fotouczulajacego. W wyniku dzialania $wiatla widzialnego moze doj$¢ do zniszczenia
komoérek. Opracowano plastry adhezyjne na plytke paznokciowa, z ktérych po 72 godz.
0,9 mmol 5-ALA przenikngto przez plytke paznokciowa. W celu oceny zasadnosci
stosowania plastrow dokonano badan wrazliwosci Candida albicans na 10 mmol 5-ALA,
w ktorych wykazano redukcje kolonii o 87 %. Natomiast inkubacja kolonii z 0,1 mmol 5-
ALA spowodowala jej zmniejszenie o 32 % [18].

Sposréd wielu substancji pomocniczych stosowanych w technologii postaci leku
szerokie zastosowanie znajduja pochodne celulozy zwlaszcza etery 1 estry celulozy.
W przedstawionych powyzej badaniach w zakresie lekéw przeciwgrzybiczych stosowano
przede wszystkim HPMC.

W 1987 wprowadzono do badan formulacyjnych  octanobursztynian

hydroksypropylometylocelulozy (HPMCAS, AQOAT®). Produkowane sa trzy rodzaje
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octanobursztynianu hydroksypropylometylocelulozy: AS-LF, AS-MF i AS-HF rézniace si¢
zawartoscig podstawnikow octanowych i bursztynianowych w tancuchu HPMC. Wraz ze
zwigkszeniem ilosci grup octanowych 1 réwnoczesnym zmniejszeniem ilosci grup
bursztynianowych w czasteczce, octanobursztynian hydroksypropylometylocelulozy
rozpuszcza si¢ w roztworach buforowych o wyzszej wartosci pH [105, 114, 115].

Octanobursztynian ~ hydroksypropylometylocelulozy ~ jest  nierozpuszczalny
w wodzie, natomiast dobrze rozpuszczalny w rozpuszczalnikach organicznych 1 ich
mieszaninach z woda.

Ze wzgledu na wlasciwosci blonotwoércze oraz rozpuszczalno$¢ uwarunkowana
warto$cia pH §rodowiska znalazl zastosowanie przede wszystkim w pracach dotyczacych
doustnych postaci leku, zwlaszcza jako substancja powlekajaca. Polimer moze by¢
natryskiwany na rdzenie w formie roztworu w lotnych rozpuszczalnikach lub jako dyspersja
wodna [96, 105] oraz mozliwe jest takze powlekanie na sucho [24, 25, 26, 54, 55, 506, 88,
105, 111].

W badaniach peletek dotyczacych sporzadzania peletek dojelitowych z tymidyng
wykazano jego dobre wlasciwosci blonotwércze przy uzyciu cytrynianu trietylu jako
plastyfikatora. W dyspersji wodnej w obecnosci plastyfikatora nastgpuje koalescencija
czastek polimeru i tworzenie homogennego filmu na powierzchni rdzenia peletek [41].

Na przykladzie peletek z pankreatyng zwrécono uwage na mozliwosé wystgpowania
interakcji substancji leczniczej i powlekajacej. Stwierdzono zmiany w wygladzie otoczki
w wyniku hydrolizy wiazaf estrowych grup octanowych AQOAT® [117].

Powlekanie przy uzyciu dyspersji wodnych nie moze by¢ stosowane w przypadku
substancji leczniczych wrazliwych na wilgo¢. Z tego wzgledu Obara stosowal powlekanie
tabletek zmikronizowanym octanobursztynianem hydroksypropylometylocelulozy na
sucho, tj. bez uzycia rozpuszczalnikow. W tym celu na ogrzewane do temp. 40 °C tabletki
nanoszono polimer otoczkujacy 1 spryskiwano roztworem plastyfikatora. W koncowej fazie
natryskiwano woda by doprowadzi¢ do koalescencji sktadnikéw otoczki [88, 105].

Kabliz zastosowala jednoczesne natryskiwanie na rdzenie polimeru i plastyfikatora.
Dzigki tej zmianie uzyskano wigkszg homogennos$¢ otoczek oraz mniejsze straty w trakcie
powlekania [54, 55, 56].

Na przyktadzie felodypiny i nifedypiny ocenie poddano réwniez przydatnosé
octanobursztynianu hydroksypropylometylocelulozy jako nosnika stalych rozproszen.
W wyniku zastosowania metody odparowania uzyskano po 3 godz. ok. 14-krotne

zwigkszenie ilosci rozpuszczonej felodypiny [62, 63] 1 3,5-krotne nifedypiny [113].
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W przypadku uktadéw 2z nifedypinag sporzadzonych metodg suszenia rozpylowego ilos§é
rozpuszczonej nifedypiny po tym samym czasie byla ponad 4-krotnie wigksza [85].

Prace badawcze na przestrzeni ostatnich lat  dotyczyly zastosowania
octanobursztynianu hydroksypropylometylocelulozy jako substancji pomocniczej do
formulowania: tabletek [23, 58], peletek [61] oraz flotacyjnych postaci leku [83], a takze
mikroczastek [44, 131, 132].

Badano wplyw AQOAT® jako substancji wiazacej na szybko$¢ uwalniania
modelowych substancji leczniczych réznigeych si¢ rozpuszczalnoscia z tréjwarstwowych
tabletek. Do sporzadzenia rdzenia tabletki uzyto AQOAT® jako substancji wiazacej. Préby
zastosowania innych polimeréw (Budragit® S, Kollicoat® MAE, octanoftalan celulozy,
ftalan HPMC) nie powiodly si¢ ze wzgledu na niedostateczne wiasciwosci wiazace tych
polimeréw. Niezaleznie od wlasciwosci substancii leczniczych z tabletek zawierajacych
10 % substancji czynnych uwalnianie w medium o pH 7,4 bylo zgodne lub zblizone do
kinetyki zerowego rzedu [58].

Na przykladzie nikardypiny wykazano zasadno$é uzycia AQOAT® do sporzadzania
flotacyjnych postaci leku metoda ekstruzji w polaczeniu z fosforanem (V) wapnia i skrobia
[83].

Polimer ten byl takze nosnikiem modyfikujacym uwalnianie teofiliny w zaleznosci
od pH srodowiska w peletkach otrzymanych metoda ekstruzji i sferonizacji [61].

Na przykladzie nitrendypiny wykazano wplyw rodzaju substancji pomocniczej na
wlasciwosci mikrosfer. W przypadku uzycia octanobursztynianu hydroksypropylometylo-
celulozy uzyskano kuliste czastki o budowie ,,balonowej” z pusta przestrzeniqg w $rodku.
W wyniku uzycia octanoftalanu celulozy i Fudragitut® E okragle mikroczastki
charakteryzowaly si¢ porowata struktura jakkolwiek w obecnosci Fudragitu® E tworzyla sie
wewnatrz réwniez pusta przestrzefi jednak o mniejszej srednicy niz z AQOAT® [131, 132].

W badaniach dotyczacych stosowania octanobursztynianu hydroksypropylometylo-
celulozy do sporzadzania mikrosfer z piroksikamem wykazano wplyw jego ilosci na ksztaltt

mikrosfer [17, 44].
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II. Zalozenia i cel pracy

Odnotowywany w ostatnich latach wzrost liczby zachorowan na grzybice paznokci
1 zwigzane z tym dlugotrwale leczenie sklania do podjecia badan nad opracowaniem
nowych rozwigzan technologicznych dotyczacych lekéw przeciwgrzybiczych.

Prowadzone sa badania zmierzajace do modyfikacji postaci leku stosowanych
zarébwno doustnie jak i miejscowo na plytke paznokciowa, w celu zapewnienia efektywnej
terapii. W tym zakresie istotnym jest wybor substancji pomocniczych, a takze rodzaju
postaci leku, zapewniajacej odpowiednie uwalnianie substancji leczniczej. Zalozenia te maja
stuzy¢ przede wszystkim poprawie dostgpnosci biologicznej substancji leczniczych.
W terapii grzybicy paznokci stosowane sa przede wszystkim substancje z grupy
pochodnych imidazolowych i alliloaminy.

Celem podjetych  badan  byla ocena przydatnosci octanobursztynianu
hydroksypropylometylocelulozy (AQOAT®), PVP, Gelucire® 44/14, Gelucire® 50/13,
PEG 6000 jako nosnikéw substancji leczniczych o dzialaniu przeciwgrzybiczym. Do badan
wybrano jako modelowe substancje: chlorowodorek terbinafiny i itrakonazol, ktoérych
stosowanie jest terapeutycznie uzasadnione.

Zalozenia prac badawczych dotyczyly oceny wlasciwosci octanobursztynianu
hydroksypropylometylocelulozy jako substancji pomocniczej w opracowaniu formulacji
technologicznych pod katem poprawy dostgpnosci farmaceutycznej itrakonazolu, a takze
uzyskania efektu przediuzonego uwalniania terbinafiny w aspekcie opracowania preparatu
o dzialaniu miejscowym na plytke paznokciowa.

Z uwagi na bardzo trudng rozpuszczalnos¢ itrakonazolu, gdyz substancja okreslana
jest jako praktycznie nierozpuszczalna w wodzie, zakres prac badawczych dotyczyt
wytwarzania ukladéw dwu- i tréjsktadnikowych stalych rozproszen przy uzyciu AQOAT®
jako zasadniczego skladnika oraz dodatkowo PVP, Gelucire® 44/14, Gelucire® 50/13
1 PEG 6000.

Opracowane formulacje badane byly pod wzgledem wlasciwosci wynikajacych
z rodzaju uzyskanej formy technologicznej 1 zastosowanych nosnikow. Realizacja celu

badan miala charakter technologiczny i analityczny 1 obejmowala:
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=  opracowanie skladu i technologli wytwarzania dwuskladnikowych stalych
rozproszefi metoda suszenia rozpylowego z dwoma rodzajami AQOAT® AS-HF
1 AS-LF,

=  optymalizacje wlasciwosci stalych rozproszen itrakonazolu poprzez sporzadzenie
tréjskladnikowych stalych rozproszen zawierajacych dodatkowo Gelucire® 44/14
lub Gelucire® 50/13 lub PVP lub PEG 6000,

=  oceng¢ wilasciwosci stalych rozproszenn na podstawie badan rentgenograficznych
oraz przy uzyciu mikroskopii skaningowej i polaryzacyjnej,

= ocen¢ wplywu ilosci i rodzaju nosnika na dostepnos¢ farmaceutyczng substanciji
leczniczej ze stalych rozproszen w poréwnaniu z samg substancja lecznicza,

= oceng trwalosci stalych rozproszen.

Zakres prowadzonych badan dotyczacych chlorowodorku terbinafiny obejmowal
wytwarzanie stalych rozproszen z AQOAT®, ze wskazaniem optymalnego ukladu do
sporzadzenia lakieréw, ktorych przeznaczeniem byloby nanoszenie na plytke paznokciowa.

W zwiazku z tym w etapie technologicznym uwzgledniono czynniki majace wplyw
na sporzadzanie i jako$§¢ stalych rozproszen oraz optymalizacje fromulacji do podania
miejscowego tj. lakieréw do paznokci. Do oceny posluzyly badania rentgenograficzne,
réznicowej kalorymetrii skaningowej oraz mikroskopowe - mikroskopia skaningowa
1 polaryzacyjna oraz badania dostgpnosci farmaceutyczne;.

W opracowaniu optymalnej formulacji lakieréw wzigto pod uwage dobodr
rozpuszczalnikéw,  latwos¢  tworzenia filméw o  odpowiedniej przyczepnosci
1 homogennosci. W zwigzku z tym zalozono sporzadzenie lakieréw z dodatkiem lub bez
plastyfikatorow. Ocen¢ ich wlasciwosci przeprowadzono w oparciu o badania
mikroskopowe, szybkosci uwalniania terbinafiny, a takze szybkosci przenikania i badania

mikrobiologiczne w celu wykazania zahamowania wzrostu dermatofitow.
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ITI. Cz¢s¢ doswiadczalna

1. Substancje uzyte do badan

1.1. Substancje lecznicze

Itrakonazol

4-14-[4-[4-[[cis-2- (2,4-dichlorofenylo)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-ilometylo)-1,3-dioksolan-4-
ylo]|metoksy]fenylo]piperazyn-1-ylo]fenylo]-2-[(1RS)-metylopropylo]-2,4-dihydro-3H-1,2,4-

triazol-3-on

Wzor strukturalny

Masa czasteczkowa

705,65

Postac 1 wlasciwosci

Bialy proszek

Rozpuszczalnosé

Substancja praktycznie nierozpuszczalna w wodzie

Temperatura topnienia

166-170 °C

Producent

Shouguang Fukang Pharmaceutical Co., Ltd, China

SUA
=02 200Ky 1Mmim x1. 00K SE(M)
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Chlorowodorek terbinafiny

(2E)-N,0,6-Trimetylo-NN-(naftalen-1-ylometylo)hept-2-en-4-yno-1-aminy chlorowodorek

Wzor strukturalny

CH,

CH$ e HCI

N\/\ é Y

Masa czasteczkowa

327,90

Postac 1 wlasciwosci

Bialy proszek

Rozpuszczalnosé

Substancja bardzo trudno lub trudno rozpuszczalna w wodzie, tatwo
rozpuszczalna w  bezwodnym etanolu 1 metanolu, trudno
rozpuszczalna w acetonie

Temperatura topnienia

207-211°C

Producent

Nacto Pharma I.td, Indie
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1.2. Substancje pomocnicze

Octanobursztynian hydroksypropylometylocelulozy

HPMCAS, AQOAT®

L 1,
Wzor strukturalny R= —n —CH—CH—CHy
—CHs Cl)
—c—cH AN
o 0" “Chs
OH
—G—CH—CHe—C
0 —CH:—CH—CH:
—CHz—CH—CHs ?
OH //C\ //O
0" “CHo—CHo~CL

OH

Postac 1 wlasciwosci Bialy proszek

Substancja rozpuszcza si¢ w acetonie, metanolu, mieszaninie
Rozpuszczalnosé etanol/woda (8:2), mieszaninie chlorek metylenu/etanol (1:1),
mieszaninie etanol/woda (1:1)

Producent ShinEtsu Chemical Co. Ltd, Japonia

= &)

B)01 200K

AQOAT" AS-LF AQOAT® AS-HF
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Gelucire® 44/14

Mieszanina mono-, di- i triglicerydéw oraz estréow polietylenoglikoli z kwasami

thuszczowymi

Postac 1 wlasciwosci

Kremowa substancja o konsystencji wosku

Rozpuszczalnosé

Rozpuszcza si¢ w: etanolu 96°, chloroformie, chlorku metylenu,
nierozpuszczalna w olejach organicznych

Temperatura topnienia |44 °C
HLB 14
Producent Gattefossé, Francja
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Gelucire® 50/13

Mieszanina mono-, di- i triglicerydéw oraz estrow polietylenoglikoli z kwasami
tluszczowymi

Postac i wlasciwosci Kremowa substancja o konsystencji wosku

Rozpuszcza si¢ w: etanolu 96°, chloroformie, chlorku metylenu,

Rozpuszczalnosé . . .
nierozpuszczalna w olejach organicznych

Temperatura topnienia | 50 °C

HLB 13

Producent Gattefossé, Francja
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Poliwinylopirolidon 30K (PVP 30K)

Syntetyczny polimer zbudowany z mieszaniny liniowych polimeréw 1-winylo-2-pirolidonu

Wzor strukturalny

Q\o
N

Masa czasteczkowa

~40 000

Postac 1 wlasciwosci

Bialy proszek

Rozpuszczalnosé

Rozpuszcza si¢ w: wodzie, etanolu, chloroformie, glikolach

Temperatura topnienia

300 °C

Producent

Fluka AG, Niemcy

1-02 20.0kV 12.0mm x500 SE(M)
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Makrogol
400 6000
Glikol polioksyetylenowy, PEG
o)
H OH
Wzor strukturalny n
400 (n=8-10)
6000 (n=120-150)
Masa czasteczkowa 380-420 5500-6500
Postac 1 wlasciwosci Bezbarwna i przezroczysta, lepka Biale platki

ciecz

Rozpuszczalnosé

Bardzo tatwo miesza sie z wodg
i etanolem

Latwo rozpuszcza si¢ w wodzie
1 etanolu

Temperatura topnienia

56-63 °C

Producent

SERVA Feinbiochemica GmbH,
Niemcy

POCH, Polska
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Sebacynian dibutylu (DBS)

Wzor strukturalny

(0]
NN O\/\/CHs
H,C 0
Q

Masa czasteczkowa

314,46

Postac 1 wlasciwosci

Bezbarwna i przezroczysta lepka ciecz

Producent

Fluka AG, Niemcy

Cytrynian trietylu (TEC)

Wzor strukturalny

OH

Masa czasteczkowa

276,28

Postac 1 wlasciwosci

Bezbarwna i przezroczysta ciecz

Producent

Sigma Aldrich, Niemcy
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1.3. Odczynniki i rozpuszczalniki

Podloze Sabouraud z

chloramfenikolem bioMériens (Francja)

Cykloheksymid (Aktidion)

Sigma Aldrich (Niemcy)
Agar
K,HPO, cz. d a.
MgSO, cz. d a.
CaCl, cz. d a.
NaCl cz. d a.
Polisorbat 80 Polskie Odezgynniki Chemiczne POCH (Polska)
Glicerol cz. d a.
Aceton cz. d. a
Dichlorometan cz. d. a
Acetonitryl cz. d. a
Etanol 96% obj. wg FP VII  Zaklad Farmacentyczny , Amara” (Polska)
Kwas solny 37 % cz. d. a Merck Chemicals KGaA (Niemcy)

Woda destylowana wg FP V11

1.4. Materiaty

= Saczki membranowe jednorazowe w obudowie, $rednica pordéw 0,22 um Sartorins
(Niemey)

= Strzykawki jednorazowe poj. 51 10 ml Polfa Lublin (Polska)

= gty jednorazowe 0,8 mm Mifam (Polska)

= Koncéwki do pipet automatycznych

= Flizelina

= Gazajalowa TZMO Toruii (Polska)
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2. Aparatura

Suszarka rozpytowa Biichi Mini Spray Dryer B-191 (Szwajcaria)

Aparat do badania szybkos$ci uwalniana substancii leczniczej Hanson Research SK 8
Plus (Stany Zjednoczone)

Kolektor frakeji Dissoette 11 (Stany Zjednoczone)

Spektrofotometr Jasco 17-530 (Japonia)

Wytrzasarka IKA® KS 130 basic (Niemcy)

Yaznia wodna z wytrzasarka WINB7-45 Memmert (Niemcy)

Suszarka Mesmmert 600 (Niemcy)

Dyfraktometr proszkowy Philips PW 1830 (Holandia)

Roznicowy kalorymetr skaningowy Meztler Toledo DSC 822¢ (Szwajcaria)
Wirdwka MPW 221 Mechanika Precyzyna (Polska)

Komory dyfuzyjne wg Franz’a (Polska)

Mikroton Lezca RM 2154 (Niemcy)

Mikroskop elektronowy skaningowy HITAACHI $-4700 (Japonia)
Mikroskop polaryzacyjny Hund Wetzlar H600 1.1. 50/ 100 (Niemcy)
Aparat fotograficzny Lumix DMC-FZ7 (Japonia)

Aparat fotograficzny Lumix DMC-1.575 (Japonia)

Wagosuszarka Radwag WP-30 (Polska)

Sruba mikrometryczna Micromaster (Japonia)

Pipety automatyczne 100 pl; 0,1-1ml; 1-5 ml Hi/t (Niemcy)

3. Oprogramowanie

Pakiet MS Office 2000 Proftessional Microsoft (Stany Zjednoczone)

Pakiet Corel Draw X3 Core/ Corporation (Kanada)

Image] 1.38x — program do analizy obrazu Nationa Institutes of Health (Stany
Zjednoczone)

KinetDS — program do analizy kinetyki proceséw uwalniania (opracowanie

dr Aleksander Mendyk)
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4. Uktady proszkowe

Sporzadzono uklady proszkowe w formie mieszanin fizycznych 1 stalych
rozproszefi. W przypadku terbinafiny wykonano uklady dwuskladnikowe z AQOAT® AS-

HF i LF, natomiast w przypadku itrakonazolu sporzadzono dwu- 1 tréjsktadnikowe uktady.

4.1. Sporzadzenie uktadéw proszkowych z itrakonazolem

Sporzadzono dwu- 1 tréjskladnikowe stale rozproszenia itrakonazolu metoda
suszenia rozpylowego przy uzyciu suszarki rozpytowej Biichi Mini Spray Dryer 191 (ryc. 4)
z polimerowymi nosnikami. Stosowano AQOAT® AS-HF i LF, Gelucire® 44/14, Gelucire®”
50/13, PVP, Makrogol 6000.

4.1.1. Sporzadzenie statych rozproszen

Dwuskladnikowe stale rozproszenia zawieraly substancj¢ lecznicza i nosnik.
Sporzadzono 7 formulacji, do ktérych uzyto jako nosnika AQOAT® AS-HF i AQOAT®
AS-LF oraz dwoch formulacji z Gelucire® 44/14. Tréjskladnikowe stale rozproszenia,
zawieraly oprécz AQOAT® AS-HF dodatkowo Gelucire® 44/14, Gelucire® 50/13, PVP
lub Makrogol 6000. Lacznie sporzadzono 13 tréjskladnikowych formulacji o skladzie
podanym w tabelach 5 1 6.
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Tabela 5. Sktad dwuskladnikowych statych rozproszen z itrakonazolem.

Tlos¢ Ilos¢ AQOAT® [g]
itrakonazolu Ilos¢ Gelucire® 44/14 [¢]
gl AS-LF AS-HF
1 - -
2 - -
_ 1 )
_ ) )
1 - 3 -
_ 4 _
_ 10 _
- - 0,1
- - 0,5
Tabela 6. Sklad tréjsktadnikowych stalych rozproszen z itrakonazolem.
Tlos¢ Tlos¢ Tlos¢
| llose AQOAT®  Gelucire®  Gelucire®  Tlosé PVP Tlogé
1trako[;1]azolu AS.HF 44/14 50/13 ] PEG 6000 [g]
[g] l¢] [g]
2 0,5 - : _
2 1 - - ,
2 2 - - ,
4 0,5 - - -
4 1 - - -
2 - 0,5 ; .
1 4 - 0,5 - _
4 - 1 - -
2 - - 0,5 -
2 - - 1 -
4 - - 0,5 -
4 - - 1 -
2 - - - 0,5
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Sporzadzanie stalych rozproszenn metoda suszenia rozpylowego polegalo na
rozpyleniu przez dysz¢ o §rednicy 0,7 mm roztworu, ktory doprowadzony byl do atomizera
przy uzyciu pompy perystaltycznej. Nastepowalo rozpylenie mikrokropelek roztworu
w strumieniu goracego powietrza. Po odparowaniu rozpuszczalnika suchy produkt byl
oddzielany w cyklonie i zbierany w odbieralniku (ryc. 5).

Parametry procesu technologicznego tj.: ci$nienie kompresora, szybko$¢ przeptywu
powietrza, wydajno$¢ pompy perystaltycznej, temperatur¢ wlotu i wylotu powietrza
ustalono doswiadczalnie w celu uzyskania najlepszej wydajnosci. Na podstawie tych danych
opracowano przepis technologiczny sporzadzania stalych rozproszen.

Uzyskanie stalych rozproszen w formie suchego proszku o okreslonych
wlasciwosciach wymagalo doboru odpowiednich rozpuszczalnikéw, a takze parametrow
procesu suszenia rozpylowego. Wyboér rozpuszczalnikéw podyktowany byt wlasciwosciami
fizykochemicznymi  nosnika 1  substancji leczniczej rézniacych — si¢  znacznie
rozpuszczalnoscia. W oparciu o wstgpne prace doswiadczalne do sporzadzenia stalych
rozproszen zastosowano mieszaning etanol/chlorek metylenu (1:1) uzyskujac w ten sposéb
roztwor obu skladnikow.

W przypadku zastosowania AQOAT® proces technologiczny prowadzono stosujac
nastgpujace parametry technologiczne: przeplyw powietrza 700 1/min, cisnienie
z kompresora 3,5 MPa. Wydajnos¢ pompy perystaltycznej wynosita 30 % (8 ml/min),
a wydajno$¢ aspiratora 100 %. Temperatur¢ wlotu nastawiono na 110°C i w trakcie
procesu utrzymywala si¢ na zblizonym poziomie (108 — 110 °C). Temperatura wylotu
wynosita od 82 do 85 °C.

Sporzadzanie  dwuskladnikowych  stalych  rozproszen  z  Gelucire”
1 tréjsktadnikowych wymagato uzycia innych parametréw procesu suszenia rozpylowego.
Pozostawiono ten sam przeplyw powietrza tj. 700 1/min. i wydajnos¢ aspiratora 100 %.
Natomiast zwickszono cisnienie z kompresora do 4,5 MPa, a wydajnos¢ pompy
petystaltycznej ustalono na poziomie 16 % (4 ml/min). Temperatur¢ wlotu powietrza
wynosita 45 °C, temperatura wylotu wynosita od 32 do 35°C.

Parametry procesu suszenia dwuskladnikowych stalych rozproszen itrakonazolu
2z AQOAT® przedstawiono w tabeli 7. W tabeli 8 przedstawiono parametry stosowane

w przypadku uktadéw dwuskladnikowych z Gelucire® i tréjsktadnikowych.
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Tabela 7. Parametry suszenia rozpylowego ukltadow dwusktadnikowych z itrakonazolem.

Cisnienie z kompresora [MPa] 3,5
Przeplyw powietrza [1/min] 700
Wydajnos¢ pompy perystaltycznej |%o] 30
Wydajnos¢ aspiratora |%o] 100

nastawiona 110
Temp. wlotu [°C]

obserwowana 108-110
Temp. wylotu [°C] 82-85

Tabela 8. Parametry suszenia rozpylowego ukladéw dwuskladnikowych 2z Gelucire®
1 tréjskladnikowych.

Cisnienie z kompresora [MPa] 4,5
Przeplyw powietrza [1/min] 700
Wydajnos¢ pompy perystaltycznej |%o] 16
Wydajnos¢ aspiratora |%o] 100

nastawiona 45
Temp. wlotu [°C]

obserwowana 45
Temp. wylotu [°C] 32-35
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Rycina 4. Suszarka rozpylowa Biichi Mini Spray Dryer B 191.

atomizer
\
szklany
. e
cylinder
cyklon
»

odbieralnik

Rycina 5. Proces suszenia rozpylowego.
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4.1.2. Sporzadzenie mieszanin fizycznych

Mieszaniny fizyczne sporzadzono poprzez doktadne rozdrobnienie i wymieszanie
w mozdzierzu substancji leczniczej z AQOAT® AS-HF i AQOAT® AS-LF w proporcji 1:1

i 1:2 1 ujednolicenie przez sito (0,5 mm).

4.2. Sporzadzenie uktadow proszkowych z chlorowodorkiem terbinafiny

Sporzadzono trzy rodzaje dwuskladnikowych stalych rozproszen oraz mieszanin
fizycznych chlorowodorku terbinafiny z AQOAT® o zawartosci substancji czynnej od

14,3 % do 50 % w proporcjach 1:1, 1:4, 1:06.

4.2.1. Sporzadzenie statych rozproszen

Do sporzadzenia dwuskladnikowych stalych rozproszen terbinafiny z AQOAT®
AS-LF i AS-HF zastosowano metod¢ suszenia rozpylowego. Proces technologiczny
przeprowadzono w aparacie Biichi Mini Spray Dryer 191 (ryc. 4). Przygotowano lacznie 5

formulacji o sktadzie podanym w tabeli 9.

Tabela 9. Sktad statych rozproszen z chlorowodorkiem terbinafiny.

chlorowodorek terbinafiny

AQOAT® AS-HF AQOAT® AS-LF
1:1 1:1
1:4 _
1:6 1:6
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Podobnie jak w przypadku itrakonazolu, na podstawie wstepnych badan ustalono
skfad mieszanin rozpuszczalnikéw. Do sporzadzenia stalych rozproszen zastosowano
mieszaning etanol/woda w proporcji (4:1) uzyskujac w ten sposéb roztwdr obu
sktadnikéw.

Proces technologiczny prowadzono w oparciu o nastgpujace parametry:
zastosowano przepltyw powietrza 700 1/min, cisnienie z kompresora wynosito 3,5 MPa.
Wydajnosé pompy petrystaltycznej wynosita 30 % (8 ml/min), wydajnos¢ aspiratora 100 %.
Temperatur¢ wlotu nastawiono na 110 °C 1 w trakcie procesu utrzymywala si¢ na poziomie
108 — 110 °C. Temperatura wylotu wynosita od 82 do 85 °C.

Parametry procesu suszenia stalych rozproszen chlorowodorku terbinafiny

z AQOAT® przedstawiono w tabeli 10,

Tabela 10. Parametry suszenia rozpylowego ukladéw z chlorowodorkiem terbinafiny.

Cisnienie z kompresora [MPa] 3,5
Przeplyw powietrza [1/min] 700
Wydajnos¢ pompy perystaltycznej [%o] 30
Wydajnos¢ aspiratora |%o] 100

nastawiona 110
Temp. wlotu [°C]

obserwowana 108-110
Temp. wylotu [°C] 82-85

4.2.2. Sporzadzenie mieszanin fizycznych

Mieszaniny fizyczne sporzadzono poprzez dokladne rozdrobnienie w mozdzierzu
i wymieszanie substancji leczniczej z nosnikiem AQOAT® AS-HF i AQOAT® AS-LF w

proporcji 1:1 1 1:6 1 yjednolicenie przez sito (0,5 mm).
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4.3. Metodyka badan wtasciwosci fizycznych uktadéw proszkowych

Oceng¢ wlasciwosci sporzadzonych ukladéw proszkowych dokonano w oparciu

o badania mikroskopowe, rentgenograficzne, réznicowej kalorymetrii skaningowe;.

4.3.1. Badania w mikroskopie polaryzacyjnym

Substancje lecznicze, pomocnicze, a takze mieszaniny fizyczne i stale rozproszenia
obserwowano w $wietle spolaryzowanym przy uzyciu mikroskopu polaryzacyjnego Hund

Wetzlar przy 100-krotnym powigkszeniu.

4.3.2. Badania w mikroskopie skaningowym

Wykonano rowniez badania ukladéow proszkowych przy uzyciu mikroskopu
skaningowego HITACHI S-4700. Prébki naklejano na holdery na weglowych plasterkach
napylanych weglem. Obrazy z mikroskopu skaningowego wykonano przy powickszeniu

1000-, 2000- 1 5000-krotnym.

4.3.3. Badania rentgenograficzne (X-ray)

Badanie rentgenograficzne przeprowadzono dla chlorowodorku terbinafiny,
itrakonazolu, AQOAT® oraz mieszanin fizycznych i stalych rozproszed. Pomiary
wykonano w dyfraktometrze proszkowym Philips PW 1830. Do badani stosowano
monochromatyczne promieniowanie miedziowe Cu-IK, (A=2 A) z filtrem Ni. Obraz

dyfrakcyjny rejestrowano w zakresie katow 2 ® od 5% do 40°.
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4.3.4. Badania réznicowej kalorymetrii skaningowej (DSC)

Badanie przeprowadzono dla chlorowodorku terbinafiny, AQOAT® oraz ich
mieszanin fizycznych i stalych rozproszen przy uzyciu kalorymetru firmy Mettler Toledo
DSC 822¢. Pomiary przeprowadzono w zakresie temperatur 20°C-220°C przy szybkosci

ogrzewania probki 5 °C/min.

4.4. Metody analizy iloSciowej substancji leczniczych

Ilo$¢ rozpuszczonej substancji leczniczej oznaczano metoda spektrofotometryczna
przy uzyciu spektrofotometru Jasco V-530. Przed badaniem prébki odpowiednio
rozcieniczano.

W przypadku itrakonazolu dokonywano pomiaréw roztworéw o stezeniu od 1 do
25ug/ml przy 2=201 am, A=221 nm, A=257 nm. Srednia wartos¢ wspotezynnikow
kalibracji wynosita: k=0,1068 przy A = 201, k=0,0439 przy A = 221 1 0,0313 przy A = 257
nm. Wspolczynnik korelacji miescil si¢ pomigdzy 0,992 — 0,999.

Oznaczenia terbinafiny wykonano przy dlugosci fali A=223 nm. Ste¢zenia miescily
sic w zakresic od 1 do 6 pg/ml Wspdlczynnik krzywej kalibracji wynosit 0,2157,
a wspotczynnik korelacji = 0,998.

4.5. Badanie dost¢pnosci farmaceutycznej

Przeprowadzono badania rozpuszczalnosci 1 szybkosci rozpuszczania substancii

leczniczych z ukladéw proszkowych.

4.5.1. Badanie rozpuszczalnos$ci

Rozpuszczalnosé itrakonazolu badano w 0,1 mol/l HCl o pH 1,2 (wg FP VII).

Nawazke odpowiadajaca 20 mg itrakonazolu umieszczono w  kolbie stozkowej
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o pojemnosci 100 ml z doszlifowanym korkiem. Do kazdej kolbki dodano 25 ml 0,1 mol/l
HCIl. Kolbki wytrzasano w temperaturze 37 °C w termostatowanej wytrzasarce typu:
WNB7-45 Memmert przez 24 godziny. Po wytrzasaniu probki odwirowano przy uzyciu
wiréwki MPW 221 przez 15 min przy predkosci 3200 obr/min. Nast¢pnie przesaczono
roztwor przez saczki membranowe o $rednicy poréw 0,22 pm (Sartorius). Zawartosé
substancji  leczniczej oznaczono metoda  spektrofotometryczng  przy  uzyciu

spektrofotometru Jasco V-530. Wyniki stanowia wartos$¢ §rednia z trzech pomiarow.

4.5.2. Badanie szybko$ci rozpuszczania

Badania szybkosci rozpuszczania przeprowadzono metoda topatkowa wg FP VIIL.
Zestaw skladal si¢ z 8 - miejscowego aparatu Hanson Resarch SR 8 Plus z automatycznym
kolektorem frakcji Dissoette II i komputerows rejestracja danych. Zlewki o pojemnosci
1300 ml napetniono 900 ml odpowiedniego medium. Badanie prowadzano w temperaturze
37 °C. Prébki pobierane byly automatycznie w ustalonych odst¢pach czasu, gromadzone
w kolektorze frakcji Dissoette II 1 analizowane spektrofotometrycznie przy uzyciu
spektrofotometru Jasco V-530 stosujac analityczng dlugosé fali. Wyniki stanowia wartosé
srednig z trzech pomiardw.

Dla kazdego punktu czasowego obliczano wspélczynnik zmiennosci S, wg
nastgpujacego wzoru:

s, ==2r100
X

T

SD — érednie odchylenie od pojedynczego pomiaru

SD=+ M
V n-1

X _ $rednie stezenie
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Itrakonazol

Do badan stosowano probki substancii leczniczej, stalych rozproszen i mieszanin
fizycznych w ilosci odpowiadajacej 100 mg itrakonazolu. Jako medium uzyto 0,1 mol/1 HCI
o pH 1,2. Badanie prowadzono przy szybkosci obrotéw mieszadta 100 obr/min. Probki
pobierano automatycznie po: 15, 30, 60, 90, 120 min. i uzupelniano rozpuszczalnikiem do

pilerwotnej objetosci.

Chlorowodorek terbinafiny

Do badan stosowano probki substancii leczniczej, stalych rozproszen i mieszanin
fizycznych w ilosci odpowiadajacej 125 mg chlorowodorku terbinafiny. Jako medium uzyto
wodg destylowana lub roztwor 0,1 mol/l kwasu solnego. Szybkosé obrotéw mieszadla
wynosita 50 obr/min. Prébki pobierano automatycznie po: 5, 10, 15, 20, 30, 60, 90, 120

min. i uzupelniano rozpuszczalnikiem do pierwotnej objetosci.

4.5.3. Analiza kinetyczna procesu rozpuszczania substancji leczniczych

z wybranych formulacji

Dokonano oceny profilu rozpuszczania itrakonazolu i chlorowodorku terbinafiny
z ukladéw dwuskladnikowych (1:4) 2z octanobursztynianem hydroksypropylometylo-
celulozy jako optymalnych dla obu substancji leczniczych. Ponadto dokonano analizy
profili rozpuszczania itrakonazolu z ukladow tréjskladnikowych zawierajacych rowniez ten
sam rodzaj octanobursztynianu hydroksypropylometylocelulozy AS-HF w proporcji
(1:4:0,5) z Gelucire” lub PVP oraz (1:2:0,5) z Gelucire® 50/13, dla ktérych uzyskano
najlepsze wyniki poprawy rozpuszczania.

W analizie tej postuzono si¢ programem KinetDS, w ktérym zastosowano metode
regresji liniowej w doborze parametrow zlinearyzowanych postaci  kinetycznych
i empirycznych modeli procesu uwalniania. W celu dokonania opisu przebiegu
rozpuszczania substancji leczniczych stosowano modele kinetyczne: zerowego, pierwszego
i drugiego rzedu, Korsmeyera-Peppasa, Higuchiego, Hixson-Crowella oraz empiryczny
model Weibulla.

Na podstawie wynikéw obliczeft wybrano modele z najwyzszymi warto§ciami
wspolczynnikéw korelacji (R). Z tego wzgledu ostatecznie zostaly wzigte pod uwage

nastepujace modele:
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a) model kinetyczny zerowego rzedu

Q=KI+Q,

b) model Korsmeyer-Peppas
Q=K "

gdzie: (@ —ilos¢ uwolnionej substancji leczniczej w czasie #
0, —iloé¢ uwolnionej substancji leczniczej w czasie 7 = 0
K — stala szybkosci procesu uwalniania
t — czas
N — wykladnik czasowy procesu uwalniania

4.6. Badanie trwatosci uktadéw z itrakonazolem

Badania trwalosci wykonano dla wybranych ukladéw stalych rozproszen
z AQOAT® AS-HF: dwuskladnikowych (1:4) i tréjsktadnikowych z Gelucire® 44/14,
50/13, PVP (1:2:0,5; 1:4:0,5). Ukltady proszkowe przechowywano przez okres 12 miesigcy
w temperaturze pokojowej (18-22°C) w szczelnie zamknigtych plastikowych butelkach
zaopatrzonych w pochlaniacz wilgoci. Analiza obejmowala badania rentgenograficzne,
a takze ocenie poddano obrazy z mikroskopu polaryzacyjnego. Przeprowadzono ponadto

badania szybkosci rozpuszczania substancji lecznicze;.

W celu poréwnania profili rozpuszczania, obliczono wspélczynnik podobienstwa

krzywych £, [30, 78] ze wzoru:

100

f2 = 50|Og /( zn (T| _ R)Z

‘\‘/l+ = "

gdzie:
T - ilo$¢ rozpuszczonej substancii lecznicze] w % preparatu testowanego

R - ilos¢ rozpuszczonej substancji leczniczej w % preparatu referencyjnego
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5. Lakiery do paznokci z terbinafing

Przygotowano lakiery z chlorowodorkiem terbinafiny, polimerowym no$nikiem,
a takze zawierajace dodatkowo plastyfikator. Z uwagi na fakt, ze lakiery po odparowaniu

tworza powloke do badan sporzadzono takze filmy.

5.1. Sporzadzenie lakier6w do paznokci z terbinafing

Lakiery sporzadzono z dwoma rodzajami nosnika: AQOAT® AS-HF i AQOAT®
AS-LF, ktory stanowil matryce dla substancji leczniczej. Ponadto sporzadzono lakiery
zawierajace w swym skladzie plastyfikator:

»  glicerol (G)

" polioksyetylenoglikol (PEG)

" sebacynian dibutylu (DBS)

" cytrynian trietylu (TEC)

a takze zawierajace kombinacj¢ dwuskladnikows plastyfikatorow: DBS z glicerolem lub
PEG.

W celu sporzadzenia lakieréw o optymalnych wlasciwosciach dokonano wyboru
rozpuszczalnikéw, biorac pod uwage rozpuszczalnosé substancji leczniczej, nosnikow
i plastyfikatoréw. Istotnym jest takze zdolno$¢ rozpuszczalnikow do  szybkiego
odparowania. Na podstawie wstepnych badan okreslono doswiadczalnie sktad jakosciowy
mieszanin rozpuszczalnikow. Do badan uzyto dwa rodzaje rozpuszczalnikéw bedacych
mieszaninami:

* acetonu/wody (7,5: 1)
* acetonu/etanolu (760g/1)/wody (4,5:4: 1)

Lakiery sporzadzono poprzez rozpuszczenie chlorowodorku terbinafiny, nosnikow
oraz plastyfikatoréw w rozpuszczalnikach. Facznie sporzadzono 26 formulacji. Sklady

lakieréow przedstawiono w tabelach 11 - 13.
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Tabela 11. Sklad lakieréw bez plastyfikatoréw.

formulacja

substancje

AQH

AQL

chlorowodorek
terbinafiny

AQOAT® AS-HF
AQOAT® AS-LF

Tabela 12. Sklad lakieréw z jednym plastyfikatorem.

formulacja

substancje

AQH
©

AQH
PEG

AQH
DBS

AQH
TEC

AQL | AQL
G | PEG

AQL
DBS

AQL
TEC

chlorowodorek
terbinafiny

AQOAT® AS-HF
AQOAT® AS-LF

Glicerol 0,5

PEG 400
DBS
TEC

- 0,4

0,5 -

- 0,4

Tabela 13. Sklad lakieréw z dwoma plastyfikatorami.

formulacja

substancje

AQH DBS

PEG G

AQH DBS

AQL DBS
PEG

AQL DBS
©

chlorowodorek
terbinafiny

AQOAT® AS-HF
AQOAT® AS-LF
DBS
Glicerol
PEG 400

0,25 -

0,25
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5.1.1. Przygotowanie filméw z lakier6w do paznokci

Sporzadzono filmy z lakieréw do paznokci. Lakier wylano na szalkg¢ Petriego

o $rednicy ok. 8 cm i suszono w suszarce Memmert 600 w temp. 40°C przez 18 godzin.

5.1.2. Wtasciwosci filmow

Grubo$¢ filmoéw okreslono przy uzyciu $ruby mikrometrycznej Micromaster.
W przypadku formulacji zawierajacych plastyfikatory oznaczono zawarto$¢ wilgoci przy

uzyciu wagosuszarki Radwag typ WP 30.

5.2. Przygotowanie membran z kopyt wotowych

Ze spodniej strony oczyszczonych kopyt wolowych wycinano, przy uzyciu
okraglego wycinaka, fragmenty o s$rednicy ok. 20 mm. Tak otrzymany material moczono
w wodzie destylowanej 24 godziny, a nastgpnie przy uzyciu mikrotonu Leica RM 2154 cigto

na plytki o grubosci 0,15-0,25 mm (ryc. 6).

Rycina 6. Membrany z kopyt wolowych. A — wycicty fragment kopyta, B — membrana sucha, C —
membrana nawilzona.
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5.2.1. Analiza mikroskopowa membran z kopyt wolowych i plytek
paznokciowych

Analiz¢ wykonano przy uzyciu mikroskopu skaningowego HITACHI S-4700.
Probki naklejano na holdery na weglowych plasterkach napylanych weglem. Obrazy

z mikroskopu skaningowego wykonano przy powickszeniu 500 i 2000-krotnym.

5.3. Badania dost¢pnosci farmaceutycznej

Badania dostgpnosci farmaceutycznej chlorowodorku terbinafiny z lakieréw do
paznokci prowadzono dwoma metodami. Pierwsze badanie prowadzone metoda
wytrzasania mialo za zadanie wykazaé wplyw formulacji na szybkos¢ uwalniania substancji
leczniczej z filméw, kolejne badanie miato na celu weryfikacje wplywu formulacji na

mozliwos¢ przenikania chlorowodorku terbinafiny przez modelowe membrany biologiczne.

5.3.1. Badania szybkosci uwalniania chlorowodorku terbinafiny z filmow

Filmy o powierzchni ok. 2,25 cm’ umieszczono w kolbie ze szlifem. Dodano
25 cm’ wody destylowanej i wytrzasano w temperaturze pokojowej na wytrzasarce IKA KS
130 basic z predkoscia 160 obr/min. Prébki pobierano po 1, 2, 3, 4, 5, 6, 12 i 24 godz.
i analizowano spektrofotometrycznie przy dlugosci fali A = 223 nm. Wyniki stanowia

warto$¢ srednig z trzech pomiardw.

5.3.2. Badania przenikania chlorowodorku terbinafiny w komorach

dyfuzyjnych

Badanie wykonywano wg metody Franz’a, z uzyciem szklanych komor dyfuzyjnych.

Schemat komory przedstawiono na rycinie 7.
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Komora gérna

Membrana

Komora akceptora

‘v/\ Ptaszcz grzewczy

Rycina 7. Komora dyfuzyjna wg Franz’a.

Do badan uzyto membrany o grubosci ok. 150 lub ok. 250 um. Membrany
przechowywano w zlewkach zawierajacych wode przez okres 24 godz. Po tym czasie blone
umieszczono w komorze dyfuzyjnej pomiedzy komora gérng i komora akceptora. Do
gornej czeSci komory na powierzchnie membrany wprowadzono 0,5 ml (ok. 300 mg)
formulacji zawierajacej 12 mg terbinafiny, natomiast do cze$ci dolnej wode (5 ml).
Powierzchnia przenikania wynosita 0,52 cm”. Stalg temperatur¢ ukladu 37 °C zapewnial
plaszcz grzewczy otaczajacy komore akceptorows. Probki pobierano w ilosci 0,5 ml co
24 godz. 1 uzupelniano do okreslonej objetosci. Oznaczono spektrofotometrycznie ilosé
substancji leczniczej w plynie akceptorowym przechodzacej przez okreslona powierzchnie
blony [mg/cm’. Badania prowadzono przez 5 dni. Wyniki stanowia warto$¢ srednia

z trzech pomiaréw.
Analiza kinetyczna procesu przenikania chlorowodorku terbinafiny

Analizie poddano profile przenikania terbinafiny z lakierow do paznokci
z formulacji zawierajacych w swoim skladzie AQOAT® AS-HF przez modelowe
membrany keratynowe o grubosci 150 pm.

W analizie posluzono si¢ programem KinetDS 1 stosowano metodyke opisang

w punkcie 4.5.3.
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5.4. Badania mikrobiologiczne

Badania mikrobiologiczne przeprowadzono z uzyciem membran z kopyt wotowych

oraz fragmentéw plytki paznokciowe;.

5.4.1. Przygotowanie podtoza

1. Przygotowanie zawiesiny zawierajacej konidia

Wzorcowy szczep Trichophyton mentagrophytes (ATTC 18784) hodowano na podiozu
Sabouraud’a (Sabouraud’s dextrose agar - SDA) w 27°C przez 10-14 dni i nastgpnie
przygotowano zawiesing z konidiami w jalowym roztworze 0,9 % NaCl zawierajacym

0,05% Tweenu 80. Stezenie wynosito 1x10" konidia/ml.

2. Przygotowanie podtoza do badan mikrobiologicznych

Podloze agarowe zawierato: 0,2% K,HPO,; 0,005% MgSO,; 0,005% CaCl,; 0,035%

aktidion. Zawiesina przygotowana w pkt. 1 zostala dodana do agaru w ilosci 1%.

5.4.2. Przygotowanie membran z kopyt wotowych do badan

Membrany z kopyt wolowych umieszczono w komorze z laminarnym nawiewem
jalowego powietrza na szalce Petriego wylozonej jalowa gaza nasaczona woda do iniekcji
(Agua purificata FP 171]). Nastepnie calos¢ poddano naswietlaniu lampa UV przez 2 godz.

Po tym czasie na membrany z kopyt wolowych nalozono pipeta automatyczna
100 pl lakieru. Czynnos$¢ powtoérzono po 24 1 48 godzinach usuwajac mechanicznie

poprzednia warstwe lakieru.
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Po usunigciu lakieru membrany umieszczono na podtozu agarowym i inkubowano
przez 14 dni w temp. 28°C. Po 7 1 14 dniach wykonano zdj¢cia membran aparatem Lumix

DMC-FZ7.

5.4.3. Przygotowanie plytek paznokciowych do badan

Na oczyszczone 1 zmatowione (przy uzyciu pilnika do paznokei) plytki
paznokciowe raz dziennie nanoszono warstwe lakieru. Po pierwszym i po drugim tygodniu
aplikacji paznokcie umieszczono na podiozu agarowym 1 inkubowano przez 14 dni

w temp. 28 “C. Po 7 i 14 dniach wykonano zdj¢cia plytek aparatem Lumix DMC-FZ7.

5.4.4. Analiza wzrostu kolonii na membranach

Zdjecia hodowli wykonywane byly na jasnym i ciemnym tle w celu lepszej
identyfikacji obszaru kolonii. Wykonane zdjecia poddano obrdbce cyfrowej dzigki ktorej
uzyskano obrazy, na ktérych wyraznie zaznaczona byla granica wzrostu dermatofitow.
W tym celu zdjecia membran wykonane na jasnym i ciemnym tle przeksztalcono z trybu
RGB w tryb 8 bitowej skali szarosci. Postuzono si¢ programem do obrébki grafiki
rastrowej Corel Photo-Paint X3, przy uzyciu ktérego wykonano takze obliczenia na
mapach bitowych poprzez mnozenie kanaléw szarosci. Uzyskano wspoélny obraz w 8
bitowej skali szaroéci o rozmiarze 416 X 302 px. Przy uzyciu programu Image] 1.38x
identyfikowano obszary zainteresowania (region of interest) otrzymanych obrazéw. Nastepnie
wykonano segmentacj¢ obrazéw zgodnie z tabelg LUT (Look Up Table) w trybie thal do
palety RGB oraz sporzadzono dwu- i tréjwymiarowe profile intensywnosci sygnalu

w analizowanym obszarze.
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IV. Wyniki badan

1. Uktady proszkowe z itrakonazolem

Dokonano oceny wlasciwosci ukladéw proszkowych w formie mieszanin

tizycznych 1 stalych rozproszen.

1.1. Charakterystyka uktadow

Stale rozproszenia sporzadzono z AQOAT® jako nosnikiem. W wyniku
zastosowania technologii suszenia rozpylowego uzyskano produkt w formie biatego
proszku. Jedynie w przypadku uzycia Gelucire” jako nosnika zaréwno w ukladach
dwuskladnikowych (1:0,1 1 1:0,5), jak i tréjsktadnikowych (1:2:1 1 1:2:2) otrzymano produkt
o kremowym zabarwieniu 1 konsystencji wosku.

Stwierdzono ponadto nasilenie si¢ wlasciwosci elektrostatycznych produktow wraz
ze zwickszeniem ilosci AQOAT® w ukladzie. Proszek przylegal do $cian odbieralnika.
Zmniejszenie si¢ tego zjawiska obserwowano po wprowadzeniu trzeciego skladnika do
stalego rozproszenia.

Ocene  wlasciwosci  fizycznych  ukladéw  proszkowych —z  itrakonazolem
przeprowadzono w oparciu o wyniki analizy mikroskopowe;.

Wyniki badat w mikroskopie skaningowym wykazaly zmiany w ksztalcie 1 wielkosci
w zaleznosci od sktadu. Itrakonazol jest substancija krystaliczng o wielko$ci krysztaléw w
granicach od 5 do 60 um. Czastki AQOAT®™ maja ksztalt zaokraglony przy czym AQOAT®
AS-HF ma drobniejsze czastki niz AS-LF. Wielko$¢ czastek miesci si¢ w przedziale od 5 do
10 pm. W mieszaninach fizycznych widoczne sa krysztaly substancji leczniczej oraz czastki
AQOAT?" (ryc. 8). Dwuskltadnikowe stale rozproszenia (1:1) charakteryzowaly sie kulistym
ksztattem czastek wielkosci od 1 do 7 um. Uzycie wigkszej ilosci AQOAT® AS-LF (1:2)
wplywalo na zmiang ich struktury. Pojawialy si¢ czastki z wglebionym srodkiem.
Zastosowanie wiekszej ilosci AQOAT® AS-HF (uklady 1:2 i 1:4) zmienialo ksztalt czastek

na nieregularny i pomarszczony, nie zmienita si¢ wielko§¢ czastek (ryc. 9). W przypadku
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ukladow tréjskladnikowych wszystkie czastki mialy wglebienia w powierzchni. Dochodzito

takze do agregacji czastek. Wielko$¢ czastek miescita si¢ w przedziale od 1 do 20 um
(ryc. 10).

-

.‘.‘! I.I__ i [
L0200V 11Emm 4 0ok SEM) N K

~ % > & ol ||||r||||;;g,|'
F01 20@(}1)12.‘15mmvx1‘.00 " _500um ¥

AQOAT® AS-LF 5000% AQOAT® AS-HF 1000x

{ ¢ . ' A
H-02:2010kV 12.1mym =5.00k SE{M) W @~ | 50Quf. 5

AQOAT® AS-HF 5000x MF itrakonazol : AQOAT® AS-HF 1:2 1000X

)

Rycina 8. Substancja lecznicza, nosniki oraz mieszanina fizyczna (MF). Obraz z elektronowego
mikroskopu skaningowego — powigkszenie 1000 i 5000X.
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I:A AT® AS- 1:4 2 X
\_ SR QOAT® AS-HF 1:4 2000 Y,

Rycina 9. Dwuskladnikowe stale rozproszenia (SR) itrakonazolu (I), ukltady 1:1, 1:2 1 1:4. Obraz
z elektronowego mikroskopu skaningowego — powigkszenie 2000 i 5000X.
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8503 20:0kVe11.8mm x2.00k SE(M) Pu 4-05520.0kV x2.00k SEL('M)

SR I: AQOAT® AS-HF : Gelucire® 44/14 SR I: AQOAT® AS-HF : Gelucire® 50/13

1:4:0,5 1:4:0,5

. J

Rycina 10. Tréjsktadnikowe stale rozproszenia (SR) itrakonazolu (I). Obraz z elektronowego
mikroskopu skaningowego — powigkszenie 2000%.
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1.2. Wplyw wytwarzania statego rozproszenia na wtasciwosci substancji

leczniczej

Wyniki badan mikroskopowych 1 rentgenograficznych postuzyly do oceny

sporzadzonych ukladow proszkowych, a takze substancji leczniczej i nosnika.

1.2.1. Wyniki badan mikroskopowych

Na podstawie wynikéw analizy mikroskopowej w $wietle spolaryzowanym
stwierdzono obecno$¢ krysztaléw itrakonazolu tylko w przypadku mieszanin fizycznych.
Identyfikowano dwoéjlomnosé krysztaléw w wyniku podwojnego zalamania $wiatla oraz
pleochroizm o czym S§wiadczy wielobarwnos¢ krysztaléw (ryc. 11). Natomiast we
wszystkich ~ probkach — stalych  rozproszen sporzadzonych 2z réznymi  zwiazkami
polimerowymi jako nosnikami w formie zaréwno ukladéw dwu- jak i tréjsktadnikowych

nie stwierdzono obecnosci krysztatow (ryc. 12).
a N

“itrakonazol AQOAT® AS-HF

SR itrakonazol : AQOAT® AS-HF 1:4 MF ittakonazol: AQOAT® AS-HF 1:2

o J

Rycina 11. Obrazy z mikroskopu polaryzacyjnego (powigkszenie 100X). I —itrakonazol, SR — state
rozproszenie, MF — mieszanina fizyczna.
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SR LAQH:G44/14 1:2:0,5 SR LAQH:G44/14 1:4:0,5

SR LAQH:G50/13 1:2:0,5 SR LAQH:G50/13 1:4:0,5

L SR LAQH:PVP 1:2:0,5 SR LAQH:PVP 1:4:0,5 )

Rycina 12. Obrazy z mikroskopu polaryzacyjnego (powigkszenie 100X). I — itrakonazol, AQ —
AQOAT®, G — Gelucire®, PVP - poliwinylopirolidon, SR — stale rozproszenie.
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1.2.2. Wyniki badan rentgenograficznych

W badaniach rentgenograficznych itrakonazolu wykazano obecnos¢ pikéw
charakterystycznych przy kacie 20 14°, 17°, 18°, 20°, 23°, 25° 27°. Rentgenogramy
nosnikéw charakteryzowalo halo w zakresie katow 2 ® od 5 do 40°. Analiza mieszanin
fizycznych wykazala obecnos¢ pikéw charakterystycznych dla  substancji leczniczej
o mniejszej intensywnosci, co wynika z mniejszej ich ilosci w prébkach, z uwagi na
obecnos¢ nosnika. Natomiast w przypadku dwu- i tréjskladnikowych stalych rozproszen
nie stwierdzono pikéw charakterystycznych dla substancji leczniczej. Na wszystkich

rentgenogramach obserwowano halo w zakresie katéw 2 ® od 5 do 40° (ryc. 13 - 17).

|

e . wetinn AQOAT® AS-LF
<
>
8
MF LAQL 1:1
Mh ) SR LAQL 1:1
5 10 15 20 25 30 35 40
°2 Theta

Rycina 13. Rentgenowski obraz dyfrakcyjny itrakonazolu (I), AQOAT® AS-LF (AQL), mieszaniny
fizycznej (MF) i stalego rozproszenia (SR) itrakonazolu z AQOAT® AS-LF.
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counts/s

MF LAQH 1:1

m, s SR LAQH 1:1

M ) - SR LAQH 1:4

5 10 15 20 25 30 35 40
°2 Theta

Rycina 14. Rentgenowski obraz dyfrakcyjny itrakonazolu (I), AQOAT® AS-HF (AQH),
mieszaniny fizycznej (MF) i statych rozproszen (SR) itrakonazolu z AQOAT® AS-HF.

counts/s
1
]
=

S smrtasammypretrd AQOAT® AS-HF

) % SR LAQH:G44/14
” i 1:2:0,5

WM SR LAQH:G44/14
) Sits - 1:4:0,5

5 10 15 20 25 30 35 40
°2 Theta

Rycina 15. Rentgenowski obraz dyfrakcyjny itrakonazolu (I), AQOAT® AS-HF (AQH) i statych
rozprosze (SR) itrakonazolu z AQOAT® AS-HF i Gelucire® 44/14.
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o —
= ——
= itrakonazol
= —
o L W
ﬂ o vl 2 it g e iy =
= M
>S5
3
MMK _ ___ SRTAQH:G50/13
WMM .
' i mee=~ SR L:AQH: G50/13
1:4:0,5
5 10 15 20 25 30 35 40

°2 Theta

Rycina 16. Rentgenowski obraz dyfrakcyjny itrakonazolu (I), AQOAT® AS-HF (AQH), statych
rozprosze (SR) itrakonazolu z AQOAT® AS-HF i Gelucire® 50/13.

AQOAT"™ AS-HF

WM e SR :AQH:PVP

counts/s
]

1:2:0,5
M SR I:AQH: PVP
1:4:0,5
5 10 15 20 25 30 35 40
°2 Theta

Rycina 17. Rentgenowski obraz dyfrakcyjny itrakonazolu (I), AQOAT® AS-HF (AQH), statych
rozproszen (SR) itrakonazolu z AQOAT® AS-HF i PVP.

64



Wyniki badari

1.3. Wplyw ilosSci i rodzaju nosnika w uktadzie na rozpuszczalnosc

i profil rozpuszczania itrakonazolu

1.3.1. Wyniki badan rozpuszczalnosci

Ocenie poddano dwu- i tréjskladnikowe stale rozproszenia, w pordwnaniu
z mieszaninami fizycznymi 1 sama substancja lecznicza.

Wykazano znaczna poprawe rozpuszczalnosci itrakonazolu z dwuskladnikowych
stalych rozproszei zawierajacych AQOAT®. W przypadku uktadéw 1:1 ze stalego
rozproszenia z AQOAT® AS-HF lub LF w poréwnaniu z samg substancja lecznicza
uzyskano odpowiednio 41-krotny 1 32-krotny wzrost rozpuszczalnosci. Rowniez
w poréwnaniu z mieszaninami fizycznymi uzyskano poprawe rozpuszczalnosci (ryc. 18).
W przypadku stalych rozproszen 1:2 w zaleznosci od rodzaju AQOAT® uzyskano ok. 14 -
19-krotne zwigkszenie rozpuszczalnosci w porownaniu z mieszaning fizyczna i okoto 30 -
32-krotne zwigkszenie rozpuszczalnosci w poréwnaniu z itrakonazolem. Wyniki tych badan
wskazuja na wigksze oddzialywanie AQOAT® AS-HF. Z tego wzgledu dokonano oceny
wplywu ilosci AQOAT® AS-HF w stalych rozproszeniach na rozpuszczalnosé
itrakonazolu. Najwiecej itrakonazolu rozpusdcilo si¢ ze stalych rozproszen 1:4 —
277,04 pg/ml . 44,6-krotnie wigcej niz w przypadku samej substancji leczniczej
(6,21 pg/ml) (ryc. 19).

Wprowadzenie do ukladu trzeciego skladnika poprawiajacego zwilzalnos¢ - PVP
spowodowalo dalsze zwigkszenie rozpuszczalnosci itrakonazolu. Z najlepszego uktadu
tréjsktadnikowego itrakonazol : AQOAT® AS-HF : PVP 1:2:1 po 24 godz. rozpuscilo si¢
ponad 53-krotnie wigcej itrakonazolu (331,44 pg/ml) w poréwnaniu z sama substancja
lecznicza (ryc. 20).

Sposréd ukladéw tréjskladnikowych najmniejszy wplyw nosnikéw stwierdzono
w przypadku uzycia Gelucire® jako drugiego nosnika. W obecnosci Gelucire® 44/14
w zaleznosci od jego ilosci w ukladzie rozpuszczalno$é wynosita od 30,13 pg/ml do
42,97 ug/ml (ryc. 21). Wyzsze wartosci uzyskano stosujac Gelucire® 50/13 gdyz
rozpuszczalnos$é wynosita od 51,28 pug/ml do 99,48 pug/ml to oznacza 8- i 16-krotny wzrost
(ryc. 24). Z ukladow 1:2:0,5 i 1:4:0,5 dokonano kontroli ilosci rozpuszczonej substancji

dodatkowo po 2, 6 1 10 godz. Wraz z uplywem czasu nastgpowalo zmniejszenie
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rozpuszczalnodci  itrakonazolu (ryc.

22, 25). Poddano analizie osad po badaniu

rozpuszczalnosci. Na podstawie obrazéw z mikroskopu polaryzacyjnego stwierdzono

obecnos¢ drobno krystalicznego itrakonazolu w badanych ukladach (ryc. 23, 26).

~
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(ug/ml]
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254,6

MF 1:1

O AQOAT AS-LF

MF 1:2

SR 1:1

O AQOAT AS-HF

J

Rycina 18. Rozpuszczalnos¢ itrakonazolu (I) z mieszanin fizycznych (MF) i

(SR).

stalych rozproszen

-~
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200+
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Rycina 19. Rozpuszczalnosc itrakonazolu (1) ze statych rozproszen (SR) z AQOAT® AS-HF.

66



Wyniki badari

350+

300

250+

200+

(ng/mi]

150+

100+

50
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Rycina 20. Rozpuszczalno$¢ itrakonazolu (I) z tréjskladnikowych stalych rozproszen (SR)
z AQOAT® AS-HF i PVP.

éa )
43,0

32,2
i 31,4

(ng/ml]
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_ | 1:2:0,5 1:2:1 1:4:0,5 1:4:1 )

Rycina 21. Rozpuszczalno§é itrakonazolu (I) z tréjskladnikowych stalych rozproszen (SR)
z AQOAT® AS-HF i Gelucire® 44/14.
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~

(ug/mi]

2 godz.

Oo1:2:0,5 0O1:4:0,5

J

Rycina 22. Rozpuszczalno$¢ itrakonazolu (I) z tréjskladnikowych stalych rozproszen (SR)
z AQOAT® AS-HF i Gelucire® 44/14 w trakcie 10 godz. badania.

I:AQH:G44/14 1:2:0,5 powiékszenie 100 1 200

>
e
%

3T -k ¢
enie 100 1 200X%

SR LAQH:G44/14 1:4:0,5 powicksz

J

Rycina 23. Obrazy z mikroskopu polaryzacyjnego uktadéw z Gelucire® 44/14 po 10 godz. badania
rozpuszczalnosci. I — itrakonazol, AQ — AQOAT®, G — Gelucire®, SR — stale rozproszenie.

68



Wyniki badari

120+

o/mi

_ | 1:2:0,5 1:4:0,5 1:4:1

Rycina 24. Rozpuszczalno$¢ itrakonazolu (I) z tréjskladnikowych stalych rozproszen (SR)
z AQOAT® AS-HF i Gelucire® 50/13.

~

(pg/ml]

6 godz. 10 godz.
o1:2: O 1:4:
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J

Rycina 25. Rozpuszczalno$¢ itrakonazolu (I) z tréjskladnikowych stalych rozproszen (SR)
z AQOAT® AS-HF i Gelucire® 50/13 w trakcie 10 godz. badania.
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Rycina 26. Obrazy z mikroskopu polaryzacyjnego uktadéw z Gelucire® 50/13 po 10 godz. badania
rozpuszczalnosci. I — itrakonazol, AQ — AQOAT®, G — Gelucire®, SR — stale rozproszenie.

1.3.2. Wyniki badan szybkosci rozpuszczania

W celu okreslenia wplywu rodzaju i ilosci nosnika dokonano oceny statych
rozproszen w formie ukladéw dwuskladnikowych z AQOAT® oraz tréjskladnikowych
z Gelucire® 44/14, 50/13, PVP i PEG 6000 jako trzecim nos$nikiem w poréwnaniu z sama
substancja lecznicza. Niezaleznie od rodzaju uzytego nosnika uzyskano w przypadku
wszystkich analizowanych stalych rozproszen zwigkszenie ilosci rozpuszczonej substancji
leczniczej. Analiza wynikoéw badan przedstawiona na rycinach 27 i 28 wykazala zwigkszenie
ilosci rozpuszczonego itrakonazolu w przypadku uzycia AQOAT® AS-HF. Ze stalych
rozproszef z AQOAT® AS-HF 1:1 po 2 godz. rozpuscilo sie 24,13 % substancji leczniczej
za$ z ukladow AS-LF 20,44 %, co stanowi odpowiednio ok. 6,5-krotne i 5,5-krotne
zwigkszenie ilosci rozpuszczonego itrakonazolu w poréwnaniu z sama substancia lecznicza

(ryc. 27). Nie stwierdzono oddzialywania nosnika w przypadku mieszanin fizycznych.
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Podobne zaleznosci stwierdzono w przypadku ukladow 1:2. Ze stalego rozproszenia
z AQOAT® AS-HF 1:2 po 2 godz rozpuscilo sie 32,41 % itrakonazolu, a z ukladu
AQOAT®™ AS-LF 25,18 % (ryc. 28).

Na przyktadzie 5 ukladow statych rozproszen tj. 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:10 stwierdzono
przyspieszenie procesu rozpuszczania wraz ze wzrostem ilosci AQOAT®. Po dwoéch
godzinach z ukladu 1:1 rozpuscilo si¢ 24,13 % itrakonazolu podczas gdy ze stalych
rozproszen 1:10 ponad dwukrotnie wigksza ilos¢ tj. 54,12 % (ryc. 29).

Wprowadzenie Gelucire® 44/14 jako drugiego nosnika stalych rozproszen
z AQOAT® AS-HF spotegowalo to dziatanie w przypadku uktadéw 1:4. Najlepsze wyniki
uzyskano dla ukladu (1:4:0,5). Po dwoch godzinach rozpuscito si¢ 60,51 % tj. o 10 %
wigcej substancji leczniczej niz z analogicznego ukladu dwuskladnikowego (50,37 %)
(tab. 14, ryc. 30). W przypadku ukladéw zawierajacych dwukrotnie mniejsza ilos¢ nosnika
. 1:2:0,5; 1:2:1, 1:2:2 stwierdzono znaczna poprawe szybkosci rozpuszczania tylko
w przypadku najmniejszej ilosci Gelucire® (1:2:0,5). Po dwéch godzinach rozpuscilo sie
53,10 % (ryc. 31). Zwigkszenie ilosci Gelucire® powodowalo spowolnienie procesu. Po tym
samym czasie z ukladéw 1:2:1 rozpuscito si¢ 13,16 % natomiast ze stalych rozproszen 1:2:2
7,13 % (tab. 14, ryc. 31).

W celu okreslenia wplywu Gelucire® na szybkos¢ rozpuszczania itrakonazolu
ocenie poddano uklady dwuskladnikowe 1:0,1; 1:0,5, z ktoérych rozpuscito si¢ po 2 godz.
ok. 15 % substanciji leczniczej (tab. 14, ryc. 31).

Takze w przypadku tréjskladnikowych stalych rozproszen z PVP najlepszym
ukladem okazalo si¢ stale rozproszenie 1:4:0,5. Po 2 godz. rozpuscilo si¢ podobnie jak
w przypadku ukladu z Gelucire® 44/14 ok. 57 % substancji czynnej tj. 15-krotnie wigksza
los¢ itrakonazolu w poréwnaniu z samg substancja lecznicza. Dwukrotne zmniejszenie
ilosci AQOAT® w ukladzie spowodowalo po tym samym czasie obnizenie ilosci
rozpuszczonej substancji leczniczej o ok. 13,5 %, gdyz po 2 godz. z ukladu 1:2:0,5
rozpuscito si¢ 43,57 % (tab. 16, ryc. 33).

Analiza podobnych pod wzgledem ilosciowym tréjsktadnikowych ukladéow statych
rozproszen lecz zawierajacych Gelucire® 50/13 wykazala zwickszenie —szybkosci
rozpuszczania itrakonazolu. Sposréd badanych trzech uktadow najlepsze wyniki uzyskano
w przypadku stalych rozproszen 1:2:0,5 gdyz po 2 godz. rozpuscilo si¢ 82,30 %
itrakonazolu, z pozostalych 1:4:0,5 i 1:4:1 odpowiednio 67,20 % i 71,07 % (tab. 15,
ryc. 32).
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Zastosowanie PEG jako trzeciego skladnika w stalych rozproszeniach nie

spowodowalo poprawy szybkosci rozpuszczania. Po 2 godzinach rozpuscilo si¢ ok. 20 %

itrakonazolu (tab. 17, ryc. 34).

ilo§¢ rozpuszczonego itrakonazolu [%]

0 30 60 90 120

czas [min]

—e&—itrakonazol —-O3—MFAQH —=—SRAQH —A—MFAQL —A—SRAQL

Rycina 27. Profil rozpuszczania itrakonazolu z dwuskladnikowych ukladow proszkowych:
mieszaniny fizyczne (MF), stale rozproszenia (SR).
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o -
0 30 60 90 120
czas [min]

—e—itrakonazol —|——MFAQH —®-SRAQH —A—MFAQL —4A—SRAQL

Rycina 28. Profil rozpuszczania itrakonazolu z dwuskladnikowych ukladow proszkowych:
mieszaniny fizyczne (MF), stale rozproszenia (SR).
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czas [min]
—e—itrakonazol —O0—:AQH 1:1 —+—1:AQH 1:2
—<—1:AQH 1:3 —/—1:AQH 1:4 —%—1:AQH 1:10

Rycina 29. Profil rozpuszczania itrakonazolu (I) z dwuskladnikowych stalych rozproszen
z AQOAT® AS-HF (AQH).

Tabela 14. Ilos¢ rozpuszczonego itrakonazolu (I) ze stalych rozproszen z AQOAT® AS-HF
(AQH) i Gelucire® 44/14.

SR L:AQH:Gelucire® 44/14 .SR

czas  itrakonazol I:Gelucire® 44/14
[min] 1:2:0,5 1:2:1 1:2:2 1:4:0,5 1:4:1 1:0,1 1:0,5

o] Su [l Sw [l Sw A Sw Al S [l Su [l S [l Sk
15 - 96 2876 %6 731 32 325 11,7 3032 1,8 2988 43 12,72 132 1880 9,0
30 131 88 3775 49 943 51 431 16 4141 34 3850 35 12,74 60 2487 121
60 265 87 46065 45 1124 62 534 07 5248 30 4567 24 1585 98 1430 157
90 3,98 44 5393 1.2 1241 74 632 64 5767 25 4808 22 13,08 143 2141 163
120 369 26 5310 34 1316 70 713 52 6051 28 4866 1,9 1530 11,1 1429 183
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R it

ilo$¢ rozpuszczonego itrakonazolu [%]

+ .
0 7 —— ‘ ‘ ‘
0 30 60 90 120
czas [min]

—e&—itrakonazol —A—1:AQH:G44/14 (1:4:0,5) —A—1:AQH:G44/14 (1:4:1)

Rycina 30. Profil rozpuszczania itrakonazolu (1) ze stalych rozproszen zawierajacych AQOAT®
AS-HF (AQH) i Gelucire® 44/14 (G).
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o —1
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Q b e e e e e e e e
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& 30 -~ e
2
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0 30 60 90 120
czas [min]
—0—1:AQH:G44/14 (1:2:0,5) —%—1:G44/14 (1:0,1)
—4+1:AQH:G44/14 (1:2:1) ——1:G44/14 (1:0,5)
—34—1:AQH:G44/14 (1:2:2) —e&—itrakonazol

Rycina 31. Profil rozpuszczania itrakonazolu (I) ze stalych rozproszen zawierajacych AQOAT®
AS-HF (AQH) i Gelucire® 44/14 (G).
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Tabela 15. Ilos¢ rozpuszczonego itrakonazolu (I) ze stalych rozproszen z AQOAT® AS-HF
(AQH) i Gelucire® 50/13.

SR L:AQH:Gelucire® 50/13

[Zij] itrakonazol o G T
[%o] S [%o] S [%o] S [%o] S
15 - - 49,34 49 35,20 43 41,63 1,2
30 1,31 9,6 62,84 44 47,00 5,0 52,47 3,3
60 2,65 8,8 7435 36 58,06 49 62,64 41
90 3,98 89 79,63 29 63,34 44 68,18 35
120 3,69 44 82,30 24 67,20 47 71,07 40

@0 p==============mmmmem oo

ilo$¢ rozpuszczonego itrakonazolu [%]

—e—itrakonazol
—=—1:AQH:G50/13 1:2:0,5

czas [min]
—A—1:AQH:G50/13 1:4:0,5
——1:AQH:G50/13 1:4:1

Rycina 32. Profil rozpuszczania itrakonazolu (1) ze stalych rozproszen zawierajacych AQOAT®
AS-HF (AQH) i Gelucire® 50/13 (G).
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Tabela 16. Ilos¢ rozpuszczonego itrakonazolu (I) ze stalych rozproszen z AQOAT® AS-HF

(AQH) i PVP.
LAQH:PVP
czas Itrakonazol
. 1:2:0,5 g2sil 1:4:0,5 1:4:1
[min]
[%] Syt [%] Syt [%] Syt [%] Syt [%] Syt
15 - 13,83 40 2042 109 1930 &9 21,97 11,9
30 1,31 9,6 24,10 722910 11,0 3421 159 32,80 7,6
60 2,65 88 33,97 37 37,68 92 4727 145 44,72 7,1
90 3,98 8,9 39,12 43 4317 77 5367 10,1 51,70 55
120 3,68 44 43,57 57 4729 67 5703 90 56,62 5,0

L

ilo$¢ rozpuszczonego itrakonazolu [%]

czas [min]

—3—[:AQH:PVP 1:2:0,5 —A— I:AQH:PVP 1:4:0,5 —e—itrakonazol

—4+— :AQH:PVP 1:2:1 ——1:AQH:PVP 1:4:1

Rycina 33. Profil rozpuszczania itrakonazolu (1) ze stalych rozproszen zawierajacych AQOAT®
AS-HF (AQH) i PVP.
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Tabela 17. Ilos¢ rozpuszczonego itrakonazolu (I) ze

(AQH) i PEG 6000.

stalych rozproszen z AQOAT® AS-HF

Itrakonazol L:AQH:PEG 6000
czas
- 1:2:0,5
[min]
[0/ O] 8 rel [0/ 0] 8 rel
15 - - 471 5,1
30 1,31 9,6 8,73 6,2
60 2,65 88 13,50 5,6
90 3,98 89 17,04 1,9
120 3,68 44 19,85 2,7

200 ==

ilo$¢ rozpuszczonego itrakonazolu [%]

—e—itrakonazol

czas [min]

—&—[:AQH:PEG 6000 1:2:0,5

Rycina 34. Profil rozpuszczania itrakonazolu (1) ze stalych rozproszen zawierajacych AQOAT®

AS-HF (AQH) i PEG 6000.
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Charakterystyka procesu rozpuszczania itrakonazolu przy uzyciu modeli

matematycznych

W analizie kinetycznej przebiegu rozpuszczania itrakonazolu z wybranych uktadow
proszkowych wykazano zgodnosé procesu rozpuszczania z modelem Korsmeyer-Peppas,
o czym S$wiadczg wartosci wspolczynnikow  korelacji  (tab. 18). Wykazano réznice
w wartosciach stalej K w zaleznosci od formulacji co wskazuje na korzystny wplyw

trzeciego skladnika w stalych rozproszeniach na szybkos¢ rozpuszczania itrakonazolu.

Tabela 18. Charakterystyka procesu rozpuszczania itrakonazolu (1) z ukladow proszkowych przy
uzyciu modelu matematycznego.

Model matematyczny

Stale rozproszenia réwnanie Korsmeyer-Peppas

K [min™] N R?
LAQOAT® AS-HF

1:4 4,05 0,54 0,978

LAQOAT® AS-HF:Gelucire®44,/14
1:4:0,5 12,78 0,33 0,978

LAQOAT® AS-HF:Gelucire®50/13
1:2:0,5 26,23 0,25 0,972
1:4:0,5 15,80 0,31 0,082

LAQOAT® AS-HF:PVP

1:4:0,5 5,30 0,51 0,953
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1.3.3. Ocena trwatosci stalych rozproszen z itrakonazolem w badaniach

dtugoterminowych

W oparciu o analiz¢ mikroskopows, wyniki badan rentgenograficznych i szybkosci
rozpuszczania ~ dokonano  oceny  wybranych = ukladéow  stalych  rozproszen
dwuskladnikowych z AQOAT® AS-HF (1:4) i tréjsktadnikowych zawierajacych dodatkowo
Gelucire® 44/14, 50/13, PVP (1:2:0,5; 1:4:0,5) po okresie jednego roku przechowywania
w temperaturze pokojowej.

Analiza obrazéw z mikroskopu polaryzacyjnego nie wykazata zmian w badanych
ukladach (ryc. 35, 38, 41, 44).

Potwierdzeniem byly wyniki badan rentgenograficznych. Na rentgenogramach
ukltadu dwuskladnikowego (1:4), a takze w przypadku ukladow tréjsktadnikowych o takiej
samej zawartosci AQOAT® nie stwierdzono pikéw charakterystycznych dla itrakonazolu
(ryc. 36, 39, 42, 45). Rowniez w przypadku ukladéw trojskladnikowych (1:2:0,5) z PVP na
rentgenogramach  wystgpowato  charakterystyczne  halo  (ryc. 45). Jedynie na
rentgenogramach tréjskladnikowych stalych rozproszeri z Gelucire®” (1:2:0,5) wystepowaly
niewielkie piki przy kacie 20 17°, 18°, 20°, 23°, 25°, 27° (ryc. 39, ryc. 42).

Analiza poréwnawcza profili rozpuszczania itrakonazolu z dwuskladnikowych
statych rozproszenn (1:4) i tréjskladnikowych (1:4:0,5) po jednym roku przechowywania
wykazala réznice nie przekraczajace 13 % ilosci rozpuszczonej substancji po 2 godz.
badania. W przypadku ukladéw dwuskladnikowych réznica w ilosci rozpuszczonej
substancji leczniczej po 2 godz. wynosita 6,29 %, z 50,37 % itrakonazolu rozpuszczonego
ze stalych rozproszen bezposrednio po przyrzadzeniu (ryc. 37). Réwniez w przypadku
ukladow tréjskladnikowych z PVP (1:4:0,5) réznica w ilosci rozpuszczonej substancii
leczniczej wynosita 7,15%. Po 2 godz. rozpuscito si¢ 49,88 % w poréwnaniu z 57,03 %
(ryc. 40). Natomiast najwicksza réznice stwierdzono dla uktadéw stalych rozproszen
z Gelucire® 44/14 (1:4:0,5) po 2 godz. rozpuscilo si¢ 47,77 % co w poréwnaniu z ukladami
przed badaniem stabilnosci (60,51 %) jest iloscia o 12,73 % mniejsza (ryc. 40). Najlepszym
okazal si¢ uktad z Gelucire® 50/13. Po 2 godz. z ukladu stalych rozproszen bezposrednio
po sporzadzeniu rozpuscilo si¢ 67,20 % itrakonazolu, a po roku przechowywania 66,77 %
(ryc. 43).
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W przypadku tréjskladnikowych stalych rozproszen (1:2:0,5) niewielkie réznice
w ilodci rozpuszczonej substancii leczniczej stwierdzono tylko dla uktadow z PVP. Po tym
samym czasie ilo$¢ rozpuszczonego irakonazolu ze stalych rozproszen po przechowywaniu
zmienifa si¢ w granicach od 41,99 % do 43,57 % (ryc. 46). Natomiast w przypadku stalych
rozproszetr z dwoma rodzajami Gelucire® réznice w ilo$ci rozpuszczonej substancii
leczniczej wynosity ok. 42 %. Po 12 miesiacach przechowywania ze stalych rozproszen
z Gelucire® 44/14 rozpuscito si¢ tylko 11,10 %, a z uktadu z Gelucire® 50/13 41,04 %
itrakonazolu (ryc. 40, 43).

( )
SR itrakonazol : AQOAT® AS-HF 1:4 SR itrakonazol : AQOAT® AS-HF 1:4
bezposrednio po sporzadzeniu po roku przechowywania

- J
Rycina 35. Obrazy z mikroskopu polaryzacyjnego (powickszenie 100X) dwusktadnikowych statych
rozproszen (SR) bezposrednio po sporzadzeniu i po roku przechowywania.

counts/s

MM w < SRTAQH 1:4 po sporzadzeniu
Mwm SR LAQH 1:4 po roku

™" <« przechowywania

5 10 15 20 25 30 35 40
°2 Theta

Rycina 36. Rentgenowski obraz dyfrakcyjny itrakonazolu oraz stalych rozproszen (SR)
itrakonazolu z AQOAT® AS-HF bezposrednio po sporzadzeniu i po roku przechowywania.
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[ === === === __________.

ilo$¢ rozpuszczonego itrakonazolu [%]

czas [min]

—e&—itrakonazol —A—1:AQH: 1:4 ——1:AQH: 1:4 po roku

Rycina 37. Profil rozpuszczania itrakonazolu (1) ze stalych rozproszen zawierajacych AQOAT®
AS-HF bezposrednio po sporzadzeniu i po roku przechowywania, > = 63,62.

4 )

SR :AQH:G44/14 1:2:0,5 SR :AQH:G44/14 1:2:0,5
bezposrednio po sporzadzeniu po roku przechowywania

SR :AQH:G44/14 1:4:0,5 SR :AQH:G44/14 1:4:0,5
\_ bezposrednio po sporzadzeniu po roku przechowywania J

Rycina 38. Obrazy z mikroskopu polaryzacyjnego (powigkszenie 100X) tréjsktadnikowych statych
rozproszen (SR) bezposrednio po sporzadzeniu i po roku przechowywania.
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o «— 1:2:0,5 po sporzadzeniu

WW SR LAQH:G44/14

«— 1:4:0,5 po sporzadzeniu
WMMM i e
- « 1:2:0,5 po roku przechowywania

MM SR I:AQH:G44/14

< 1:4:0,5 po roku przechowywania

counts/s

5 10 15 20 25 30 35 40
°2 Theta

Rycina 39. Rentgenowski obraz dyfrakcyjny itrakonazolu i statych rozproszen (SR) itrakonazolu z
AQOAT® AS-HF i Gelucire® 44/14 bezposrednio po sporzadzeniu i po roku przechowywania.

I

ilo$¢ rozpuszczonego itrakonazolu [%]

czas [min]
——1:AQH:G44/14 1:2:0,5 —O0—1:AQH:G44/14 1:2:0,5 po roku
—A—1:AQH:G44/14 1:4:0,5 ——1:AQH:G44/14 1:4:0,5 po roku

—e&—itrakonazol

Rycina 40. Profil rozpuszczania itrakonazolu (1) ze stalych rozproszen zawierajacych AQOAT®
AS-HF i Gelucire® 44 /14 bezposrednio po sporzadzeniu i po roku przechowywania, /> dla 1:4:0,5 =
51,62 dla 1:2:0,5 = 30,68.
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[
SR I:AQH:G50/13 1:2:0,5 SR I:AQH:G50/13 1:2:0,5
bezposrednio po sporzadzeniu po roku przechowywania
SR LAQH:G50/13 1:4:0,5 SR LAQH:G50/13 1:4:0,5 po roku
L bezposrednio po sporzadzeniu po roku przechowywania )

Rycina 41. Obrazy z mikroskopu polaryzacyjnego (powickszenie 100X) trojsktadnikowych statych
rozproszen (SR) bezposrednio po sporzadzeniu i po roku przechowywania.

—M o —

counts/s
|

SR :AQH:G50/13

W""M 1:4:0,5 po sporzadzeniu
_.MM . SR LAQH:G50/13

1:2:0,5 po roku przechowywania
SR LAQH:G50/13
1:4:0,5 po roku przechowywania

5 10 15 20 25 30 35 40
°2 Theta

Rycina 42. Rentgenowski obraz dyfrakcyjny itrakonazolu i statych rozproszed (SR) itrakonazolu
z AQOAT® AS-HF i Gelucire® 50/13 bezposrednio po sporzadzeniu i po roku przechowywania.
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@) === === === ________.

ilo$¢ rozpuszczonego itrakonazolu [%]

czas [min]
—=—1:AQH:G50/13 1:2:0,5 —0—1:AQH:G50/13 1:2:0,5 po roku
——:AQH:G50/13 1:4:0,5 ——1:AQH:G50/13 1:4:0,5 po roku

—e&—itrakonazol

Rycina 43. Profil rozpuszczania itrakonazolu (1) ze stalych rozproszen zawierajacych AQOAT®
AS-HF i Gelucire® 50/13 bezposrednio po sporzadzeniu i po roku przechowywania, /> dla 1:4:0,5 =
93,82 dla 1:2:0,5 = 31,25.

SR LAQH:PVP 1:2:0,5 SR I:AQH:PVP 1:2:0,5 po roku
SR LAQH:PVP 1:4:0,5 SR LAQH:PVP 1:4:0,5 po roku

Rycma 44. Obrazy z mikroskopu polaryzacyjnego (powigkszenie 100X) tréjsktadnikowych stalych
rozproszen (SR) bezposrednio po sporzadzeniu i po roku przechowywania.
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2 - ?
g s 1:2:0,5
>
3 M N ) SR :AQH:PVP
t— 1:4:0,5
o SR LAQH:PVP
1:2:0,5 po roku
SR LAQH:PVP
“““““““““““““““““““ 1:4:0,5 po roku
5 10 15 20 25 30 35 40

°2 Theta

Rycina 45. Rentgenowski obraz dyfrakcyjny itrakonazolu i stalych rozproszen (SR) itrakonazolu
z AQOAT® AS-HF i PVP bezposrednio po sporzadzeniu i po roku przechowywania.

T === === === ===

ilo$¢ rozpuszczonego itrakonazolu [%]

czas [min]
—=—:AQH:PVP 1:2:0,5 ——1:AQH:PVP 1:2:0,5 po roku
—A—|:AQH:PVP 1:4:0,5 ——1:AQH:PVP 1:4:0,5 po roku

—e&—itrakonazol

Rycina 46. Profil rozpuszczania itrakonazolu (1) ze stalych rozproszen zawierajacych AQOAT®
AS-HF i PVP bezposrednio po sporzadzeniu i po roku przechowywania, f> dla 1:4:0,5 = 56,00 dla
1:2:0,5 = 59,02.
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2. Uktady proszkowe z chlorowodorkiem terbinafiny

2.1. Charakterystyka uktadow

Wihasciwosci ukladow proszkowych z terbinafing oceniono w oparciu o wyniki
badan  mikroskopowych, rentgenograficznych 1 kalorymetrycznych. W wyniku
zastosowanych proceséw technologicznych uzyskano state rozproszenia w formie biatego
sypkiego proszku, ktory w trakcie przechowywania wykazywal tendencj¢ do tworzenia
aglomeratéw. Po zakoficzeniu procesu suszenia rozpylowego wystepowaly trudnosci
z catkowitym oproznieniem odbieralnika z uwagi na elektryzowanie produktu. Efekt ten
nasilat si¢ w przypadku zwigkszenia ilo$ci nosnika w stalym rozproszeniu.

Wyniki badat w mikroskopie skaningowym wykazaly zmiany w ksztalcie 1 wielkosci
czastek w zaleznosci od skladu. Chlorowodorek terbinafiny jest substancja krystaliczna
o wielkosci krysztaléw w granicach od 5 do 80 um. Czastki AQOAT® maja ksztalt
zaokraglony. Wielko$¢ czastek AQOAT® AS-HF miesci si¢ w przedziale od 5 do 10 um.
W mieszaniach fizycznych widoczne sa krysztaly substancji leczniczej oraz czastki
AQOAT® (ryc. 47). Stale rozproszenia (1:1) charakteryzowaly si¢ kulistym ksztaltem
czastek, ktore tworzyly polaczone struktury o wielkosci od 2 do 10 pm. Uzycie wigkszej
ilosci AQOAT® AS-HF (1:6) zmienialo ksztalt czastek na nieregularny i pomarszczony.
Zmienila si¢ takze wielko§¢ czastek, ktéra miescily si¢ w przedziale od 1 do 20 um

(ryc. 47).
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=

AQOAT® AS-HF 1000
k\‘rfya\ LC‘f’"\ I o

ol S el

22000/20,0kY 12.6mm x2.00k SE(M) ) \/20.00R

MF T: AQOAT® AS-HF (1:1) 2000

£3*20DD 20.0kV 12, 4mm X800k SE(M)* =

\_ MFT: AQOAT® AS-HF (1:6) 2000x

Rycina 47. Substancja lecznicza, nos$niki oraz mieszaniny fizyczne (MF) i stale rozproszenia (SR)
terbinafiny (T). Obraz z elektronowego mikroskopu skaningowego — powigkszenie 1000 i 2000X.
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2.2. Wplyw wytwarzania statego rozproszenia na wlasciwosci substancji

leczniczej

Dokonano oceny wplywu metody wytwarzania stalych rozproszen tj. suszenia
rozpylowego oraz uzytego nosnika na wlasciwosci terbinafiny. W celach poréwnawczych

badaniom poddano takze mieszaniny fizyczne.

2.2.1. Wyniki badan mikroskopowych

Analiza obrazéw mikroskopowych wykazala brak obecnosci krysztaléw w statych
rozproszeniach. W $wietle spolaryzowanym obserwowano tylko nieregularne skupiska
stalych rozproszen bez efektow zalamania promieniowania charakterystycznego dla
substancji krystalicznych. Natomiast w mieszaninach fizycznych widoczne byly krysztaly

terbinafiny pomiedzy czastkami polimerowymi AQOAT® (ryc. 48, 49).

2.2.2. Wyniki badan rentgenograficznych

W badaniach rentgenograficznych substancji leczniczej zidentyfikowano piki
charakterystyczne dla terbinafiny przy kacie 20 6°, 19°, 20°, 21°, 22°, 24°, 25°, 26°. Analiza
rentgenograméw  stalych rozproszen wykazala brak obecnosci pikéw typowych dla
substancji leczniczej. Charakterystyczne Jhalo obserwowano w przypadku ukladow
z AQOAT® AS-HF jak i LF. Natomiast na rentgenogramach mieszanin fizycznych
widoczne byly piki charakteryzujace terbinafing (ryc. 50, 52).

2.2.3. Wyniki badan réznicowej kalorymetrii skaningowej

Analiza substancji leczniczej metoda réznicowej kalorymetrii skaningowej wykazata
obecno$¢ piku endotermicznego w temperaturze 211 °C. Nie stwierdzono natomiast

obecnosci pikéw przy tej temperaturze w przypadku nosnikow i sporzadzonych ukladow

(ryc. 51, 53).
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)

Chlorowodorek terbinaﬁy

AQOAT® AS-HF AQOAT® AS-LF

MF T:AQH 1:1 MF T:AQL 1:1

SR T:AQH 1:1 SR T:AQL 1:1
- J

Rycina 48. Obrazy z mikroskopu polaryzacyjnego (powickszenie 100X). T — chlorowodorek
terbinafiny, AQ — AQOAT®, MF — mieszanina fizyczna, SR — stale rozproszenie.
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™
-
MF T:AQH 1:6 MF T:AQL 1:6
-
SR T:AQH 1:6 SR T:AQL 1:6
SR T:AQH 1:4
- J

Rycina 49. Obrazy z mikroskopu polaryzacyjnego (powickszenie 100X). T — chlorowodorek
terbinafiny, AQ — AQOAT®, MF — mieszanina fizyczna, SR — stale rozproszenie.
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- Wﬂ, eimsuipsmldnrae
J_HMH‘WWW MF T:AQH 1:6

SR T:AQH 1:6

counts/s

5 10 15 20 25 30 35 40
°2 Theta

Rycina 50. Rentgenowski obraz dyfrakcyjny chlorowodorku terbinafiny (T), AQOAT® AS-HF,
(AQH) mieszaniny fizycznej (MF) i stalego rozproszenia (SR) terbinafiny z AQOAT® AS-HF.

— AQH

—MF

—SR

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
t[°C]

Rycina 51. Termogramy DSC terbinafiny (T), AQOAT® AS-HF (AQH), stalego rozproszenia
(SR), mieszaniny fizycznej (MF) o sktadzie: T:AQH 1:6.
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W

WMWW SE TLAQIL 1

SR T:AQL 1:6

counts/s

5 10 15 20 25 30 35 40
°2 Theta

Rycina 52. Rentgenowski obraz dyfrakcyjny chlorowodorku terbinafiny (T), AQOAT® AS-LF,
(AQL) mieszaniny tizycznej (MF) i stalego rozproszenia (SR) terbinafiny z AQOAT® AS-LF.

—SR

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
t[°C]

Rycina 53. Termogramy DSC terbinafiny (T), AQOAT® AS-LF (AQL), stalego rozproszenia (SR),
mieszaniny fizycznej (MF) o skladzie: T:AQL 1:6.
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2.3. Wptyw sktadu statych rozproszen na profil rozpuszczania

terbinafiny

Analiza wynikow badan dla stalych rozproszen wykazala spowolnienie szybkosci
rozpuszczania chlorowodorku —terbinafiny niezaleznie od rodzaju  AQOAT® jak
i srodowiska uwalniania. W wodzie profil uwalniania przebiegal szybciej. Po 2 godz.
z ukladéw (1:1) zawierajacych zaréwno AQOAT® AS-HF jak i AS-LF rozpuscilo si¢ ok.
60 % substancji leczniczej (tab. 19, ryc. 54), natomiast w $rodowisku 0,1 mol/1 HCI po tym
samym czasie rozpuscito si¢ ok. 45 % terbinafiny (ryc. 56). W wyniku zwigkszenia ilosci
nosnika (stale rozproszenia 1:6) uzyskano réwniez zblizone wartosci ilosci rozpuszczonej
substanciji leczniczej w 0,1 mol/l HCl, jakkolwick profil rozpuszczania przebiegal wolniej.
Po 2 godz. uzyskano mniejszgq warto$¢ rozpuszczonej terbinafiny odpowiednio ok. 35 %
w porownaniu z samg substancja lecznicza (ryc. 57). Analiza w wodzie wykazala
zréznicowanie w zaleznosci od rodzaju uzytego polimeru gdyz z kladéw zawierajacych
AQOAT® AS-HF po 2 godz. rozpuscito si¢ ok. 55,61 %, a z uktadéw z AQOAT® AS-LF
zaledwie 41,01 % (tab. 20, ryc. 55).

24 godzinna analiza stalego rozproszenia (1:4) wykazala, Zze po tym czasie
rozpuscila si¢ najwicksza ilo$¢ substancji leczniczej tj. 67,25 % (ryc. 58).

Analiza mieszanin fizycznych wykazala, ze w przypadku AQOAT® AS-LF
uzyskano zawsze nizsze wartosci niz w przypadku AQOAT® AS-HF. W wodzie po 2 godz.
z mieszanin fizycznych z AQOAT® AS-HF (1:1) rozpuscilo sie 68,21 % substancij
leczniczej podczas gdy z ukladu z AQOAT® AS-LF 48,64% (tab. 19, ryc. 54). W wyniku
zastosowania wigkszej ilosci polimeru (1:6) doszlo do zmniejszenia réznicy do 10 %.
Z mieszanin fizycznych rozpuscito si¢ odpowiednio 44,01 % i 34,45 % (tab. 20, ryc. 55).
Zwigkszenie réznic pomiedzy ukladami obserwowano po zmianie §rodowiska uwalniania.
Po 2 godz. rozpuscito sie z uktadu z AQOAT® AS-HF 78,57 % tj. ok. 35 % wiecej niz
z mieszaniny fizycznej z AQOAT® AS-LF z taka sama iloscia nosnika (43,95 %) (ryc. 56).
W przypadku uktadow (1:6) wartosci wynosily odpowiednio 38,01 % i 21,26 % (ryc. 57).

93



Wyniki badari

Tabela 19. 1lo$¢ rozpuszczonego w wodzie chlorowodorku terbinafiny (T) ze stalych rozproszen
(SR) 1 mieszanin fizycznych (MF).

s RV T:AQL 1:1 T:AQH 1:1

MF SR MF SR
[min] (o] St (o] St (o] St (o] St [o]  Su
5 15,85 0,42 6,30 0,03 13,63 0,10 13,37 0,07 12,09 0,19
10 30,15 0,97 11,31 0,09 21,16 0,50 23,26 0,33 18,89 0,55
15 41,12 1,57 15,39 0,15 26,08 0,49 29,57 032 2420 067
20 48,80 2,87 18,87 0,20 29,25 0,62 34,43 089 2839 087
30 57,83 2,40 24,34 0,33 35,95 0,83 41,33 1,23 3472 1,06
60 71,65 4,48 35,07 0,63 46,36 1,15 49,98 2,15 46,63 1,50
90 78,76 1,99 43,05 0,91 53,03 1,26 62,75 259 5444 1,30
120 81,62 7,71 48,64 1,15 57,78 1,23 68,21 340 060,13 1,65

100 -

ilo$¢ rozpuszczonej terbinafiny [%]

——MF T:AQH 1:1
—E—SRT:AQH 1:1

czas [min]
—A— MF T:AQL 1:1
—A—SRT:AQL 1:1

—0—SR T:AQH 1:4
—e&—terbinafina

Rycina 54. Profil rozpuszczania chlorowodorku terbinafiny w wodzie ze stalych rozproszen (SR) i

mieszanin fizycznych (MF).
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Tabela 20. 1lo$¢ rozpuszczonego w wodzie chlorowodorku terbinafiny (T) ze stalych rozproszen
(SR) 1 mieszanin fizycznych (MF).

czas terbinafina T:AQL 16 TAQH S
MF SR MF SR
min] A Se 0 Se P S. P S. [ S
5 15,85 37,08 4,44 11,20 9,08 5,73 5,30 9,50 10,30 6,44
10 30,15 34,00 8,58 8,77 14,67 595 1112 2585 1786 6,99
15 41,12 28,50 11,66 9,00 20,27 6,34 14,31 2641 2362 7,88
20 48,80 1838 1412 1218 2320 6,38 1883 2552 2770 881
30 57,83 4,29 17,91 7,98 27,52 6,65 23,38 2644 3354 9,11
60 71,65 3,06 25,54 4,64 34,57 7,50 32,58 21,08 44,00 961
90 78,76 3,96 30,73 4,67 38,64 7,06 39,33 17,85 51,28 11,34
120 81,62 4,39 34,45 7,00 41,04 6,64 44,01 1535 55,61 1222
100 -
90 -
80 T —
70+ o i
60 T g T

ilos¢ rozpuszczonej terbinafiny [%]

—/1—MF T:AQH 1:6
—=—SR T:AQH 1:6

czas [min]
——MF T:AQL 1:6
—A—SR T:AQL 1:6

—e&—terbinafina

Rycina 55. Profil rozpuszczania chlorowodorku terbinafiny w wodzie ze stalych rozproszen (SR) i

mieszanin fizycznych (MF).
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T ===

ilos¢ rozpuszczonej terbinafiny [%]

czas [min]
—O0— MF T:AQH 1:1 —— MF T:AQL 1:1 —e&—terbinafina
—B—SR T:AQH 1:1 —A—SRT:AQL 1:1

Rycina 56. Profil rozpuszczania chlorowodorku terbinafiny w 0,1 mol/1 HCI ze statych rozproszen
(SR) 1 mieszanin fizycznych (MF).

I e

ilo§¢ rozpuszczonej terbinafiny [%]

czas [min]
—— MF T:AQH 1:6 —mB—SRT:AQH 1:6 —e—terbinafina
——MF T:AQL 1:6 —A—SRT:AQL 1:6

Rycina 57. Profil rozpuszczania chlorowodorku terbinafiny w 0,1 mol/1 HCI ze statych rozproszen
(SR) 1 mieszanin fizycznych (MF).
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ilo$¢ rozpuszczonej terbinafiny [%]

czas [godz.]

—e—terbinafina ——SRT:AQH 1:4

Rycina 58. Profil rozpuszczania chlorowodorku terbinafiny w wodzie ze stalych rozproszen (SR).

Charakterystyka procesu rozpuszczania chlorowodorku terbinafiny przy uzyciu
modeli matematycznych

W przypadku statego rozproszenia chlorowodorku terbinatiny (1:4) dopasowanie
profilu 24 godzinnego badania szybkosci rozpuszczania do pojedynczego modelu
kinetycznego bylo utrudnione. Najlepsze wyniki uzyskano przy zastosowaniu modelu
Korsmeyer-Peppas (R* = 0,853) i modelu empirycznego Weibulla (R* = 0,886). Ze wzgledu
na stosunkowo niskie wartosci R’ zastosowano metode regresji przedzialowe;.
Analizowano kinetyke¢ procesu rozpuszczania w przedzialach 0-3 godz. 1 3-12 godz.
uzyskujac w obu przedziatach najlepsze dopasowanie do modelu Korsmeyer-Peppas (tab.

21).

Tabela 21. Charakterystyka procesu rozpuszczania chlorowodorku terbinafiny (THCI) z ukladéw
proszkowych 1:4 przy uzyciu modelu matematycznego.

Model matematyczny
State rozproszenie

THCEAQOAT® AS-HF 1:4 réwnanie Korsmeyer-Peppas
K [godzN] N R?
0 —3 godz. 39,07 0,419 0,972
3 —12 godz. 53,78 0,070 0,999
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3. Lakiery do paznokci z terbinafing

Sporzadzono 26 lakieréw zawierajacych uklad terbinafina : AQOAT® (1:4) o réznej
zawartosci plastyfikatoréw (tab. 11 - 13). Wszystkie formulacje byly lepkimi, opalizujacymi
cieczami, ktére po rozprowadzeniu na gladkiej powierzchni tworzyly po odparowaniu

rozpuszczalnika jednorodny film.

3.1. Charakterystyka filméw otrzymanych z lakier6w do paznokci

Lakiery rozprowadzone na powierzchni szklanej plytki Petriego tworzyly po
odparowaniu rozpuszczalnika przezroczyste jednorodne filmy o lekko zéltawym
zabarwieniu. Grubo$¢ filméw wynosita od 0,1 do 0,2 mm. Filmy sporzadzone z lakierow
bez plastyfikatora w trakcie przechowywania stawaly si¢ kruche. Poprawe ich jakosci
uzyskano po wprowadzeniu do formulacji cytrynianu trietylu, PEG-u lub glicerolu.
Natomiast dodatek sebacynianu dibutylu tylko w niewielkim stopniu wplynal na poprawe
elastycznosci  filmow. Stwierdzono takze wigksza zawarto$¢ wilgoci w  filmach
zawierajacych glicerol lub PEG (od 3,5 do 6,5 %) niz mialo to miejsce w przypadku filméw
z DBS (1-2 %)).

Powierzchni¢  filméw analizowano w  mikroskopie elektronowym. Filmy
charakteryzujq si¢ gladka powierzchnia i1 zwarta, jednolita struktura. Nie obserwowano

réznic w wygladzie powierzchni w zaleznosci od uzytego plastyfikatora (ryc. 59).
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~

N T O O S T T N OO | I I N O S T GO GO T
Ha-01 10.0kV 11.2mm x1,00k SE(M) 50.0um HS-1 200k 11, 7mm x1.00k SE(M) 50.0um

AQH AQH DBS

i LI | [ 1 i [ ] 1 i LI | 1 o i i 1
HGB-05 10.0kV 11 5mm x1 00k SE(M) 50,0um HEG-1 200KV 11, Tmm x1,00k SE(M) 50.0um

AQH Glicerol AQH DBS Glicerol

SN O
HFb-04 10.0kV 11 .6mm =1 00k SE(M) A0,0um

HSP-2 200KV 11, 7mm x1.00k SE(M)

-1 200KV 12.5mm x50 SE(M)

\_ przekroj filmu z AQOAT® AS-HF J

Rycina 59. Obrazy mikroskopowe powierzchni (powigkszenie 1000 X) i przekroju (powigkszenie
50 X) filméw z AQOAT® AS-HF (AQH) 1 plastyfikatorami sporzadzone przy uzyciu skaningowego

mikroskopu elektronowego.
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3.2. Wplyw skladu lakier6w na szybkos¢ uwalniania terbinafiny z

filmoéw

3.2.1. Rozpuszczalnik aceton/woda

W oparciu o wyniki badani szybkosci uwalniania terbinafiny z filméw stwierdzono
réznice w ilosci uwolnionej substancji leczniczej w zaleznosci od rodzaju AQOAT®, Po 24
godz. z filmu z AQOAT® AS-HF uwolnilo si¢ 38,4 %, a w przypadku filmu z AQOAT®
AS-LF — 25,69 % substanciji leczniczej (tab. 22, 23, ryc. 60). Zastosowanie plastyfikatoréw:
glicerolu, PEG-u, TEC wplyn¢to na zwigkszenie szybkosci uwalniania terbinafiny.

Wprowadzenie PEG-u lub glicerolu w ilosci 10 % spowodowalo catkowite
uwolnienie terbinafiny z filméw z AQOAT® AS-HF po 24 godz. Natomiast w przypadku
zastosowania TEC jako plastyfikatora po tym samym czasie uwolnito si¢ 61,51 %
substancji czynnej w porownaniu z wyzej opisanymi filmami (tab. 22, ryc. 60).

Z wszystkich rodzajéw filméw zawierajacych stale rozproszenie z AQOAT® AS-LF
oraz plastyfikator uzyskano mniejsze ilo$ci uwolnionej substancji leczniczej. Najlepsze
wyniki uzyskano dla ukladéow zawierajacych PEG, gdyz po 24 godz. uwolnilo si¢ 59,70 %.
Z filmoéw zawierajacych TEC lub glicerol po tym samym czasie uwolnito si¢ odpowiednio
47,04 % 143,64 %. (tab. 23, ryc. 60).

Wprowadzenie DBS do sktadu filméw wplynelo na uwalnianie. Ilo§¢ uwolnione;
substancji leczniczej po 24 godz. byla mniejsza w poréwnaniu z wynikami uzyskanymi w
przypadku filméw zawierajacych tylko polimerowy nosnik. Po 24 godz. uwolnilo si¢ tylko
20,78 % terbinafiny z filméw zawierajacych AQOAT® AS-HF i 10,82 % substancij
leczniczej 7z formulacii zawierajacej AQOAT® AS-LF.

Dodatek PEG lub glicerolu podobnie jak w przypadku filméw bez DBS zwigkszyl
ilos¢ uwolnionej substancji czynnej. Po 24 godz. uwolnilo si¢ odpowiednio 78,51 % lub
62,96 % terbinafiny z filméw zawierajacych AQOAT® AS-HF, natomiast z formulacji
z AQOAT® AS-LF uwolnito si¢ odpowiednio 42,88 % i 39,93 % (tab. 24, 25, ryc. 61).

Stwierdzono réwniez zmiany w wygladzie filméw utrzymywanych przez 24 godz.
w srodowisku uwalniania. Filmy bez plastyfikatorow lub zawierajace w swoim skladzie

DBS lub TEC nie tracily elastycznosci. Filmy z dodatkiem PEG-u lub glicerolu pecznialy,
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byly kruche i malo elastyczne. Wszystkie filmy po 24 godz. byly nieprzezroczyste i biate
(ryc. 62).

Tabela 22. Ilo$¢ uwolnionego chlorowodorku terbinafiny z filméw z AQOAT® AS-HF
z dodatkiem plastyfikatorow.

AQOAT® AS-HF

czas terbinafina
[godz] %] - Glicerol PEG TEC
(o] (o] (o] (o]
1 92,38 4,01 33,58 57,70 5,72
2 92,83 6,09 4416 66,85 10,43
3 99,70 7,78 50,51 70,34 12,73
4 100,00 9,18 54,94 74,50 19,51
5 10,24 57,84 78,34 22,64
6 11,26 61,70 81,89 27,75
12 15,93 72,25 86,74 40,98
24 38,40 100,00 100,00 61,51

Tabela 23. Ilo§¢ uwolnionego chlorowodorku terbinafiny z filméw z AQOAT® AS-LF
z dodatkiem plastyfikatoréw

AQOAT® AS-LF

czas terbinafina

[godz] [%] - Glicerol PEG TEC

(o] (o] (o] (o]

1 92,38 2,18 12,30 19,26 5,21
2 92,83 3,20 16,54 26,67 9,04
3 99,70 4,17 19,89 33,42 11,74
4 100,00 5,02 2422 40,41 13,96
5 5,87 27,49 45,06 17,34
6 6,61 29,55 47,58 18,84
12 10,51 35,82 54,92 28,44
24 25,69 43,64 59,70 47,04
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L T = Q

ilo§¢ uwolnionej terbinafiny [%]

—=—AQH
—A—AQL

czas [godZz]

AQH PEG —0—AQH Glic —%—AQH TEC —e—terbinafin
AQL PEG —0—AQL Glic —¢AQL TEC

Rycina 60. Szybko$¢ uwalniania chlorowodorku terbinatiny z filméow z AQOAT® oraz
z dodatkiem plastyfikatoréw. Stupki bledow oznaczajg + SD.

Tabela 24. 1lo$¢ uwolnionego chlorowodorku terbinafiny z filméw zawierajacych AQOAT® AS-

HF, DBS oraz PEG i glicerol.

AQOAT® AS-HF, DBS

czas terbinafina

i %] - Glicerol PEG
%] %] %]

1 92,38 3,06 21,74 33,35
2 92,83 436 30,98 47,82
3 99,70 5,42 36,84 53,91
4 100,00 6,38 41,22 58,45
5 7,17 43,84 62,38
6 8,06 46,25 64,15
12 12,42 54,87 71,41
24 20,78 62,96 78,51
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Tabela 25. Ilo$¢ uwolnionego chlorowodorku terbinafiny z filméw zawierajacych AQOAT® AS-
LF, DBS oraz PEG i glicerol.

AQOAT® AS-LF, DBS

czas terbinafina

Eol] %] - Glicerol PEG
%] %] %]

1 92,38 1,68 9,63 17,09
2 92,83 2,38 13,43 22,79
3 99,70 3,01 16,69 27,92
4 100,00 3,55 19,65 31,67
5 4,15 22,45 34,57
6 4,74 2425 36,01
12 7,16 29,86 39,71
24 10,82 39,93 42,88

ilo$¢ uwolnionej terbinafiny [%]

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
czas [godZz]
—=— AQH AQH PEG —O— AQH Glic —e&—terbinafin
—A— AQL AQL PEG —0— AQL Glic

Rycina 61. Szybkos§¢ uwalniania chlorowodorku terbinafiny z filméw zawierajacych AQOAT®
DBS oraz PEG lub glicerol. Stupki bledow oznaczajg + SD.
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4 N
-
AQH
n
AQH TEC AQH DBS
AQH PEG AQH Glic
N J

Rycina 62. Zdjecia filmow z AQOAT® AS-HF (AQH) i plastyfikatorami po badaniu szybkosci

uwalniania.
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3.2.2. Rozpuszczalnik etanol/aceton/woda

W oparciu o wyniki badani szybkosci uwalniania terbinafiny z filméw stwierdzono
réznice w ilosci uwolnionej substancji leczniczej w zaleznosci od rodzaju uzytego
AQOAT®. Po 24 godz. z filmu z AQOAT® AS-HF lub AQOAT"® AS-LF uwolnilo sie
odpowiednio 41,70 % i 20,07 % substancji leczniczej (tab. 26, 27, ryc. 63). Dodatek
plastyfikatorow PEG lub glicerolu powodowal zwigkszenie ilosci uwolnionej substancji
czynnej. Po 24 godzinach z ukladow tych przeszto do roztworu 89,38 % 171,89 %
terbinafiny, natomiast z filméw z AQOAT® AS-LF odpowiednio 66,35 % 161,29 %
(tab. 26, 27, ryc. 63).

W poréwnaniu z wynikami uzyskanymi w badaniu filméw bez plastyfikatorow
uzycie DBS wplyne¢lo na zmniejszenie ilosci uwolnionej substancii leczniczej. W przypadku
AQOAT® AS-HF o 23 %, dla AQOAT® AS-LF o 8 %. Wprowadzenie kolejnych
plastyfikatoréw: PEG 1 glicerol zwigkszylo ilo§¢ uwolnionej substancji. Zastosowanie
podwdinego ukladu plastyfikatoréw z PEG lub glicerolem do filmu z AQOAT® AS-HF
skutkowalo zwigkszeniem ilosci rozpuszczonej substancji leczniczej do wartosci
odpowiednio 80,78 % i 69,96 % (tab. 28, ryc. 64) w przypadku AQOAT® AS-LF 62,02 %
159,88 % (tab. 29, ryc. 64).

Tabela 26. Ilo§¢ uwolnionego chlorowodorku terbinafiny z filméw zawierajacych AQOAT® AS-
HF oraz PEG i glicerol.

AQOAT® AS-HF

czas terbinafina
[zodz] [74] - Glicerol PEG
%] %] %]
1 92,38 4,05 25,42 57,15
2 92,83 5,92 36,84 69,94
3 99,70 7,39 40,45 75,95
4 100,00 8,94 46,14 76,84
5 10,32 48,26 78,92
6 11,58 50,33 80,33
12 17,35 60,13 85,60
24 41,70 71,89 89,38
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Tabela 27. Ilo$¢ uwolnionego chlorowodorku terbinafiny z filméw zawierajacych AQOAT® AS-
LF oraz PEG i glicerol.

AQOAT® AS-LF

czas terbinafina

[godz] [%] - Glicerol PEG
%] %] %]

1 92,38 1,67 14,56 11,10
2 92,83 2,50 20,60 17,87
3 99,70 3,19 22,78 22,88
4 100,00 3,70 26,89 26,77
5 4,52 28,73 29,47
6 4,57 30,22 31,65
12 7,99 34,08 36,11
24 20,07 61,29 66,35

ilo$¢ uwolnionej terbinafiny [%]

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

czas [godz]
—3— AQH AQH PEG —O0— AQH Glic —e—terbinafin
—A— AQL AQL PEG —0— AQL Glic

Rycina 63. Szybkos¢ uwalniania chlorowodorku terbinafiny z filméw zawierajacych AQOAT® oraz
plastyfikatory. Stupki btedéw oznaczaja + SD.

106



Wyniki badari

Tabela 28. Ilo$¢ uwolnionego chlorowodorku terbinafiny z filméw zawierajacych AQOAT® AS-
HF, DBS oraz PEG i glicerol.

AQOAT® AS-HF, DBS

czas terbinafina
[godz] [%o] - Glicerol PEG
(o] (o] (o]
1 92,38 291 28,53 43,02
2 92,83 3,31 39,36 52,70
3 99,70 3,80 43,42 57,56
4 100,00 4,42 48,87 61,44
5 4,85 51,49 64,68
6 5,38 54,14 66,90
12 7,26 62,58 75,89
24 18,81 69,96 80,78

Tabela 29. llo§¢ uwolnionego chlorowodorku terbinafiny z filméw zawierajacych DBS, AQOAT®
AS-LF oraz PEG i glicerol.

AQOAT® AS-LF, DBS

czas terbinafina
[godz] [%o] - Glicerol PEG
%] %] %]
1 92,38 1,57 14,91 13,21
2 92,83 1,92 22,30 20,78
3 99,70 2,22 27,06 27,04
4 100,00 2,99 30,24 29,36
5 3,35 31,99 31,73
6 3,75 33,44 33,73
12 5,36 35,33 37,51
24 12,14 59,88 62,02
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ilo§¢ uwolnionej terbinafiny [%]

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

czas [godz]
—— AQH AQH PEG —0O—AQH Glic —e—terbinafin
—A—AQL AQL PEG —0—AQL Glic

Rycina 64. Szybko$¢ uwalniania chlorowodorku terbinafiny z filméw zawierajacych AQOAT®
DBS oraz PEG lub glicerol. Stupki bledow oznaczaja = SD.
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3.3. Wplyw nosnika i plastyfikatoré6w na przenikanie terbinafiny przez

membrany

3.3.1. Charakterystyka membran otrzymanych z kopyt wotowych

W badaniach uzyto jako modelowsg barier¢ dyfuzyjna, membrang pozyskana z kopyt
wolowych. Z tego wzgledu dokonano mikroskopowej analizy poréwnawczej, przy uzyciu
mikroskopu elektronowego zewnetrznej 1 wewnetrznej powierzchni plytki paznokciowe;j
oraz powierzchni membrany otrzymanej z kopyt wolowych. Jak wida¢ na rycinie 65,
zewngetrzna powierzchnia plytki paznokciowej jest zwarta, w przeciwiefistwie do warstwy
wewnetrznej ktora jest mocno pofaldowana. Na powierzchni membran z kopyt wolowych

widoczne sa wglebienia, natomiast membrana tworzy jednolitg strukture (ryc. 65).
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. A Ph-8 20,0k 11.0mm
plytka paznokciowa strona zewnetrzna 500X
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membrana otrzymana z kopyt wotowych
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membrana otrzymana z kopyt wolowych 2000

J

Rycina 65. Obrazy mikroskopowe powierzchni plytki paznokciowej i membrany otrzymanej
z kopyt wolowych sporzadzone przy uzyciu skaningowego mikroskopu elektronowego.
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3.3.2. Wyniki badan przenikania

Dokonano oceny lakieréw zawierajacych oba rodzaje AQOAT® i plastyfikatory
w oparciu o wyniki badan szybkosci przenikania chlorowodorku terbinafiny przez
membrany pozyskane z kopyt wolowych. Wykazano zréznicowanie wynikow badan
zalezne od grubosci membrany 1 rodzaju uzytego nosnika.

W przypadku zastosowania membran o grubosci ok. 150 um i powierzchni 1ecm® do
roztworu akceptorowego przeszlo po 5 dniach od 1,63 mg do 2,2 mg chlorowodorku
terbinafiny w zaleznosci od skladu formulacji. Nie obserwowano znacznego wplywu
formulacji na przenikanie substancji czynnej (ryc. 60).

Zwigkszenie grubosci membrany wplyngto na spowolnienie szybkosci przenikania.
Po tym samym czasie uzyskano wyniki w granicach od 0,49 mg/cm” do 1,07 mg/cm’,
Ponadto stwierdzono réwniez zmniejszenie szybkosci przenikania terbinafiny ze wszystkich
formulacji zawierajacych AQOAT® AS-LF w poréwnaniu z formulacjami zawierajacymi
AQOAT® AS-HF (ryc. 67). W przypadku ukladéw z AQOAT® AS-LF nie zawierajacych
plastyfikatora, po 5 dniach do plynu akceptorowego przeniknelo 0,84 mg/cm® substanciji
leczniczej, a z ukladéw z AQOAT® AS-HF 1,07 mg/cm’ substancji leczniczej. Podobne

zaleznosci stwierdzono w przypadku formulacji z plastyfikatorami (ryc. 67).

Charakterystyka procesu przenikania chlorowodorku terbinafiny przy uzyciu
modeli matematycznych

W przypadku badai przenikania chlorowodorku terbinafiny z lakieréw z AQOAT®
AS-HF przez modelowe membrany z kopyt wolowych uzyskano zgodnos¢ procesu
z kinetyka zerowego rzedu. Wspolczynniki korelacji §wiadcza o dobrej zgodnosci kinetyki

przenikania takze z modelem Korsmeyer-Peppas (tab. 30).

Tabela 30. Charakterystyka procesu przenikania chlorowodorku terbinafiny (THCI) z lakierdw
z AQOAT® AS-HF (AQ) przez modelowe membrany przy uzyciu modelu matematycznego.

Model matematyczny

Lakier do paznokci réwna;éc;oz“%:gd;lizzciilnetyka réwnanie Korsmeyer-Peppas
K [mg/cm? - godz] R2 K [godzN] N R2
THCI: AQ 0,0140 0,962 0,055 0,7408 0,971
THCI : AQ : DBS 0,0109 0,990 0,082 0,6236 0,994
THCI: AQ : TEC 0,0162 0,995 0,068 0,7252 0,989
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Przenikanie terbinafiny przez membrany

0 24 48 72 1
Czas [godz.]
—o— AQH —8—AQH DBS —A—AQH TEC —X-—Slepa
—0—AQL —O—AQLDBS —A—AQLTEC —X—SslepaDBS

Rycina 66. Profil przenikania substancji leczniczej z lakieréw do paznokci przez membrany
o grubosci ok. 150 pm.
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Rycina 67. Profil przenikania substancji leczniczej z lakieréw do paznokci przez membrany
o grubosci ok. 250 pm.
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3.4. Ocena skuteczno$ci dziatania lakier6w w oparciu o badania

mikrobiologiczne

Dokonano oceny skuteczno$ci hamowania wzrostu Trichophyton mentagrophytes
(ATTC 18784) po nalozeniu lakieréw na membrany z kopyt wolowych lub plytke

paznokciows.

Membrany z kopyt wotowych

Po 7 dniowej oraz 14 dniowej inkubacji membran z kopyt wolowych pokrytych
lakierami dokonano analizy zmian na podlozu w poréwnaniu z prébg kontrolna i préba
Slepa. Po uplywie 7 dni stwierdzono wzrost strzgpek grzybni tylko w prébie Slepej
i kontrolnej, pozostale prébki byly bez zmian (ryc. 68). Po okresie 14 dni réwniez

nastgpowal wzrost strz¢pek grzybni w probie slepej i kontrolnej (ryc. 69).

Ocena wzrostu kolonii

Do oceny obszaru wzrostu kolonii postuzono si¢ metoda komputerowej analizy
obrazu. Dzigki zastosowaniu kontrastowych rodzajow tla, otrzymano obrazy, ktére po
nalozeniu na siebie z wykorzystaniem metody obliczen na kanatach szarosci pozwolily na
doktadne okreslenie stref wzrostu dermatofitu.

Segmentacja obrazu oraz sporzadzenie dwuwymiarowego profilu intensywnosci
obszaru w skali szarosci pozwolilo na dokladniejsza identyfikacje strzepkow grzybni
w zakresie od 190 do 256 jednostek umownych w 256 stopniowej skali szarosci, co
uwidoczniono na zamieszczonych na rycinie 70 i 71 wykresach w kolumnie C.

Przeksztalcenie w tryb RGB i sporzadzenie tréjwymiarowego profilu intensywnosci
obszaru umozliwitlo lepszq wizualizacj¢ 1 separacj¢ odcieni oraz wyznaczenie granicy
obszaru wzrostu dermatofitow na calej powierzchni membrany, co w przypadku nie
przetworzonych obrazéw bylo utrudnione. Obszary o barwie od bialej do bardzo jasno
czerwonej wskazuja na obecnos¢ strzepkéw grzybni na membranach i w bezposrednim ich

sasiedztwie (kolumna A 1 B ryc. 70 1 ryc. 71).
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Rycina 68. Zdj¢cia membran po 7 dniach.
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kontrola

AQL+DBS

\_ AQH+TEC AQLATEC Y,

Rycina 69. Zdj¢cia membran po 14 dniach.
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Rycina 70. Analiza obrazu hodowli po 7 dniach.
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Rycina 71. Analiza obrazu hodowli po 14 dniach.
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Badania z uzyciem plytek paznokciowych

Powierzchnia plytek paznokciowych byla zmatowiona przed nalozeniem lakieru
pilnikiem do paznokci co spowodowalo naruszenie zwartej struktury zewngtrznej
powierzchni paznokcia (ryc. 72).

Po 7 dniowej oraz 14 dniowej inkubacji izolowanych plytek paznokciowych
dokonano analizy zmian na podlozu w poréwnaniu z probg kontrolna i préba slepa. Po
uplywie 7 dni stwierdzono wzrost strzgpek grzybni tylko w prébie Slepej 1 kontrolnej.
Pozostale probki byly bez zmian (ryc. 73). Nie obserwowano takze wzrostu kolonii
w przeciggu 14 dni inkubacii (ryc. 74). Badanie, w trakcie ktérego lakier aplikowano 14 dni
zakoficzylo si¢ podobnym wynikiem (ryc. 75, 76).

-

S ~‘ . 1 g%
P2g-05720.0kV 11 7mm X500 SE(MIK 3 -7 20:0RVM 1.0mMmy500 E(M)! 3 £ Ri0oum §
plytka paznokciowa zmatowiona pilnikiem plytka paznokciowa przed zmatowieniem
500x 500x

Rycina 72. Obrazy mikroskopowe powierzchni plytki paznokciowe;.
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Rycina 73. Zdjgcia plytek paznokciowych (7 dni aplikacji 7 dni inkubacji).
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-

AQH+TEC
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AQH+DBS AQL+TEC AQLA+DBS

Rycina 74. Zdjgcia plytek paznokciowych (7 dni aplikacji 14 dni inkubacji).
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kontrola

AQH

AQH+TEC AQH+DBS AQL+TEC AQLA+DBS

Rycina 75. Zdjgcia plytek paznokciowych (14 dni aplikacji 7 dni inkubacji).
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kontrola

AQH+TEC AQH+DBS AQL+TEC AQLA+DBS

Rycina 76. Zdjgcia plytek paznokciowych (14 dni aplikacji 14 dni inkubacji).
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V. Omowienie i dyskusja wynikéw badan

Poszukiwania nowych rozwigzan technologicznych majacych na celu optymalizacje
terapii grzybicy paznokci skupiaja si¢ z jednej strony na poprawie rozpuszczalnosci
doustnych substancji trudno lub praktycznie nierozpuszczalnych w wodzie, z drugiej strony
na udoskonalaniu opracowanych, miejscowo dzialajacych matrycowych systemow,
dlugotrwale uwalniajacych substancje lecznicza w miejscu aplikacji. Wychodzac naprzeciw
tym zalozeniom prowadzono badania nad poprawa rozpuszczalnosci itrakonazolu,
praktycznie  nierozpuszczalnej w  wodzie substancji  leczniczej o  dzialaniu
przeciwgrzybiczym oraz opracowaniem jako formulacji technologicznej lakieru do
paznokci z chlorowodorkiem terbinafiny.

Jako nosnik wybrano pochodng celulozy - octanobursztynian hydroksypropylo-
metylocelulozy (HPMCAS, AQOAT®), ktéra stosowana jest przede wszystkim jako
polimer blonotworczy do powlekania tabletek. Zastosowano ja po raz pierwszy jako nosnik
stalych rozproszen z itrakonazolem. W pismiennictwie opisane sa przyklady zastosowania
HPMCAS jako nosnika w przypadku nifedypiny [85, 113], felodypiny [62, 63], piroksikamu
[44].

Wiasciwosci blonotwércze AQOAT® uzasadnialy podijecie badafi w kierunku
wykorzystania go jako nosnika w lakierach z terbinafing. Obecnie nie ma postaci leku
w formie lakieru z chlorowodorkiem terbinafiny, prowadzone sa jednak badania nad
mozliwoscia zastosowania tej substancji leczniczej w terapii miejscowej grzybicy paznokci
[29, 82, 84, 101].

Ocenie  poddano  wlasciwosci  sporzadzonych  ukladéow  proszkowych
z itrakonazolem i chlorowodorkiem terbinafiny oraz lakieréw do paznokci z terbinafina.
W oparciu o wyniki przeprowadzonych bada stwierdzono zasadno$¢ stosowania
octanobursztynianu hydroksypropylometylocelulozy jako substancji pomocniczej do

sporzadzania ww. formulacji technologicznych.
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Uktady proszkowe z itrakonazolem

Itrakonazol jest substancja praktycznie nierozpuszczalng w wodzie (< 1 pg/ml)
nalezaca do 11 grupy BCS [14, 21, 108, 130].

Z tego wzgledu prowadzone sa réznokierunkowe badania zmierzajace do poprawy
jej dostepnosci farmaceutycznej [15, 45, 47, 53, 57, 107, 119, 125, 128].

Biorac pod uwage wlasciwosci substancji leczniczej oraz octanobursztynianu
hydroksypropylometylocelulozy sporzadzono 20 formulacji dwu- i tréjskladnikowych
stalych rozproszen itrakonazolu. Do wytwarzania wszystkich rodzajow stalych rozproszen
uzyto mieszaning rozpuszczalnikéw chlorek metylenu : etanol (1:1) jako optymalng ze
wzgledow technologicznych, a takze jakosci sporzadzonego produktu. Ten rodzaj
rozpuszczalnikéw stosowal m. in. Janssens [45, 46, 47, 49] oraz Weuts [121] do
wytwarzania stalych rozproszen loperamidu w PEG 6000.

Jakos¢ sporzadzonych stalych rozproszen zalezala takze od doboru parametrow
technologicznych. Zastosowano jednakowy przeplyw powietrza (700 1/min) i wydajnosé
aspiratora (100 %). Natomiast dla poszczegélnych uktadow konieczne bylo ustalenie
odpowiedniej temperatury wlotu powietrza, a takze wydajnosci pompy perystaltycznej
1 ci$nienia z kompresora (tab. 7, 8).

W przypadku stalych rozproszeri z Gelucire” konieczno$é obnizenia temperatury
wlotu powietrza wynikala ze stosunkowo niskiej temperatury topnienia nosnika, ktora
w zalezno$ci od rodzaju polimeru wynosi od 45°C do 50°C. Wraz ze zmniejszeniem
temperatury wlotu nastgpowalo zmniejszenie szybkosci odparowania rozpuszczalnika.
Powodowalo to blokowanie dyszy atomizera i odkladania si¢ produktu w szklanej
komorze. W zwiazku z tym niekorzystnym zjawiskiem, pozostale parametry wymagaly
korekty w celu uzyskania produktu o odpowiedniej jakosci. Zmniejszono wydajnosé pompy
perystaltycznej o ok. 50 % tj. do wartosci 16 %, natomiast zwigkszono ci$nienie
kompresora o 1 MPa (tab. 8). Stosujac ww. parametry w procesie suszenia rozpylowego
uzyskano w odbieralniku produkt z dobra wydajnoscig tj. powyzej 50 %. Podobne
parametry zastosowano do sporzadzania ukladéw tréjskladnikowych z PVP.

W wyniku suszenia rozpylowego prowadzonego wg ustalonych parametrow
operacyjnych uzyskano dwuskladnikowe stale rozproszenia z AQOAT® oraz
trojskladnikowe z AQOAT® i PEG lub PVP w formie bialego proszku. Tylko
w przypadku ukltadéw dwuskladnikowych z Gelucire® oraz tréjskladnikowych o wickszej

zawartosci Gelucire® 44/14 (1:2:1 i 1:2:2) stale rozproszenia mialy zabarwienie kremowe
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iwraz ze zwickszeniem ilosci Gelucire® w ukltadzie wykazywaly tendencje do tworzenia
wigkszych aglomeratow.

Analiza morfologiczna sporzadzonych ukladéw przy uzyciu mikroskopu
skaningowego wykazala, ze ksztalt czastek zalezal od skladu stalych rozproszen. Kuliste
czastki obserwowano tylko w przypadku dwusktadnikowych ukladéw z AQOAT® AS-LF
(1:1) (ryc. 9). Zmiana rodzaju i ilosci AQOAT® powodowala zmiany ich ksztaltu na
nieregularny. Podobny efekt obserwowano w uktadach tréjsktadnikowych. We wszystkich
przypadkach struktura czastek byla jednolita. Natomiast w mieszaninach fizycznych
identyfikowano krysztaly substancii leczniczej (ryc. 8). Rowniez analiza probek w Swietle
spolaryzowanym wykazala obecnos¢ krysztaléw itrakonazolu tylko w mieszaninie fizyczne;.
Obserwowano wowczas efekty barwne charakterystyczne dla krysztaléw dwojlomnych
(ryc. 11).

Potwierdzenie tych badan stanowily wyniki analizy rentgenograficznej. Na
dyfraktogramach probek stalych rozproszen obserwowano hal charakterystyczne dla
formy amorficznej w zakresie katow 2 ® od 5 do 40° (ryc. 13 - 17). Piki charakterystyczne
dla itrakonazolu przy kacie 20 14°, 17°, 18°, 20°, 23°, 25° 27° wystgpowaly jedynie
w przypadku mieszanin fizycznych (ryc. 13, 14).

Obecnos$¢ formy amorficznej itrakonazolu w stalych rozproszeniach tlumaczy
poprawe jego rozpuszczalnosci i szybkosci rozpuszczania. Sposrod dwuskladnikowych
stalych rozproszen wigksze ilosci rozpuszczonego itrakonazolu uzyskano z ukladow
AQOAT® AS-HF niz AS-LF. W przypadku uktadéw (1:1) stwierdzono odpowiednio 41-
krotny i 32-krotny wzrost rozpuszczalnosci w poréwnaniu z sama substancija lecznicza oraz
25- 1 19-krotny w porownaniu z mieszaninami fizycznymi (ryc. 18). Najlepsze wyniki
uzyskano w przypadku dwuskladnikowych stalych rozproszen z AQOAT® AS-HF (1:4),
gdyz z ukladow tych rozpuscila si¢ ponad 44-krotnie wigksza ilos¢ itrakonazolu
(277 pg/ml) w poréwnaniu z sama substancija lecznicza (ryc. 19). Wynik ten jest lepszy niz
uzyskany przez Junga w badaniach stalych rozproszen itrakonazolu z AEA®, Eudragitem®
E100, PEG 20000, HPMC, PVP [53]. Rozpuszczalno$¢ itrakonazolu wynosita
odpowiednio 264, 254, 166, 163, 75 pg/ml.

Biorac po uwage powyzsze wyniki, tréjskladnikowe stale rozproszenia sporzadzono
z jednym rodzajem tj. AQOAT® AS-HF. Wybér trzeciego skladnika dokonany zostal
w oparciu o wyniki wczesniejszych prac doswiadczalnych realizowanych w Katedrze
Technologii Postaci Leku i Biofarmaciji U] CM oraz w oparciu o dane z pisSmiennictwa [45,

53, 85]. Sposréd trzech stosowanych nosnikéw: PVP, PEG 6000, Gelucire®, najwickszy

125



Omidwiente i dyskusja wynikdw badar

wplyw na poprawe rozpuszczalnosci wykazal PVP, gdyz z ukladéw 1:2:1 uzyskano 53-
krotny wzrost rozpuszczalnosci wzgledem samej substancji leczniczej oraz 1,66-krotny
wzgledem ukladéw dwuskladnikowych (ryc. 20). W przypadku Gelucire® uzyskano
wprawdzie w poréwnaniu z samg substancja lecznicza w zaleznosci od ilosci nosnika 5 -
16-krotne zwigkszenie rozpuszczalnosci, to jednak w poréwnaniu z dwuskladnikowymi
stalymi rozproszeniami wartosci te byly 6 - 9-krotnie mniejsze w przypadku Gelucire®
44/14 (ryc. 21) oraz 3 - 5-krotnie mniejsze w przypadku Gelucire” 50/13 (ryc. 24). To
zmniejszenie ilo$ci rozpuszczonej substancii leczniczej wigze si¢ z krystalizacjq itrakonazolu
w srodowisku badania rozpuszczalnosci po uplywie 2 godzin (ryc. 22, 23, 25, 26). Podobnie
zjawisko obserwowal Janssens [50] w badaniach tréjskladnikowych stalych rozproszen
itrakonazolu z bursztynianem polietylenoglikolu 1000 z witaming E (TPGS 1000) i PVPVA
64 oraz Six [107] w badaniach dwuskladnikowych stalych rozproszen itrakonazolu
z Eudragit® E100.

Wyniki badann rozpuszczalnosci itrakonazolu z ukladéw dwusktadnikowych
znalazly odzwierciedlenie w badaniach szybkosci rozpuszczania. Ze wszystkich ukladow
dwuskladnikowych z AQOAT®, niezaleznie od wzajemnej proporcji substancji leczniczej
inosnika ilo$¢ rozpuszczonej po 2 godz. substancji leczniczej byla wigksza ze stalych
rozproszenn AQOAT® AS-HF niz AQOAT® AS-LF, jakkolwiek réznice te byly niewielkie
tj. 3,70 % 17,23 % odpowiednio dla statych rozproszen 1:1 1 1:2 (ryc. 27, 28).

Stwierdzono takze korzystny wplyw AQOAT® na szybkos$¢ rozpuszczania
itrakonazolu z ukladéw dwuskladnikowych. Analiza wynikow badan wykazata zwickszenie
lo$¢ rozpuszczonego itrakonazolu ze wszystkich badanych rodzajow stalych rozproszen.
Wartosci te po 2 godz. byly 06,5-krotnie wicksze dla ukladéw (1:1) i 14,7-krotne
w przypadku 1:10 (ryc. 29). Z danych przedstawionych na rycinie 29 wynika, ze wraz ze
zwigckszeniem ilosci nosnika zwigkszala si¢ ilo$¢ rozpuszczonego itrakonazolu, co wyraznie
zaznaczylo si¢ przy poréwnaniu stalych rozproszen 1:1, 1:2, 1:3, 1:4. Zwickszenie ilosci
AQOAT® do 90 % (1:10) skutkowalo niewielkim wzrostem ilosci rozpuszczonego
itrakonazolu tj. o 3,75 %. Z wszystkich rodzajéw dwuskladnikowych stalych rozproszen
llo$¢ rozpuszczonego itrakonazolu po 2 godz. byla wigksza w porédwnaniu z sama
substancja lecznicza.

Réwniez w swoich badaniach Yang [132] wykazal korzystny wplyw ilosci AQOAT®
na szybko$é rozpuszczania nitrendypiny z mikrosfer z AQOAT® AS-HF. Tlos¢ uwolnionej

substanciji leczniczej zwigkszala si¢ wraz ze wzrostem ilosci no$nika.

126



Omidwiente i dyskusja wynikdw badar

Poprzez sporzadzenie tréjsktadnikowych ukladéw uzyskano zwigkszenie tego
efektu. W wyniku wprowadzenia do ukladu 1:2 trzeciego skladnika w ilosci 25 %
w stosunku do nosnika (1:2:0,5), ilos¢ rozpuszczonego itrakonazolu po 2 godz. zwigkszyla
siec 0 11,16 % w przypadku PVP (ryc. 33), o 20,69 % w przypadku Gelucire® 44/14
(ryc. 31) i 0 49,89 % w przypadku Gelucire® 50/13 (ryc. 32) w poréwnaniu z analogicznymi
ukladami dwuskladnikowymi. W poréwnaniu z sama substancja lecznicza wartosci te byly
odpowiednio 11,8-, 14,4- i 22,3-krotnie wigksze.

Tak wiec w wyniku sporzadzenia tréjskladnikowych stalych rozproszen z Gelucire”
50/13 (1:2:0,5) po 2 godz. rozpuscito si¢ ponad 80 % substancji leczniczej. Stanowito to
lepszy efekt niz uzyskany przez Janssensa w badaniach formulacji stalych rozproszen
o zawartosci 40 % itrakonazolu w PVPVA 64/PEG 6000 oraz PVPVA 64/HPMC.
Niezaleznie od proporciji nosnika ilo§é rozpuszczonej substancji leczniczej po 2 godz. nie
przekroczylta 70 % [45, 40, 48].

Zwigkszenie ilosci trzeciego skladnika w ukladzie, niezaleznie od jego rodzaju nie
powodowalo dalszej poprawy szybkosci rozpuszczania itrakonazolu. W przypadku
Gelucire” 44/14 stwierdzono ponadto zmiane wlasciwosci fizycznych stalych rozproszen,
gdyz w wyniku procesu technologicznego uklady (1:2:1) 1 (1:2:2) charakteryzowaly si¢
konsystencja zblizona do wosku 1 twardniejaca po kilku dniach przechowywania. Uklady te
charakteryzowaly si¢ tez mniejsza zwilzalnoscia. Tego rodzaju zmianom nalezy przypisac
ok. 4 - 74-krotne zmniejszenie ilosci rozpuszczonego po 2 godz. itrakonazolu
w poréwnaniu z omawianymi wczesniej stalymi rozproszeniami 1:2:0,5 (ryc. 31).

Analiza wynikéw badan ukladéw dwusktadnikowych 1:4 i tréjsktadnikowych
1:4:0,5 1 1:4:1 wykazata mniejsze réznice w ilosci rozpuszczonej substancji po 2 godz. niz
mialo to miejsce dla ukladéw 1:2. W przypadku uzycia PVP jako trzeciego skladnika
(uklady 1:4:0,5), ilos¢ rozpuszczonego itrakonazolu po 2 godz. zwigkszyla si¢ o 6,66 %
(ryc. 33), w przypadku Gelucire® 44/14 o 10,14 % lub o 16,86 % w przypadku Gelucire®
50/13 w poréwnaniu z ukladami dwuskladnikowymi (ryc. 31, 32). Wartosci te byly
odpowiednio 15,5-, 16,4- i 18,2-krotnie wigksze w pordwnaniu z samg substancja lecznicza.

Dwukrotne zwickszenie Gelucire® 50/13 jako trzeciego sktadnika w ukladach 1:4:1
wzmocnito nieznacznie ten efekt, gdyz ilo$¢ rozpuszczona po dwoch godzinach byta
0 3,87 % wigksza w poréwnaniu z uktadami 1:4:0,5 (ryc. 32). Natomiast takiego efektu nie
stwierdzono stosujac PVP i Gelucire® 44/14, gdyz ilo$¢ rozpuszczonej substancji lecznicze]
byla odpowiednio o 0,41 % lub o 11,81 % mniejsza w porownaniu z ukladami 1:4:0,5

(ryc. 31, 33).
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Na podstawie ww. wynikéw do badan stabilnosci wybrano uklad dwuskladnikowy
1:4 oraz uklady tréjsktadnikowe 1:2:0,5 i 1:4:0,5 z Gelucire® 44/14, Gelucire” 50/13 i PVP.,

Wszystkie badane probki dwu- i tréjskladnikowych stalych rozproszen po 12
miesigcznym okresie przechowywania w temperaturze pokojowej nie zmienily wlasciwosci
fizycznych. Nie stwierdzono zmian zabarwienia, sypkosci a takze wygladu czastek
w oparciu o analiz¢ mikroskopowa.

Stwierdzono jednak zréznicowanie w profilach rozpuszczania. W zwiazku z tym
wyliczono wartosci wspélczynnikow podobienistwa krzywych £, badanych ukladéw stalych
rozproszen bezposrednio po sporzadzeniu jak i po okresie przechowywania. Najmniejsze
réznice w ilodci rozpuszczonej substancii leczniczej -0,44 % stwierdzono w przypadku
trojskladnikowych stalych rozproszen z Gelucire® 50/13 (1:4:0,5). Wspotezynnik
podobiefistwa krzywych f, wynosit 93,82 (ryc. 43). W wyniku uzycia Gelucire® 44/14 lub
PVP réznice te byly wigksze i wynosily odpowiednio 12,73 % 1 7,15 % (ryc. 40, 40).
Natomiast w przypadku ukladéw stalych rozproszen 1:2:0,5 wspoélczynnik podobiefistwa
krzywych f, powyzej wartosci 50 tj. 59,02 uzyskano tylko w przypadku ukladu
zawierajacego PVP (ryc. 40). Stwierdzono znaczne réznice, wynoszace ponad 40 % w ilosci
rozpuszczonego itrakonazolu ze stalych rozproszen stosujac Gelucire® jako trzeci skladnik.
Wspotezynniki podobieistwa krzywych f, wynosily ok. 31 (ryc. 40, 43). W przypadku
dwuskladnikowych stalych rozproszen 1:4, réznica w iloSci rozpuszczonej substancii
leczniczej po 12-miesigcznym okresie przechowywania wynosila 6,29 %, wspotczynnik
podobienistwa krzywych f, wynosil 63,62 (ryc. 37). Powyzsza analiza wykazala, ze bardziej
stabilne okazaly si¢ uklady dwu- i tréjsktadnikowe 1:4 1 1:4:0,5.

Przyczyna zmian ilosci rozpuszczonego itrakonazolu z ukladow po 12-miesi¢cznym
okresie przechowywania jest tworzenie si¢ formy krystalicznej itrakonazolu w trakcie
przechowywania. Na rentgenogramach stalych rozproszen z Gelucire® (1:2:0,5) po roku
przechowywania widoczne sa piki charakterystyczne dla itrakonazolu, ktoérych nie
obserwowano w przypadku pozostalych ukladéow poddanych badaniu stabilnosci (ryc. 36,
39, 42, 45). Mniejsza ich intensywnos¢ w porownaniu z sama substancja lecznicza wynika
z mniejsze] jej zawartosci w probcee stalego rozproszenia. Zmiany sa na tyle male, Ze nie
stwierdzono efektéw optycznych na obrazach z mikroskopu polaryzacyjnego przy
powickszeniu 100 X (ryc. 38, 41). Stwierdzenie obecnosci itrakonazolu w formie
krystalicznej w stalym rozproszeniu stanowi wyjasnienie zmniejszenia szybkosci

rozpuszczania z tych ukladow.
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Janssens w badaniach stalych rozproszen zwrocil uwage na tworzenie si¢ rowniez
formy krystalicznej itrakonazolu po 6 miesigcznym przechowywaniu badanych probek
w temp. 25°C 1 wilgotnosci wynoszacej 52 %. Skutkowalo to takze zmniejszeniem
szybkosci rozpuszczania substancji leczniczej w poréwnaniu z ukladami badanymi

bezposrednio po sporzadzeniu [48].

Uktady z terbinafing

Sporzadzono 9 formulacji stalych rozproszen i mieszanin fizycznych w celu
okreslenia wplywu AQOAT® na wlasciwosci chlorowodorku terbinafiny i mozliwosci
spowolnienia jej rozpuszczania w celu wydluzenia dzialania po miejscowej aplikacji
preparatu w formie lakieru. Dokonano oceny obu rodzajow AQOAT® AS-HF i LF.

Podobnie jak w przypadku ukladow z itrakonazolem stwierdzono wplyw skladu
stalych rozproszen na ksztalt czastek. Kuliste czastki obserwowano w przypadku ukladow
1:1. Zwickszenie ilosci AQOAT® powodowalo zmiane ksztaltu na nieregularny.
W mieszaninach fizycznych identyfikowano krysztaly substancji leczniczej (ryc. 47), ktére
takze byly widoczne w swietle spolaryzowanym (ryc. 48, 49).

W wyniku zastosowanej metody suszenia rozpylowego uzyskano uklady, w ktérych
substancja lecznicza wystepuje w formie amorficznej. Swiadcza o tym wyniki badan
rentgenograficznych (ryc. 50, 52). Na rentgenogramach stalych rozproszen nie
wystepowaly piki charakterystyczne dla terbinafiny w zakresie katow 20 od 5 do 40°.
Takze nie stwierdzono efektéw optycznych wlasciwych dla substancji krystalicznych
w badaniach przy uzyciu mikroskopu polaryzacyjnego (ryc. 48, 49). Rowniez analiza
roznicowe] kalorymetrii skaningowej nie wykazala na termogramach stalych rozproszen
piku charakterystycznego dla terbinatiny w temp. 211 °C (ryc. 51, 53). Pomimo
zidentyfikowania formy amorficznej terbinafiny w stalych rozproszeniach stwierdzono
spowolnienie jej szybkosci rozpuszczania w poréwnaniu z sama substancja lecznicza
w zaleznosci od rodzaju uzytego AQOAT® od 1,36- do 1,41-krotne ze statych rozproszen
1:1, 1,55-krotne ze stalych rozproszen 1:4 oraz od 1,47- do 1,99-krotne z ukladéw 1:6
(ryc. 54, 55). Efekt ten nalezy przypisa¢ oddzialywaniu wody jako rozpuszczalnika na
badane formulacje. Podczas prowadzenia badan szybkosci rozpuszczania obserwowano
tendencje do powstawania wickszych agregatéw, ktore tworzyly zbite skupiska, jezeli
zwickszal si¢ udzial AQOAT® w stalym rozproszeniu. Penetracja wody do glebszych

warstw probki byta utrudniona. Zmiana medium na 0,1 mol/l HCI potegowala jeszcze to
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zjawisko. Ilo§¢ rozpuszczonej substancji leczniczej ze stalych rozproszen 1:1 byla o ok.
47 % mniejsza w Srodowisku kwasnym niz w wodzie (ryc. 56). Réznica ta w przypadku
ukladow 1:6 wynosila ok. 60 % (ryc. 57). Podobne zaleznosci stwierdzono dla stalych
rozproszefi z AQOAT® AS-LF (ryc. 56, 57).

Wyniki powyzszych badan wskazuja, ze oba rodzaje AQOAT® oddzialuja
spowalniajaco na szybkos¢ rozpuszczania terbinafiny.

W oparciu o analiz¢ profili rozpuszczania do 24 godzinnego badania szybkosci
rozpuszczania wybrano stale rozproszenia 1:4. Jak wida¢ na rycinie 58 proces ten
przebiegal dwuetapowo. W przedziale czasowym do 4 godz. uwolnilo si¢ 58,99 %
substancji leczniczej. Po tym czasie uwalnianie substancji nastgpowalo stopniowo, do
wartosci 67,25 % po 24 godzinach.

Z tego wzgledu do dalszych badan tj. sporzadzenia lakieréw wybrano uklad 1:4.
Wykonano 26 formulacji, do ktérych uzyto dwa rodzaje rozpuszczalnikéw aceton/woda,
aceton/etanol/woda oraz 4 rodzaje plastyfikatorow (tab. 11 - 13). Wybdr substancii
pomocniczych do sporzadzenia lakierow podyktowany byl wymaganiami jakie powinna
spelni¢ ta posta¢ leku. Nalezalo przygotowaé formulacje w formie roztworéw
o odpowiedniej lepkosci, ktére po rozprowadzeniu na gladkiej powierzchni tworzyly
jednorodny, elastyczny film o wlasciwosciach adhezyjnych. Wstepne badania zwiazane
z doborem rozpuszczalnikow wskazaly na konieczno§é uzycia acetonu jako jednego
z wspolrozpuszczalnikéw. Uzyskanie roztworu skladnikow, ktéry po odparowaniu
rozpuszczalnika tworzylby odpowiedni film nie powiodlo si¢ w przypadku innych
kombinacji rozpuszczalnikow.

Wprowadzenie wody do mieszaniny rozpuszczalnikéw miato na celu zapobieganie
nadmiernej dehydratacji plytki paznokciowej, co moze utrudni¢ penetracj¢ substancji
leczniczej [79]. Zastosowane mieszaniny rozpuszczalnikow charakteryzowaly si¢
odpowiednig lotnoscia. Lepkos§é roztworu umozliwiala réwnomierne rozprowadzenie
porcji lakieru na powierzchni plytki Petriego lub paznokcia. Stezenie substancii leczniczej
w lakierze wynosito 4 %, natomiast po rozprowadzeniu lakieru 1 odparowaniu
rozpuszczalnika 20 %. Stezenie to bylo optymalne, gdyz po odparowaniu rozpuszczalnika
z lakieru w powstajacym filmie nie dochodzito do precypitaciji substancji leczniczej, ktorg
obserwowano w przypadku filméw o zawartosci substancji leczniczej powyzej 25 %.

Filmy zawierajace tylko AQOAT® po tygodniowym przechowywaniu pekaly
istawaly si¢ kruche. Wprowadzenie plastyfikatoréw do skladu lakierow poprawito

parametry mechaniczne filméw uzyskiwanych po odparowaniu rozpuszczalnika. Filmy byly
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bardziej elastyczne co bylo spowodowane m. in. wigksza w nich zawartoscia wilgoci tj. od
3,5 do 6,5 %. W filmach zawierajacych tylko AQOAT® lub AQOAT® i DBS zawartosé
wilgoci byta mniejsza od 1 % do 2 %.

Niezaleznie od zastosowanej mieszaniny rozpuszczalnikéw i rodzaju AQOAT®
plastyfikatory hydrofilowe: PEG, glicerol lub TEC powodowaly zwigkszenie szybkosci
uwalniania terbinafiny z ww. filméw w poréownaniu z formulacjami nie zawierajacymi
plastyfikatorow. W przypadku uzycia jako plastyfikatoréw PEG lub glicerolu, z filméw
z AQOAT® AS-HF po 24 godzinach nastapito calkowite uwolnienie substancji leczniczej,
natomiast w obecnosci TEC uwolnilo si¢ tylko ok. 60 % terbinafiny (ryc. 60). Z filméw nie
zawierajacych plastyfikatoréw po tym samym czasie uwolnilo si¢ ok. 40 % substancji
leczniczej, co wskazuje na zwigkszenie 1,6 - 2,6-krotne ilosci uwolnionej terbinafiny po
zastosowaniu plastyfikatoréw. W przypadku formulacji z AQOAT® AS-LF wystapil
podobny efekt tj. 1,2 - 2,3-krotne zwigkszenie ilos¢ uwolnionej terbinafiny z filméw
w zalezno$ci od rodzaju plastyfikatora (ryc. 60). W przypadku uzycia DBS stwierdzono
zmniejszenie szybkosci uwalniania z wszystkich badanych ukladow. Po 24 godz.
stwierdzono zmniejszenie ilosci rozpuszczonej terbinafiny w granicach od 3,72 % do
37,04 % w zaleznosci od rodzaju formulacji (ryc. 61).

Dokonano takze oceny wlasciwosci filméw po 24 godzinnym badaniu uwalniania.
Niezaleznie od zastosowanego rozpuszczalnika, filmy zawierajace jako plastytikator glicerol
lub PEG mialy mleczng barwe, stawaly si¢ kruche, lamliwe i pofaldowane. Filmy bez
plastyfikatorow lub zawierajace w swoim skladzie DBS lub TEC nie tracily elastycznosci
(tyc. 62). Z tego wzgledu do dalszych badan wybrano formulacje dwuskladnikowe
z obydwoma rodzajami AQOAT® oraz tréjsktadnikowe z dodatkiem TEC lub DBS.

Z uwagl na to, ze nie stwierdzono wplywu rodzaju rozpuszczalnika uzytego do
sporzadzania lakieru na wlasciwosci filméw 1 szybko$¢ uwalniania z nich terbinatiny, do
dalszych prac doswiadczalnych stosowano lakiery na bazie dwuskladnikowej mieszaniny
rozpuszczalnikow: aceton/woda.

W badaniach przenikania substancji leczniczej iz witro uzyto jako modelowa
membrang keratynowa z kopyt wolowych. Membrany charakteryzowaly si¢ jednolita
struktura. Drobne wglebienia na ich powierzchni widoczne na obrazach z mikroskopu
elektronowego nie mialy wplywu na jako§¢ membran. Mertin [72, 73] badajac szybkos¢
przenikania chloramfenikolu z lakieru do paznokei przez membrany z kopyt wolowych

poczynit podobne obserwacje. Ten rodzaj membran stosowal takze Mohorci¢ w badaniach
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dotyczacych przenikania modelowego leku — metforminy [77]. W obu eksperymentach
stosowano do tego celu komory dyfuzyjne wg Franz’a.

Do oceny przenikania terbinafiny uzyto réwniez komory Franz’a stosujac
membrany o dwoch grubosciach tj. 150 pm i 250 um. Po 5 dniach badania przez
membrang o grubosci 150 um i powierzchni 1 cm® przeniknelo do $rodowiska akceptora
od 1,63 mg do 2,21 mg terbinafiny w zaleznosci od rodzaju formulacji (ryc. 66). Wyniki
powyzszych badan wskazuja na przebieg profilu przenikania zgodnie z kinetyka zerowego
rzedu.

Zwigkszenie grubosci membrany do wartosci ok. 250 um spowodowalo
spowolnienie procesu przenikania. Po tym samym czasie w plynie akceptorowym uzyskano
maksymalna warto$¢ 1,07 mg/cm’ dla ukladu dwuskladnikowego z AQOAT® AS-HF.
Najwolniej proces ten przebiegal w przypadku ukladu tréjsktadnikowego z AQOAT™ AS-
LF i DBS, gdyz po pigciu dniach przeniknela ok. 2-krotnie mniejsza ilos¢ chlorowodorku
terbinafiny (0,49 mg/cm?) (ryc. 67).

W badaniach mikrobiologicznych oceniano skuteczno§é hamowania wzrostu
kolonii Trichophyton mentagrophytes (ATTC 18784) w wyniku stosowania lakieru z terbinafing
na membrany z kopyt wolowych i fragmenty plytek paznokciowych, poddanych wczesniej
dzialaniu opracowanych lakieréw. Podobna metodyke uzyto w badaniach oceny
skutecznosci dzialania terbinafiny, amorolfiny, bifonazolu i pirytonianu sodu stosowanych
w leczeniu grzybicy paznokci [84], a takze monitorowania terbinafiny ex v w plytkach
paznokciowych, u pacjentéw stosujacych preparaty doustne [92].

Ocenie poddano formulacje dwuskladnikowe z obydwoma rodzajami AQOAT®
oraz tréjskladnikowe z AQOAT® i TEC lub DBS.

W oparciu o komputerows analiz¢ obrazéw membran z kopyt wolowych
wyznaczono obszar kolonii dermatofitow. Zdjecia wykonane na jasnym i ciemnym tle,
r6znily si¢ miedzy sobg zakresem wzrostu dermatofitow. Na zdjeciach posiadajacych jasne
tlo lepiej widoczny byl wzrost dermatofitéw na powierzchni membrany, podczas gdy na
zdjeciach o ciemnym tle widoczne byly strzepki grzybni wokél membrany. W celu
uzyskania jednego obrazu przeksztalcono kolorowe zdjecia w obrazy o 8 bitowej skali
szaro$ci. Nalozono obydwa obrazy na siebie poprzez mnozenie kanaléw szarosci. Dzigki
wykorzystaniu algorytmoéw zaimplementowanych w programie do obrobki grafiki rastrowej
Image] uzyskano kolorowy obraz na ktérym kolonia dermatofitéw byla lepiej widoczna niz

mialto to miejsce w przypadku nie przetworzonych zdjec (ryc. 70, 71).
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Omidwiente i dyskusja wynikdw badar

Wyniki badan wykazaly, Ze trzydniowa aplikacja lakieru zawierajacego 2,4 mg
substancji czynnej na zwilzona membrang z kopyt wolowych wystarczyla do zahamowania
wzrostu kolonii wzorcowego szczepu Trichophyton mentagrophytes (ATTC 18784) w okresie 7-
dniowej inkubacji. Wzrost bialej grzybni obserwowano jedynie w przypadku préby slepej
i kontrolnej (ryc. 68). Zastosowanie takiej ilosci lakieru okazalo si¢ takze wystarczajace do
zahamowania wzrostu grzybni przez okres 14 dni inkubacji (ryc. 69).

Przeprowadzono takze badania z uzyciem plytek paznokciowych. Plytke
paznokciowg zmatowiono pilnikiem w celu zwigckszenia przylegania lakieru do powierzchni,
a takze naruszenia zwartej struktury zewnetrznej warstwy plytki paznokciowej co ulatwia
przenikanie terbinafiny. Obrazy przedstawiajace powierzchni¢ plytki przed i po
zmatowieniu przedstawiono na rycinie 72. Niezaleznie od zastosowanej formulaciji, 7-
dniowa aplikacja lakieru wystarczyta do zahamowania wzrostu kolonii podczas 14-dniowej
inkubacji (ryc. 73, 74). Analogiczne wyniki uzyskano dla plytek paznokciowych
poddawanych dziataniu lakieru przez okres 14 dni (ryc. 75, 70).

Wyniki powyzszych badan wskazuja na przydatno$¢ octanobursztynianu
hydroksypropylometylocelulozy jako nosnika majacego wplyw na poprawe dostgpnosci
farmaceutycznej itrakonazolu ze stalych rozproszen. Ze wzgledu na wlasciwosci
blonotwoércze okazal si¢ on takze odpowiedni jako skladnik lakieréw do paznokci
z chlorowodorkiem terbinafiny. Po odparowaniu rozpuszczalnika AQOAT® tworzyl filmy
przylegajace do plytki paznokciowej, z ktérych substancja lecznicza uwalniala si¢ w sposob
dlugotrwaly = zapewniajac  skutecznie hamowanie wzrostu wzorcowego —szczepu

dermatofitéw w badaniach mikrobiologicznych.
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Wnioski

VI. Wnioski

1. Zastosowanie octanobursztynianu hydroksypropylometylocelulozy (AQOAT®) jako
nosnika stalych rozproszen substancji leczniczych trudno lub praktycznie

nierozpuszczalnych w wodzie jest uzasadnione.

2. W wyniku zastosowanej metody suszenia rozpylowego obie badane substancje

lecznicze wystepuja w statych rozproszeniach w formie amorficzne;.

3. Poprawa dostgpnosci farmaceutycznej itrakonazolu zalezy od rodzaju nosnika i jego
ilosci w ukladzie. Lepsze parametry uzyskano w przypadku zastosowania AQOAT®
AS-HF. Sposréd sporzadzonych formulaciji najlepsze wyniki uzyskano dla uktadéw
tréjskladnikowych z Gelucire® 50/13 (1:2:0,5).

4. Drieki wlasciwosciom, AQOAT® moze by¢ stosowany jako nosnik w lakierach do
paznokci z terbinafing. Lakier po nalozeniu na plytke paznokciowsa charakteryzuje
si¢ dobra przyczepnoscia, gladka powierzchnia, a uwalnianie substancji leczniczej

nastepuje w sposob spowolniony.

5. O skutecznosci oddzialywania terbinafiny nalozonej w formie lakieréw na
membrane z kopyt wolowych lub plytke paznokciowa s$wiadczy zahamowanie
wzrostu wzorcowego szczepu 1richophyton mentagrophytes (ATTC 18784) w badaniach

mikrobiologicznych.
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VIII. Streszczenie

Zalozenia badawcze pracy dotyczyly oceny mozliwosci  zastosowania
octanobrsztynianu hydroksypropylometylocelulozy (AQOAT®) jako nos$nika substancji
o dzialaniu przeciwgrzybiczym. Do badan uzyto chlorowodorek terbinafiny i itrakonazol
jako modelowe substancje trudno lub praktycznie nierozpuszczalne w wodzie.

Sporzadzono 22 formulacje dwu- 1 tréjskladnikowych stalych rozproszen
itrakonazolu metoda suszenia rozpylowego stosujac AQOAT® AS-LF lub AS-HF jako
noéniki oraz dodatek Gelucire® 44/14 lub Gelucire® 50/13 lub PVP lub PEG 6000.
W przypadku terbinafiny opracowano 5 formulacji dwusktadnikowych stalych rozproszen
z AQOAT® AS-LF lub AS-HF, a takze 26 formulacji lakieréw do paznokci zawierajacych
AQOAT® AS-LF lub AS-HF oraz jako plastyfikatory: PEG 400, glicerol, cytrynian trietylu,
sebacynian dibutylu.

W oparciu o wyniki badan rentgenograficznych, mikroskopowych i réznicowej
kalorymetrii skaningowej stwierdzono wplyw AQOAT®, parametréw technologicznych
1 metody sporzadzania na wlasciwosci substancji leczniczych w statych rozproszeniach. We
wszystkich badanych ukladach zawierajacych AQOAT® substancje lecznicze byly w formie
amorficznej.

Sposréd dwuskladnikowych ukladéw stalych rozproszen itrakonazolu najlepszym
okazal si¢ uklad zawierajacy AQOAT® AS-HF (1:4). Stwierdzono ponad 44-krotna
poprawe rozpuszczalnosci, a w badaniach szybkosci rozpuszczania uzyskano po 2 godz.
14-krotne zwigkszenie ilosci rozpuszczonego itrakonazolu w poréwnaniu z sama substancja
lecznicza. Efekt ten zostal spotegowany poprzez wytworzenie ukladéw tréjskladnikowych,
w przypadku ukladéw z Gelucire® i PVP. Po okresie 1 roku przechowywania
w temperaturze pokojowej najlepsza stabilnoscia charakteryzowaly si¢ dwuskladnikowe
rozproszenia itrakonazolu z AQOAT® AS-HF (1:4) i tréjsktadnikowe (1:4:0,5).

Wyniki badan stalych rozproszen z terbinafing wykazaly spowolnienie szybkosci
rozpuszczania. W oparciu o ocen¢ ich wlasciwosci do sporzadzania lakieréw wybrano
uklad terbinafina : AQOAT® (1:4), stosujac jako rozpuszczalniki mieszaning: aceton/woda
lub aceton/etanol/woda. Badania szybkosci uwalniania chlorowodorku terbinafiny

prowadzono z filméw uzyskanych po odparowaniu rozpuszczalnika z lakieru.
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Szybkos¢ przenikania chlorowodorku terbinafiny przez membrany zalezala od ich
grubosci. W wyniku zastosowania membran o grubosci ok. 150 um lub ok. 250 pm
z powierzchni 1 cm” po 5 dniach ilo§¢ substancji leczniczej, ktora znajdowala si¢ w plynie
akceptorowym wynosita odpowiednio 1,85 mg i 1,07 mg (formulacja z AQOAT® AS-HF).

Na podstawie wynikéw badann mikrobiologicznych stwierdzono skutecznosé
oddzialywania terbinafiny nalozonej w postaci lakieru na membrany keratynowe oraz ptytki
paznokciowe poprzez zahamowanie wzrostu wzorcowego szczepu  1richophyton

mentagrophytes (ATTC 18784) przez okres 14 dni inkubacji.
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IX. Summary

The aim of the study was to assess the possibility of using
hydroxypropylomethylocellulose acetate succinate (AQOAT®) as carrier of antifungal
drugs, hardly or practically insoluble in the water. Itraconazole and terbinafine
hydrochloride were used in the study as model drugs.

In the studies the properties of 22 binary and ternary solid dispersions with
itraconazole, 5 binary solid dispersions with terbinafine hydrochloride and 26 nail
varnishes, were assessed. The solid dispersions were prepared by the spray drying of
itraconazole with AQOAT® AS-LF, AS-HF as a carrier and with addition of Gelucire®
44/14, Gelucire® 50/13, PVP or PEG 6000. For preparation of binary solid dispersions
with terbinafine hydrochloride, AQOAT® AS-LF and AS-HF were used as excipients. In
formulations of nail varnishes additional PEG 400, glycerol, triethyl citrate and dibutyl
sebacate as a plastcizers were added.

The influence of the quantity of the carrier, technological parameters and method
of solid dispersions preparation on the drugs properties was revealed by scanning and
polarizing microscope analyses, X-ray diffractions and differential scanning calorimetry .
All solid dispersions with AQOAT® contained drugs in the amorphous state.

In case of binary solid dispersions the best results were obtained for formulation
with AQOAT® AS-HF (1:4). The solubility of itraconazole from this formulation was 44-
fold greater than the solubility of drug alone. During dissolution studies the quantity of the
drug dissolved after 2 hr was 14-fold larger than amount of pure drug. The further
improvement of the itraconazole dissolution was achieved by preparation of ternary solid
dispersions with Gelucire® or PVP. The most stable formulations, in the shelf test during
1 year of storage, were binary solid dispersions with AQOAT® AS-HF (1:4) and ternary
(1:4:0,5).

The amounts of dissolved terbinafine from binary solid dispersions with AQOAT®
were decreased. After assessment of the properties of solid dispersions, formulation 1:4
was chosen as an appropriate for preparation of nail lacquers. Mixtures of acetone/water

and acetone/ethanol/water were used to dissolving drug, carrier and plasticizers. The film,
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formed after evaporation of the solvent from varnishes was examined in dissolution
studies.

The drug permeation studies were carried out in Franz cells with natural
membranes prepared from bovine hooves. The amount of terbinafine permeated through
membrane depends on the thickness of the membrane. After 5 days the cumulative amount
of terbinafine permeated through membrane 150 um or 250 pm thick and with the surface
equal 1 cm” was as follows 1,85 mg and 1,07 mg (formulation with AQOAT® AS-HF).

Application of terbinafine hydrochloride in form of the nail polish to membrane or
nail plate is effective and inhibit the growth of Trichophyton mentagrophytes (ATTC 18784)

colony during 14 days of incubation.
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