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Stabilnos¢ liposomowych nosnikow lekéw podczas rozpylania
za pomoca wybranych urzadzen nebulizacyjnych

Wstep

Aerozoloterapia jako metoda podawania leku do organizmu w po-
staci wdychanego aerozolu wyrdznia si¢ ze wzgledu na nieinwazyj-
no$¢ i wygodg stosowania. Pozwala na dostarczanie lekéw o dziata-
niu miejscowym w terapii chorob uktadu oddechowego, lecz rowniez
lekéw o dziataniu ogoélnoustrojowym, gdyz dzigki duzej powierzchni
ptuc i cienkiej barierze krew/powietrze, mozliwy jest szybki transport
czasteczek leku do krwi [Patton i in., 2004]. Z drugiej strony wchia-
nianie leku powoduje szybki spadek jego koncentracji na powierzchni
drog oddechowych ponizej stezenia terapeutycznego, co w przypadku
lekdéw o przeznaczeniu miejscowym skutkuje konieczno$cia czgstego
powtarzania inhalacji. Zmiang farmakokinetyki oraz dystrybucji sub-
stancji czynnej w organizmie mozna osiagna¢ poprzez umieszczenie jej
we wnetrzu nos$nika, ktorego rozpad indukowany zmiang pH, zmiana
temperatury lub interakcja z odpowiednim czynnikiem spowoduje po-
wolne uwalnianie substancji czynne;.

Wsrod stosowanych nosnikéw lekéw mozna wymieni¢ m.in. mikro-
czastki wykonane z biodegradowalnych lub rozpuszczalnych polime-
réw, mikrokapsulki, micele i liposomy. Liposomy sa jednym z najinten-
sywniej badanych systeméw powolnego uwalniania lekéw w zastoso-
waniach inhalacyjnych, poniewaz zbudowane sa z fosfolipidow, ktore
stanowig gtowny sktadnik surfaktantu ptucnego [Veldhuizen i in.,1998)].
Liposomy sa kulistymi agregatami czasteczek fosfolipidow o $rednicy
od ok. 20 nm do kilkudziesigciu um. W ich wngtrzu moga by¢ zamyka-
ne leki zarowno hydro- jak i lipofilowe, co w przypadku tych drugich
pozwala na uniknigcie reakcji zapalnych wystepujacych przy podaniu
leku w postaci wolnej [Swaminathan i Ehrhardt, 2011].

Pomimo licznych zalet liposomowych formulacji lekéw inhalacyj-
nych, ich zastosowanie moze by¢ ograniczone przez brak oczekiwanej
stabilno$ci podczas nebulizacji. Dlatego istotny jest odpowiedni dobor
lub tez opracowanie urzadzenia atomizujacego koloid liposomowy,
ktére umozliwi uzyskanie kropel o rozmiarze na tyle matym, aby ule-
gly one transportowi w glab uktadu oddechowego, a jednoczesnie nie
bedzie powodowaé rozpadu liposoméw w wyniku dziatania naprgzen
hydrodynamicznych towarzyszacych wytwarzaniu aerozolu.

Urzadzeniami stosowanymi do rozpylania ciektych lekow inhalacyj-
nych sa nebulizatory o réznej konstrukeji [Sosnowski, 2010]. W niniej-
szej pracy pordwnano mozliwosci rozpylania koloidow liposomowych
przy wykorzystaniu popularnie stosowanego nebulizatora pneumatycz-
nego oraz stosunkowo nowego urzadzenia, jakim jest nebulizator z wi-
brujaca membrang (vibrating mesh nebulizer) [Sosnowski i Zolqdko-
wicz, 2011].

Metodyka badawcza

Liposomy wytwarzano klasyczna metoda hydratacji filmu lipidowe-
go: 3 ml roztworu L-a-lecytyny (Acros Organics, USA) w chloroformie
(Chempur, Polska) o stezeniu 20 mg/ml wlewano do kolby okragltoden-
nej, prowadzac nastgpnie w temperaturze ok. 40°C odparowanie roz-
puszczalnika z jej scianek. W celu pozbycia sig resztek rozpuszczalnika
kolbg umieszczano na 15 minut w eksykatorze préozniowym. Nastegpnie
do kolby wprowadzano 3 ml wodnego roztworu rodaminy B (POCh,
Polska) o stezeniu 0,025 mg/ml. Hydratacj¢ przeprowadzano w tem-
peraturze 40°C, poddajac zawarto$¢ kolby wytrzasaniu przez 5 minut.
Tak otrzymany stezony koloid liposomowy, zawierajacy zamknigta
rodaming B jako modelowy lek a jednocze$nie substancjg znaczniko-

wa, scharakteryzowano na drodze obserwacji mikroskopowej (PZO,
Polska). Uzyskany koloid rozcienczano do objgtosci 150 ml woda RO
(woda oczyszczona przez osmozg odwrdcona), a nastgpnie poddawano
rozpylaniu.

Aerozol wytwarzano przy uzyciu nebulizatora pneumatycznego (Si-
destream Durable — Philips Respironics, USA zasilanego ze sprezar-
ki MP1 — Medbryt, Polska) oraz nebulizatora z wibrujaca membrana,
w skrocie VM (Aeroneb Lab — Aerogen Inc., USA) —rys. 1.

Rys. 1. Stosowane inhalatory: P — pneumatyczny (Sidestream),
VM - z wibrujaca membrana (4eroneb)

Rozklad wielko$ci emitowanych kropel mierzono za pomoca spek-
trometru aerozolowego (Spraytec-Malvern Instruments, Wielka Bryta-
nia), ktéry umozliwiat pomiar w zakresie 0,1+900 pm.

Probki cieczy do analizy zawartosci znacznika pobierano co 2+3 mi-
nuty z wngtrza nebulizatoréw, za§ w przypadku nebulizatora VM do-
datkowe probki stanowit rowniez odkroplony aerozol. Schemat uktadu
separacji aerozolu emitowanego z inhalatora typu VM przedstawiono
na rys. 2. Z przyczyn technicznych niemozliwe bylo zebranie aerozolu
emitowanego z nebulizatora pneumatycznego w ilo$ci wymaganej do
analizy stg¢zenia znacznika.

Rys. 2. Uktad kolekcji acrozolu emitowanego z nebulizatora VM: 7 — modut sterujacy,
2 — przewdd, 3 — inhalator VM, 4 — tacznik, 5 — dysza impakcyjna, 6 — naczynie zbiorcze

Zmiany stgzenia wskaznika obecnego w fazie cieklej (tj. uwolnione-
go z liposoméw) mierzono spektrofluorymetrycznie (Lumina-Thermo
Scientific, USA) przy dlugosci fali wzbudzenia 553 nm. Wszystkie po-
miary wykonywano w trzech-pigciu powtorzeniach.

Wyniki i dyskusja

Metoda hydratacji filmu lipidowego pozwolila na otrzymanie wielo-
warstwowych liposomow o wielkosci ponizej 5 um. Pomiary rozkladu
wielkosci kropel aerozolu uzyskiwanego z nebulizatorow, ktore wy-
konano za pomoca aparatu Spraytec wykazaty, ze krople generowane
przez nebulizator pneumatyczny sa przecigtnie mniejsze niz krople wy-
tworzone przez nebulizator typu VM (Rys. 3). Pomimo ze inhalator VM
emituje pewna ilo$¢ kropel submikronowych nieobecnych w aerozolu
wytwarzanym w inhalatorze pneumatycznym, to przewazajaca czg$¢
masy cieczy jest atomizowana do kropel o wigkszej $rednicy. Sugeruje
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Rys. 3. Rozklady objgtosciowe wielkosci kropel emitowanych z nebulizatora
pneumatycznego (P) i nebulizatora z wibrujaca membrang (VM)

to, ze inhalator pneumatyczny wytwarza wigcej aerozolu mogacego do-
stawaé si¢ w glab ptuc. Percentyle objgtosciowego rozktadu wielkosci
kropel wytwarzanych przez badane nebulizatory wraz z warto$ciami
odchylenia standardowego, o, podano w tab. 1.

Tab. 1. Parametry rozktadu wielkos$ci kropel generowanych przez nebulizator
pneumatyczny Sidestream oraz nebulizator z wibrujaca membrana Aeroneb

Dv(10) [um] | o | Dv(50)[um] | © Dv(90) um] c

Sidestream 1,8 0,0 3,5 0,0 6,6 0,1

Aeroneb (VM) 0,4 0,9 5,6 0,3 11,0 0,3

W aerozolu wygenerowanym za pomoca obu urzadzen nebulizacyj-
nych obecne sa krople o $rednicy mniejszej od 5 pm, ktore beda mogly
skutecznie penetrowaé w glab uktadu oddechowego. Powstawanie kro-
pel o rozmiarach kilku mikrometrow wiaze si¢ jednak z wystgpowa-
niem duzych naprgzen hydrodynamicznych, ktére moga powodowaé
rozrywanie pgcherzykow lipidowych znajdujacych si¢ w rozpylanym
koloidzie.

Przypuszczenie, ze nebulizacja pneumatyczna, ze wzgledu na mniej-
szy rozmiar wytwarzanych kropel, b¢dzie powodowac silniejszy rozpad
liposoméw zostato potwierdzone w spektrofluorymetrycznych pomia-
rach obecno$ci wolnej rodaminy B w cieczy ulegajacej atomizacji. Pro-
centowe zmiany stgzenia wolnej rodaminy B w pobranych probkach
w zalezno$ci od czasu nebulizacji przedstawiono na rys. 4.

Wyniki wskazuja na postgpujaca destabilizacj¢ liposomdéw znajdu-
jacych si¢ w cieczy zawartej wewnatrz nebulizatora pneumatycznego
w trakcie prowadzenia procesu atomizacji. St¢zenie wolnej rodaminy
wzrasta na skutek rozpadu liposomoéw z enkapsulowanym wewnatrz
roztworem rodaminy B o wysokim st¢zeniu. Po 10 minutach rozpy-
lania zaobserwowano ponad 30% wzrost stezenia wolnej rodaminy
w atomizowanym koloidzie. Intensywny rozpad liposoméw w tym
nebulizatorze jest niewatpliwie zwiazany ze sposobem jego dziatania.
Ciecz podlega atomizacji w dyszy pneumatycznej, za§ wytworzone
krople ulegaja impakcji na elementach urzadzenia, ktéra prowadzi do
atomizacji wtornej, ale i intensywnego odciekania cieczy do naczynia.
W ten sposob ciecz wielokrotnie ulega rozbiciu na krople i recyrkulacji
[Sosnowski, 2010]. W przypadku nebulizatora VM daje si¢ zauwazy¢
jedynie niewielkie wahania st¢zenia rodaminy B (£ 6%) w stosunku
do wartosci poczatkowej, zarbwno w aerozolu jak i w koloidzie znaj-

Whioski

W wyniku badan uzyskano enkapsulacje modelowej substancji
w liposomach o wielko$ciach umozliwiajacych ich dostarczanie do ptuc
przy zastosowaniu atomizacji realizowanej w dwoch typach inhalato-
row medycznych.

Jednoczesénie stwierdzono czgsciowy rozpad liposomoéw wielo-
warstwowych w trakcie procesu atomizacji koloidu w inhalatorze
pneumatycznym, o czym $wiadczy fakt przyspieszonego uwalniania
enkapsulowanej substancji znacznikowej. Stopien destabilizacji liposo-
moéw byl nieznaczny w przypadku nebulizatora typu VM, co wynika z
innej techniki generacji kropel i zwiazanych z nia nizszych naprgzen
hydrodynamicznych. Mniejsza trwalos$¢ liposomow podczas rozprasza-
nia pneumatycznego wynika roéwniez z faktu, ze koloid znajdujacy si¢
wewnatrz nebulizatora Sidestream cyrkuluje i wielokrotnie zderza si¢
z przegroda impakcyjna, podczas gdy w nebulizatorze typu VM krople
raz wytworzone podczas przejscia przez otworki membrany, nie powra-
caja juz do nebulizatora.

Wyniki badan wskazuja na przewage zastosowania nebulizatoréw
z grupy VM do atomizacji inhalacyjnych preparatow leczniczych za-
wierajacych nosniki liposomowe. Mechanizm generacji kropel poprzez
drgania perforowanej membrany wydaje si¢ na tyle fagodny dla lipo-
somdéw, ze metoda ta moze by¢ rozwazana jako efektywna technika
rozpraszania formulacji leczniczych majacych posta¢ koloidu liposo-
mowego.
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