Znaczenie spektrofotometrii UV-Vis w badaniach bio-
dostepnosci farmaceutycznej w warunkach in vitro
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Wstep

W ostatnich latach obserwuije sie ogromny wzrost zainteresowania
badaniami biodostepnosci farmaceutycznej substancji leczniczych za-
wartych w masciach. Wynika to przede wszystkim z ogromnej roli sko-
ry jako narzadu bedacego miejscem podania lekdw w celu uzyskania ich
efektywnego stezenia w kompartmencie tkankowym, a nawet stezenia
réwnowagowego w kompartmencie centralnym. Jakos¢ preparatéw
masciowych aplikowanych ta droga zalezy od wielu czynnikéw, m.in.
wtasciwosci substancji leczniczych oraz innych substancji pomocni-
czych, rodzaju zastosowanego podtoza, a nawet od techniki sporza-
dzania preparatu. Dobér odpowiednich sktadnikéw masci w znacznym
stopniu decyduje o szybkosci uwalniania substancji leczniczej [].

Preparaty dermatologiczne moga dziata¢ na powierzchni skory
($rodki odkazajace), w warstwach potozonych gtebiej (np. leki prze-
ciwhistaminowe) lub w narzadach, do ktérych dana substancja lecz-
nicza dociera krwiobiegiem. Wchfanianie substancji aktywnych przez
skore przebiega odmiennie od wchtaniania z uktadu pokarmowego.
Wynika to z gtéwnej funkcji skory, tj. bariery ochronnej przed czynni-
kami zewnetrznymi [2, 3].

Istniejg rézne drogi, przez ktére substancja lecznicza moze do-
stac¢ sie w glab skory. Wéréd nich wyrézniamy: bezposrednie prze-
nikanie przez warstwe rogowa, przenikanie przez ujscia gruczotéw
tojowych i potowych, albo przenikanie przez uj$cia mieszkéw wto-
sowych (rys. I).

Rys. |. Przenikanie substancji przez skore. Drogi przez: | — naskérek,
2 - ujscia gruczotéw potowych, 3 - ujscia mieszkéw wiosowych

Proces uwalniania substancji aktywnej z leku (zaleznie od postaci
leku) stanowi bardzo wazny etap w okresleniu efektu jego dziatania.
Dlatego badania biodostgpnosci farmaceutycznej sktadnikéw lecz-
niczych masci prowadzone s3 w przemystowych laboratoriach kon-
troli jakosci. Umozliwiaja one udokumentowanie dziatania preparatu
po wprowadzeniu niewielkich zmian w jego sktadzie, aparaturze lub
w procesie produkcyjnym [4].

Farmakopee charakteryzujg ogdlne warunki prowadzenia badan
biodostepnosci farmaceutycznej produktéw leczniczych. Konieczne
jest ustalenie nastepujacych parametréw: rodzaju, objetosci oraz tem-
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peratury ptynu do uwalniania, szybkosci obrotu mieszadta, czasu pro-
wadzenia badania i pobierania prébek ptynu akceptorowego, analizy
stezenia rozpuszczonej substancji leczniczej (za pomoca spektrofoto-
metrii UV-Vis, chromatografii cieczowej HPLC) [5].

W niniejszej pracy podjeto badania nad uwalnianiem izotretyno-
iny oraz heparyny z masci o réznym sktadzie chemicznym w komorze
dyfuzyjnej pofaczonej ze spektrofotometrem UV-Vis. Zastosowanie
spektrofotometrii UV-Vis w badaniach biodostepnosci farmaceutycz-
nej pozwala oszacowaé szybko$¢ uwalniania substancji biologicznie
czynnej z preparatdéw masciowych do srodowiska zewnetrznego,
rzedowos$¢ procesu, a takze wiasciwosci powierzchni wymiany masy
uzytych membran dializacyjnych na granicy faz.

Czes¢ eksperymentalna

Preparatyka formulacji farmaceutycznych
o Zele

W pierwszej kolejnosci odwazono 21,25 mg soli sodowej hepary-
ny (Sigma-Aldrich), po czym dodano ja do 25 ml wody destylowanej
i mieszano przy uzyciu mieszadfa magnetycznego az do catkowitego
jej rozpuszczenia. Nastepnie roztwor zageszczono guma ksantanowa
(Evonic) do postaci zelu. Guma ksantanowa jest egzopolisacharydem
pochodzenia bakteryjnego. Stosowana jest jako naturalny emulgator
i zageszczacz, ktdry rozpuszcza sig zaréwno w zimnej jak i cieptej wo-
dzie. Podobng procedure zastosowano w przypadku preparatyki zelu
z izotretynoing (BASF).
* Emulsje typu olej w wodzie

W zlewce o pojemnosci 25 ml odwazono skfadniki fazy ttuszczo-
wej: 6,5 g oleju arachidowego (Sunniva Med), 1,5 g alkoholu cetylowe-
go (Sigma-Aldrich) oraz 2 g monostearynianu glicerolu (Sigma-Aldrich)
i ogrzewano w fazni wodnej do temperatury 60°C. W drugiej zlewce
o pojemnosci 100 ml odwazono faze wodna: 40 g wody destylowanej,
do ktorej dodano odpowiednio 21,25 mg soli sodowej heparyny lub
50 mg izotretynoiny. W obu przypadkach cato$¢ mieszano do catko-
witego rozpuszczenia substancji czynnej za pomoca mieszadta magne-
tycznego, a nastepnie ogrzewano w fazni wodnej do temp. 60°C. Gdy
faza tluszczowa i wodna osiagnety oczekiwana temperature 60°C, faze
olejowa dodano do fazy wodnej i homogenizowano za pomocg homo-
genizatora mechanicznego firmy IKA Ultra-Turrax® Tube Drive.
* Masci na bazie lanoliny

Na szalce Petriego odwazono 45 g lanoliny (Fluka). Z kolei w zlew-
ce o pojemnosci |0 ml odmierzono 5 ml wody destylowanej, do ktérej
dodano odpowiednio 21,25 mg soli sodowej heparyny lub 50 mg izo-
tretynoiny, po czym cafo$¢ mieszano za pomoca mieszadta magnetycz-
nego do catkowitego rozpuszczenia substancji czynnych. Nastepnie
powoli wkrecano za pomoca ttuczka i mozdzierza faze wodna do fazy
tluszczowe;j.

Badanie biodostepnosci farmaceutycznej

W celu zbadania kinetyki uwalniania izotretynoiny oraz hepary-
ny z formulacji farmaceutycznych o réznym sktadzie chemicznym,
zastosowano zautomatyzowany aparat dyfuzyjny VanKel 7010 (fir-
my Varian) potaczony ze spektrofotometrem UV-Vis Cary 50 Bio
(Varian) (rys. 2).
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Rys. 2. Budowa aparatu VanKel 7010 do badania kinetyki uwalniania
substancji czynnej: |-taznia wodna; 2-modut, gdzie nastepuje proces
uwalniania; 3-pompa perystaltyczna; 4- spektofotometr UV-Vis;
5-komputer [6]

Temperature procesu uwalniania utrzymywano na statym pozio-
mie 32°C. Komory dyfuzyjne wypetniono | g danej formulacji, zawie-
rajacej odpowiednig substancje czynna i pokryto membrang Cupro-
phan, imitujaca bariere skorna. Badania biodostepnosci izotretynoiny
prowadzono w buforze fosforanowym o pH 5,5 z dodatkiem 96%
alkoholu etylowego (stosunek: 65:35), natomiast w przypadku hepa-
ryny jako ptyn akceptorowy zastosowano roztwér wodny azuru ||, be-
dacego réwnowagowa mieszaning azuru B (N,N,N-trimetylotioniny)
oraz bgkitu metylenowego (pH 6). llo$¢ uwolnionej substancji czynnej
obliczano ze wzoru:

Vp [ml]

mp [mg]

% uwolnienia =( Ar )( me [mg] x Cw )( ! )(

] x 100
A Vw [ml] D

w ktorym poszczegéine symbole oznaczaja: Ap — absorbancja probki, A, — absorbancja wzorca; m, — masa
wzorca; m, — masa substancii biologicznie czynnej zawartej w probce; C — czystos¢ wzorca; D, — roz-
cieficzenie wzorca; V, - objgtos¢ roztworu wzorcowego; Vp— objetos¢ ptynu akceptorowego (np. buforu
fosforanowego).

Wyniki i dyskusja

llosciowe oznaczenia procentu uwolnienia heparyny oraz izo-
tretynoiny za pomocga spektrofotometrii UV-Vis, podobnie jak wigk-
szo$¢ oznaczen instrumentalnych, naleza do metod poréwnaw-
czych. Dlatego wystepuje konieczno$é¢ poréwnywania badanych
roztwordw z odpowiednimi wzorcami i postugiwania sie krzywymi
kalibracyjnymi.

W ramach niniejszej pracy, w celu zbadania biodostepnosci far-
maceutycznej wybranych substancji czynnych, mierzono absorban-
cje roztwordw badanych i odpowiednio przygotowanych wzorcow
(o znanym stezeniu), w kuwetach o tej samej grubosci, co 30 minut
w czasie 20-godzinnego procesu uwalniania. Wiarygodnos¢ iloscio-
wych oznaczen przeprowadzanych metoda spektrofotometryczna
zostata zapewniona poprzez dobdr charakterystycznych dtugosci
fali, przy ktérych absorbuja promieniowanie testowane substancje
lecznicze, a nie zastosowane rozpuszczalniki (ptyny akceptorowe,
(np. bufory fosforanowe). W przypadku izotretynoiny rejestrowa-
no widma UV przy A__ = 345 nm. Heparyna wykazuje maksimum
absorpcji promieniowania UV przy diugosci fali 190 nm. Ze wzgledu
na to, ze przy dfugosci fali w zakresie 190-210 nm absorbuje wiele
innych substancji zawartych w preparatach farmaceutycznych, po-
miar uwalniania substancji czynnej bytby obarczony bardzo duzym
btedem. Stad tez dla heparyny uzyto odpowiedniego odczynnika
kompleksujacego (azuru Il), aby przesunaé¢ pasmo absorpcji w strone
wyzszych dtugosci fali, pamietajac o tym, aby reakcja kompleksowania
byta selektywna, szybka i odtwarzalna. Z danych literaturowych [7, 8]
wynika, ze kompleks azuru Il z heparyng posiada maksimum absor-
bancji przy A__ = 500-530 nm. Widmo kompleksu zarejestrowane
w laboratorium wskazywato na wzrost absorbancji w tym samym
obszarze diugosci fali (rys. 3). Warto zaznaczy¢, ze po wprowadzeniu
heparyny do roztworu wodnego azuru Il, zaobserwowano zmiane
barwy z niebieskiej na fioletowa, charakterystyczna dla kompleksu
azuru Il z heparyna.
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Rys. 3. Widmo UV-Vis heparyny (}__ 190 nm), roztworu wodnego
barwnika azur Il (A__ 658 nm) oraz kompleksu azuru Il z heparyna
(A, 530nm)

Uwalnianie substancji czynnych obejmuje zjawisko dyfuzji z leku
do $rodowiska aplikacji. Badania przeprowadzone przy uzyciu spektro-
fotometrii UV-Vis wykazaly, ze szybkos¢ i stopien uwalniania, zaréwno
heparyny jak i izotretynoiny, zaleza w duzym stopniu od postaci danej
formulacji farmaceutyczne;j.

Profile uwalniania heparyny z zelu i emulsji typu olej w wodzie
(rys. 4) wskazuja, ze w preparatach tych nie wystepuja zadne zwiazki
mogace hamowa¢ dostepnos¢ farmaceutyczng substancji czynnej. Pro-
ces uwalniania zachodzi bardzo szybko przy zastosowaniu membrany
Cuprophan, wykonanej z octanu celulozy. W ciaggu dwdch pierwszych
godzin analizy mozna zaobserwowac¢ ok. 60% uwolnienie substancji
aktywnej. W pozostalym czasie ilo$¢ ta nieznacznie wzrasta i utrzymuje
sie do korica procesu na statym poziomie 65% dla emulsji typu olej
w wodzie oraz 81% dla zelu. W przypadku uwalniania heparyny z ma-
$ci przygotowanej na podfozu lanolinowym, pierwsze ilosci substanciji
aktywnej w ptynie akceptorowym pojawiaja sie dopiero po uptywie
6,5 godziny. Jest to zwiazane z wysoka hydrofobowoscia oraz lepko-
$cia tego typu formulacji. Maksymalny stopier uwolnienia heparyny jest
bardzo niski i wynosi ok. 6%.
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Rys. 4. Profile uwalniania heparyny z réznych formulaciji
farmaceutycznych
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Podobne zaleznosci, ilosci uwalnianej substanciji biologicznie czynnej
od rodzaju formulacji farmaceutycznej, zaobserwowano w przypadku
izotretynoiny. Przedstawione na rysunku 5 profile wskazuja, ze izotrety-
noina uwalnia sig stopniowo zaréwno z zelu jak i emulsji typu olej w wo-
dzie. Réwnomierny przyrost uwolnionej substancji czynnej nastepuje
podczas pierwszych 7 godzin analizy, po czym osiagniety zostaje stan
réwnowagi. Dostepnos¢ farmaceutyczna izotretynoiny wprowadzonej
do zelu wynosi ok. 52%, natomiast w emulsji typu olej w wodzie utrzy-
muije si¢ na poziomie 19%. Mas¢ na bazie lanoliny hamuje uwalnianie izo-
tretynoiny. Dopiero po uptywie 10 godzin pojawiaja sig pierwsze bardzo
mafe ilosci (ok. 19%) substancji czynnej w plynie akceptorowym. Mak-
symalny procent uwolnienia izotretynoiny wynosi 3%. Duza zawartos¢
fazy ttuszczowej, skutkujaca wysoka lepkoscia masci wykonanej na bazie
lanoliny, hamuje uwalnianie substancji czynnej z tej formulaiji.
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Rys. 5. Profile uwalniania izotretynoiny z réznych formulac;ji
farmaceutycznych
Whioski

Zastosowanie technik spektroskopowych (a w szczegolnosci
spektrofotometrii UV-Vis) w badaniach biodostepnosci farmaceutycz-
nej przyczynia si¢ do opracowania nowych, efektywnych preparatow
leczniczych aplikowanych na skoére. Przeprowadzone w ramach niniej-
szej pracy badania wykazaly, ze zaréwno heparyna jak i izotretynoina
dodane do podtozy masciowych o duzej lepkosci (np. na bazie lanoliny)
znacznie wolniej przenikaja przez membrany dializacyjne imitujace ba-
riere skong niz w przypadku zastosowania podtozy o nizszej lepkosci
(na bazie gumy ksantanowej). Obnizenie zawartosci sktadnikow tusz-
czowych w formulacjach farmaceutycznych sprzyja wiekszej biodo-
stepnosci substancii biologicznie czynnych.

Podziekowania
Badania wykonane w ramach niniejszej pracy byly czesciowo finansowane
przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w ramach grantu nr N N204

403040.
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