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1 UVOD

Soucasna terapie plisfiovych onemocnéni zahrnuje systémovou a lokalni aplikaci
antifungalnich latek (flukonazol, mikonazol, ekonazol, ketokonazol, terbinafin).
I kdyz je klinickd ucinnost antimykotik dobra, problémem terapie jsou zejména
systétmové nezddouci ucinky. Proto je pozornost zaméfena na lékové formy
s modifikovanym uvoltiovanim a cilenou distribuci antimykotickych 1éciv
(mukoadhezivni pfipravky, tuhé disperze, mikroemulze, mikrocastice, nanocastice,
implantaty in situ).

Jako nosice antifungalnich 1éCiv se v soucasnosti pouzivaji nebo testuji polymerni
latky, mezi nimi i polyestery alifatickych hydroxykyselin (vétvené polyestery
kyseliny D,L-mlé¢né a glykolové). Vyhodou jsou biodegradabilni polymery, které se
v organizmu postupné odbouravaji a uvoliuji 1é¢ivo. Prodlouzené uvoliiovani 1éciva
umoznuje snizeni frekvence davkovani a tim 1 zlepSeni comliance pacienta, snizeni
vyskytu nezadoucich ucinkt 1é¢iva a zvyseni 1éCebného efektu.

V predlozené praci byly pouzity vétvené polyestery kyseliny mlééné a glykolové
jako nosice terbinafinu pro formulaci tenkych filmt k aplikaci na pokozku a sliznice.

vvvvvv

Prace metodicky navazuje na dfivéjsi studie zaméfené na liberaci léCiv

z degradabilnich polymert.'



2 ABSTRAKT

UNIVERZITA KARLOVA
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE
KATEDRA FARMACEUTICKE TECHNOLOGIE

Autorka: Tereza Pokorna

Nézev diplomové prace: Biodegradabilni polymerni systémy s terbinafinem
k topické aplikaci

Skolitelka: PharmDr. Eva Snejdrova, Ph.D.

V predlozené diplomové praci jsou studovany libera¢ni vlastnosti tuhych disperzi
s terbinafinem, zalozenych na polyesterech kyseliny D,L-mlé¢né a glykolové,
vétvenych pentaerythritolem a tripentaerythritolem. Teoreticka cast pojednava
o tuhych disperzich, jejich rozd€leni a metodach ptipravy, disolu¢nich testech,
vlastnostech, ucinku a pouziti terbinafinu a pfipravcich terbinafin obsahujicich.
V experimentalni ¢asti byly metodou taveni piipraveny tuhé disperze. Do
polyesterového nosice bylo 1é€ivo inkorporovdno ve form¢ hydrochloridu nebo baze
v koncentraci 10% nebo 20%. Neékteré soustavy byly plastifikovany 30 % triethyl
citratu. Z tuhych disperzi byly formulovany tenké filmy a provedeny disolu¢ni testy
lé¢iva do fosfore€nanového pufru pH 7,4 pfi teploté 37 °C. Stanoveni uvolnéného
terbinafinu bylo provedeno spektrofotometricky pfi vlnové délce 223 nm
a ultra-vysokoucinnou kapalinovou chromatografii. Na zaklad¢ vysledki predlozené
diplomové priace je mozno jednoznacné konstatovat, Ze vhodnym nosi¢em
terbinafinu pro formulaci tenkych filml k topické aplikaci je oligoester vétveny
pentaerythritolem, plastifikovany 30 % triethyl citratu, s inkorporovanym
terbinafinem ve form¢ baze a stanovenym metodou ultra-vysokoucinné kapalinové

chromatografie.

Klic¢ova slova: tuh¢ disperze, tenké filmy, vétvené polyestery, terbinafin, disoluce



3 ABSTRACT
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Title of Diploma thesis Terbinafine-loaded biodegradable polymeric systems
for topical administration

Supervisor: PharmDr. Eva Snejdrova, Ph.D.

In the diploma thesis the released properties of solid dispersions with terbinafine,
based on polyesters of D,L-lactic acid and glycol acid, branched with pentaerythritol
and tripentaerythritol are studied. The theoretical part deals with solid dispersions,
their classification and methods of preparation, methods of drug dissolution testing,
properties, effect, use of terbinafine and preparations containing terbinafine. In the
experimental part, solid dispersions were prepared by the melting method. The drug
was incorporated into the polyester in the form of a hydrochloride or a base in
a concentration of 10 % or 20 %. Some systems were plasticized with 30% triethyl
citrate. Thin layers were formulated from solid dispersions, and drug dissolution tests
were performed on phosphate buffer pH 7.4 at 37 °C. Assay of terbinafine released
was performed spectrophotometrically at 223 nm and ultra-high performance liquid
chromatography. Based on the results of this diploma thesis, it can be clearly stated
that the suitable carrier of terbinafine for the topical formulation of thin layers is an
oligoester branched with pentaerythritol, plasticized with 30% triethyl citrate,
incorporating terbinafine in the form of a base and using ultra-high performance

liquid chromatography for assay of the drug.

Key words: solid dispersion, thin layer, branched polyester, terbinafine, dissolution



4 ZADANI PRACE

Zadanim diplomové prace bylo studium liberace terbinafinu z tenkych filmi

tvotenych polyestery kyseliny D,L-mlé¢né a glykolové vétvenych pentaerythritolem

nebo tripentaerythritolem.

Zadani préce lze konkretizovat do nasledujicich dil¢ich kroku:

1.

Tenké filmy tvofené biodegradabilnim nosicem s terbinafinem pfipravit
metodou taveni.

Jako nosi¢ terbinafinu pouzit polyester kyseliny D,L-mlééné a glykolové
vétveny pentaerythritolem (5P) nebo tripentaerythritolem (3T).

Terbinafin pouzit ve formé hydrochloridu nebo baze v koncentraci 10 % nebo
20 % v polymernim nosici.

Provést disoluéni testy terbinafinu z polymerniho systému do fosfore¢nanového
pufru pH 7,4 pfi teploté 37 °C.

Mnozstvi uvolnéného 1éCiva stanovit spektrofotometricky a ve spolupraci
s Katedrou analytické chemie metodou UHPLC.

Zjistit vliv formulaénich faktorti na prib¢h liberace terbinafinu z polymernich

filmu.



S SEZNAM ZKRATEK
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6 TEORETICKA CAST

6.1 Dermatofytozy a jejich 1é¢ba

Dermatofytozy jsou akutni a chronické superficidlni mykozy kaze, vlasii a nehtt.
Hlavnimi pavodci dermatofytéz jsou plisné rodu Trichophyton, Microsporum
a Epidermophyton®. Mezi nejcastéjsi dermatofytézy patfi dermatofytézy nohou
(atleticka noha), nehti na nohou (onychomykoza), vlasaté ¢asti hlavy, tfisel, trupu,
obliceje a rukou. K pfimému pritkazu hub na kizi, nehtech ¢i ve vlasech se pouziva
hydroxid draselny. Lepsiho vysledku se dosahne pfidanim dimethylsulfoxidu, ktery
urychluje keratolyzu a umoziuje rychlejsi vizualizaci. Kromé mikroskopického
prikazu se diagnostika dermatofytdz opird rovnéz o kultivaci. K primérni izolaci je
mozno pouZzit Sabouraudliv dextrosovy agar s antibiotiky, dermatofytové testovaci
médium aj.’

Terapie dermatofytéz, zejména onychomykdzy, je obtiznad. Dermatofyty prostupuji
hluboko do nehtové ploténky, kam maji lokalni antimykotika zhorSenou schopnost
prostupu, proto je Casto doporucovano pied aplikaci 1é¢ivého piipravku strukturu
nehtové ploténky mechanicky rozrugit. Uginnost topické 1é¢by je omezena
bariérovymi vlastnostmi kiize a nehtové ploténky. Problémem jsou c¢asté recidivy.
S 1é€bou je nutno pokraCovat i po zmizeni pfiznakd. U né&kterych infekei (tinea
capitis, tinea faciei) nebo u rezistentnich forem se pfistupuje k peroralnimu podéani
antimykotik. Mezi nejcastéji pouZivanad antimykotika patfi azoly (ketokonazol,
flukonazol, itrakonazol), allylaminy (terbinafin), ciklopirox a amorolfin.

Pti 1€¢bé je vzdy nutné zvolit vhodnou 1ékovou formu, kterd odpovida postizené ¢asti
téla. V oblasti tfisel nebo mezi prsty neni vhodné pouZzivat krémy, které mohou
zvysit zapafeni v dané oblasti. Vhodné&jsi jsou roztoky, gely nebo pudry. Na suché
oblasti ktze jsou vhodné€j§i masti a krémy, které kizi promasti a hydratuji.
Nejobtiznéjsi je 1écba vlasaté Casti hlavy a nehtl. V téchto piipadech se obvykle
nevyhneme systémovému podavani antimykotik. Lokalni 1écba onychomykdzy muze
byt Gspésna v piipade, Ze je postizeno méné nez 25 % plochy nehtu. Problémem je

prostup léciva do struktury nehtu, proto musime volit 1é¢ivo s dobrou penetracni
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schopnosti ve formé laku ¢i roztoku. DalSi moznosti je také odstranéni postizené
¢asti nehtu, k ¢emuz vyuzivame chemickou keratolyzu. Pouziva se bifonazol a 40%
urea. Aplikuje se dvakrat denné po obrouseni rohoviny nehtu. V pfipad¢, ze se efekt
nedostavi do 6 mésicil, je postizen palec u nohy nebo 4 a vice nehtli, prechazi se na
peroralni 1é¢bu. Prvni volbou pfi 1é¢bé onychomykdzy je terbinafin, poptipadé
itrakonazol. Lécba je dlouhodobd, az nckolik mésici a vyzaduje vysoké davky

(250 mg denng).b

6.1.1 Terbinafin

Chemicky se jednd o (N-[(2E)-6,6-dimethylhept-2-en-4-ynyl]-N-methyl-N-(1-
naftylmethyl)amin. Strukturou se li§i od klasickych antimykotik, zatazuje se tedy
mezi ostatni antimykotika nebo také do skupiny allylaminovych derivatd.” Pouzivéa

se ve form¢ hydrochloridu.

Obr. 1: Chemicka struktura terbinafinu®

Terbinafin je v rdmeci klasifika¢niho systému léciv (BCS) zatazen do II. tfidy (nizka
rozpustnost, vysoka permeabilita).” Rychlost rozpousténi terbinafinu jako slabé
zéasady je zéavisla na hodnoté pH prostiedi. Nejvyssi rychlost rozpousténi se dosahuje
v kyselém prosttedi Zaludku. Pii pH 2,0 je rozpustnost 2,7 mg/ml, pti pH 8,0 pouze
0,0009 mg/ml. Hodnoty pH vys§i nez 5,5 vedou tedy k rychlému vysrazeni
terbinafinu. Vysokéa permeabilita 1é¢iva a dlouha doba prichodu stfevem pftispivaji
k tomu, Ze postupné rozpusténé 1é€ivo se Upln¢ vstiebava.9

Terbinafin ma Siroké spektrum Uc¢inku. V bunééné membran€ hub pulsobi tak, ze
selektivng interferuje s biosyntézou sterolti v raném stupni, a to jinym zptisobem nez
je tomu u azold. Terbinafin inhibuje skvalenovou epoxiddzu. To vede k deficitu
ergosterolu a hromadéni skvalenu v burikich hub, coz zpiisobi jejich thyn.®

Fungicidni ucinek ma na dermatofyty, plisn¢ a nckteré dimorfni houby
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(Trichophyton sp. Microsporum sp. Epidermophyton sp.), malou u¢innost vykazuje
u rodu Candida.® Po podani se terbinafin koncentruje zejména ve vlasech a nehtech,
proto se vyuziva hlavné v terapii tézko 1éCitelnych onychomykoz.

Terbinafin se poddva perordlné i topicky a ob¢ aplikace jsou obecné¢ dobie
tolerovany. Nicméné pfiblizné 40 % davky terbinafinu je metabolizovéano pfi prvnim
prichodu jatry. Terbinafin je znaéné véazin na plazmatické proteiny.'® Obvykla
terapeuticka davka je 250 mg 1x denné. Maximalni plazmatické koncentrace
(0,97ug/ml) je dosazeno za dvé hodiny po peroralnim podani jednorazové davky.
Kumuluje se v lipofilnim stratum corneum. Vylucuje se mazem, proto se také
dosahuje vysokych koncentraci ve vlasovych vacécich a ¢astech kiize bohatych na
mazové zladzy. V prvnich tydnech terapie vstupuje také do nehtové ploténky.
Elimina¢ni polocas je 17 hodin. U pacientli se snizenou funkci jater ¢i ledvin je
znaén¢ zpomalena rychlost eliminace, nasledn¢ dochazi ke zvySeni koncentrace
terbinafinu v plazmé. Terbinafin se metabolizuje izoenzymy cytochromu P450
(CYP2C9, CYP1A2, CYP3A4, CYP2CS8, CYP2C19), induktory a inhibitory téchto
izoenzyml maji vliv na plazmatickou koncentraci terbinafinu. Terbinafin je silny
inhibitor izoenzymu CYP2D6. Muze tak zvySovat plazmatickou koncentraci
sloucenin, které jsou primarné timto izoenzymem metabolizovany, napiiklad 1éciva
s nizkym terapeutickym indexem ze skupiny Dbeta-blokatort (metoprolol),
antiarytmik  (propafenon), tricyklickych antidepresiv, inhibitord zpétného
vychytavani serotoninu a inhibitori monoaminooxiddzy. Na ostatni izoenzymy
cytochromu P450 m4 zanedbatelny inhibi¢ni potencial.!!

Mezi nejcastéjsi nezadouci ucinky patii zvysSena teplota, bolesti hlavy, bolest kloubi
a svall, kozni projevy (kopfivka, vyrdzka), nauzea, zvraceni, prijem, ztrata chuti
k jidlu, zvySeni ALT, AST, velmi vzacné hematologické poruchy (neutropenie,
agranulocytdza, trombocytopenie).® V n&kterych piipadech se béhem 1é¢by mohou
objevit jaterni poruchy, hepatitida, (primarn¢ cholestatické nebo smiSené
cholestaticko-hepatocelularni poranéni). Tyto problémy obvykle odezni do n€kolika
mésici po ukoneni lécby. Zavazné kozni reakce jako jsou Stevens-Johnson
syndrom, erythema multiform, nebo toxicka epidermalni nekrolyza jsou obvykle

lé¢eny topickym nebo perordlnim podanim kortikoidd. '
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6.1.2 Pripravky s obsahem terbinafinu

V Ceské republice je na trhu terbinafin dostupny ve formé tablet a krému (Tab. 1).
Diive byl na trhu také kozni sprej (Lamisil sprej), ktery se aplikoval 1x denné po
dobu jednoho tydne, a kozni roztok (Lamisil 1x kozni roztok 1%), ktery se aplikoval

jednorazoveé na ob¢ nohy. Uvadéni 1éCivého piipravku na trh bylo ukonceno v srpnu

2016."

Tab. 1: Légivé piipravky s obsahem terbinafinu dostupné v Ceské republice

Nazev pripravku | Pomocné latky Indikace Davkovani
Lamisil krém NaOH, benzylalkohol, | mykozy ktize | 1-2 tydny 1-
sorbitan-stearat, cetyl- 2xdenné
palmitat, cetylalkohol,
stearylalkohol,
polysorbat 60,

isopropyl-myristat,
¢iSténa voda

Lamisil tbl. MCC, Na* onychomykoza | 6-12 tydni 1xdenné
karboxymethylskrobu, | infekce kiize 2-4 tydny 1xdenné
koloidni bezvody

Si0., hypromelosa,
magnesium-stearat

Terbinafin Actavis | MCC, Na" onychomykoza | 6-12 tydni 1xdenné
tbl. 250MG kroskarmelosy, infekce kuize 1-2 tydny 1xdenné
koloidni bezvody

Si02, hypromelosa,
magnesium-stearat

Terfimed 250 tbl. | Na* onychomykoéza | 6-12  tydni  1x
karboxymethyl$krobu, | infekce kiize denné

MCC, 1-2 tydny 1x denné
hypromelosa,
koloidni bezvody
Si02, magnesium-
stearat

Terbistad 1% krém | NaOH, benzylalkohol | mykoézy klize | 1-2 tydny 1-
sorbitan-stearat, 2xdenné
cetyl-palmitat,
cetylalkohol,
cetylstearylalkohol,
polysorbat 60,
isopropyl-myristat,
¢iSténd voda
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6.1.3 Topicka aplikace terbinafinu

Pti topické aplikaci se 1éCivy piipravek nanese pfimo na postizené misto, systémova
absorpce je nezaddouci. Lécivé ptipravky musi byt formulovany tak, aby se terbinafin
dostal do mista ptisobeni v pozadovaném mnozstvi a zajistil tak dostateCnou 1écbu.
Vyhodné vlastnosti maji hydrogely tvofené chitosanem, karbomery (Karbopol 974)
nebo hyetelosou (Natrosol 250) s obsahem 1 % terbinafin-hydrochloridu. Vykazuji
stejnou antifungdlni Uc¢innost jako komer¢ni krém Lamisil. Nejvy$si mnozstvi
uvolnéného terbinafin-hydrochloridu vykazoval gel tvofeny Natrosolem 250.
Uvolnéné mnozstvi terbinafin-hydrochloridu bylo vy$3i neZ u krému Lamisil."
Natrosol 250 je bily granulovany prasek hyetelosy, ktery je snadno rozpustny v teplé
1 studené vodé¢ a vytvari Ciré roztoky o ruzné viskozité, které vykazuji
pseudoplasticky tok. Ma neionogenni charakter, jeho viskozita miize byt ovlivnéna
kyselinami a z4sadami. Je vysoce kompatibilni s ostatnimi materidly. Ovliviiuje
viskozitu a reologické vlastnosti 1éCivych ptipravkii. Pouzivd se jako stabilizator
o¢nich a topickych ptipravki, lubrikant, pojivo v tabletach a pii potahovani tablet.'*
Lécivé pripravky s terbinafinem obsahujici Natrosol 250 nejsou na trhu zatim
dostupné.

Dalsi vhodnou aplikaéni formou je kozni roztok, obsahujici 1% terbinafin-
hydrochloridu, akrylatooktylakrylamidovy kopolymer, hyprolosu, stiedni nasycené
triacylglyceroly a ethanol 96%. Po naneseni na postizené misto vytvofi na kiizi tenky
film. Ethanol se rychle vypaifi a na kizi zlstane film o vysoké koncentraci
terbinafinu. Terbinafin postupné penetruje do kize. V kizi se terbinafinu kumuluje
po dobu az 13 dnd, pravdépodobné se vaze v lipidovych slozkach stratum corneum.
Zajisti se tim dlouhodoba 1é¢ba i po jedné aplikaci.'!

Mezi systémy s modifikovanym uvoliiovanim, které se vyuzivaji pti topické aplikaci
terbinafin-hydrochloridu, patfi nanocastice ve formé& lipozoml, mikroemulzi,
pevnych lipidovych &astic,? aj.

Jednou z forem topické aplikace nanocastic jsou lipozomy s enkapsulovanym
terbinafin-hydrochloridem, které maji bioadhezivni vlastnosti, a setrvaji tak déle na
kazi ¢i nehtu, ¢imZ se prodlouzi doba ptisobeni. Terbinafin se zkouSel inkorporovat
do lipozomi tvotenych fosfatidylcholiny ze sojovych bobti (Phosholipon 90 G®

aLipoid S 100®), které se suspendovaly do chitosanového, poloxamerového
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a methylmetakrylatového gelu. Potvrdilo se, Ze takto pfipraveny gel zlstava déle na
kazi a prodlouzi tak piisobeni 1é¢iva.'?

Mikroemulze jsou tvofeny s terbinafin-hydrochloridem, olejovou fazi (6%), smési
tenzidil a kotenzidl (54%), vodnou fazi (39,5%) a karbomerem (0,5%). Ve findlnim
gelu je velikost vnitini olejové faze 18 nm. Gel zabezpeci lepsi penetraci a retenci
lé¢iva na kizi. Aplikuje se mezi nehtovou ploténku a nehtové lizko. '

Dalsi moznosti je zpracovani terbinafin-hydrochloridu do pevnych lipidovych
nanocastic (SLN). Pti pifipravé SLN se vyuzivd mikroemulzni technika. Pevnou
lipidovou fazi tvoii glycerolmonostearat, glycerolbehenat a glycerolpalmitostearat,
jako tenzid se mohou pouzit polysorbaty 80, 60, 40 a 20, polyethoxylovany ricinovy
olej (Cremophor®) a propylenglykol. Jako nejvhodné&jsi byla vybrana kombinace, ve
které lipidova faze ptedstavuje 4 % systému a sklada se z glycerolmonostaratu
a glycerolbehendtu v poméru 1:1. Tato kombinace zabezpeci stabilni a dostatecné
mnoZstvi terbinafin-hydrochloridu ve vSech vrstvach kiize po dobu 12 hodin."”
Vyhodou nanostrukturovanych lipidovych systéml je zvySeni biodostupnosti
a stability lécivych latek a moznost fizeného uvoliiovani lé€iva. Diky svym okluznim
vlastnostem je zvySena penetrace 1é¢iva do kitize.!8

Pokud jsou pevné lipidové castice 50-1000 nm inkorporované do gelového zékladu,
mluvime o nanolipidovych gelech. Jako zaklad se pouzivd karbomerovy gel.
K tvorbé gelu dochazi po zvysSeni pH na hodnotu 6,0 triethylaminem a je pouzit

methylparaben jako konzervant.'®-2°

6.1.4 Transdermalni aplikace terbinafinu

Formulaci transdermélnich terapeutickych systémt se vyfe$i vysoky first-pass
metabolismus, coZ umozni sniZzeni davkovani pifi systémové aplikaci terbinafinu.
Omezi se mozné¢ interakce s potravou ¢€i jinymi lé¢ivy podanymi peroralné, snizi se
nezadouci Gcinky, hladina plazmatické koncentrace je stabilnéjsi. Terbinafin ma pro
transdermalni podani vhodné farmakokinetické parametry. NejcastéjSi aplikacni
formou jsou transdermalni naplasti, které se jednoduse aplikuji a ukon¢eni podévani
1é¢iva je snadné. Dalsi vyhodou je také snizend frekvence davkovani. Nevyhodou je,
ze 1é¢ivo musi nejprve piekonat kozni bariéru, ¢imz se zpomaluje néstup efektu

1é¢iva?!
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Klze je tvofena tfemi vrstvami, pokozkou, skarou a podkozim. Pokozka se dale déli
jesté na pét vrstev- stratum basale, stratum spinosum, stratum, granulosum, stratum
lucidum a stratum corneum. Nejsvrchngjsi vrstva kiize (stratum corneum) ma pro
pranik l1é¢iva do organismu nejvétsi vyznam. Tvofi ji korneocty, ploché zrohovatélé
bezjaderné buiiky sestavené do 15-25 vrstev.?? V mezibunéénych prostorech se
nachazi lipidova matrix.?!

Propustnost kiize Ize zvysit riznymi fyzikalnimi metodami. Lze vyuzit naptiklad
elektroporaci, pii které na kGzi plusobime elektrickymi vyboji, které vytvofi
mikropéry. Dalsi metodou je vyuziti zvlastnich aplikatort, pomoci kterych se do
podkozi vstfeli mikronizované castice. Tyto fyzikdlni metody maji znac¢nou
nevyhodu, zaiizeni pro aplikaci jsou slozita, tedy i finan¢né& naro¢na.”!

K zlepSeni propustnosti lze vyuzit i chemické metody. Princip spocivéa v tom, Ze se
1é¢ivo podava s latkou, ktera doCasné snizi funkci kozni bariéry. Takové latky se
nazyvaji akceleranty transdermalni penetrace. Vhodné akceleranty musi pusobit na
ktzi jen docasné, nesmi byt toxické a drazdivé, musi byt kompatibilni s 1é¢ivem a
ostatnimi slozkami 1é¢ivého piipravku. Nejdéle zname akceleranty jsou derivancia
(kapsaicin) a keratolytika (kyselina salicylova, mocovina), ktera ptsobi nespecificky
tim, Ze vyvolavaji piekrveni v oblasti aplikace, nebo rozruSuji strukturu kuaze.
Moderni akceleranty interaguji ptimo s lipidovou ¢asti stratum corneum. Ovliviuji
tmel vyplilyjici intercelularni prostor, nebo piisobi pfimo na korneocyty tak, Ze je
hydratuji, nebo denaturuji obsahujici keratin. Pfikladem jsou laktamy (kaprolaktam),
substituované amidy karboxylovych kyselin (dodecylamid kyseliny isomaselné),
estery m-aminokyselin (estery 6-aminohexanové kyseliny), které jsou diky své

podobnosti se slou¢eninami lidského organismu biodegradabilni.?!

6.1.5 Metody testovani transdermalni permeace in vitro

Nejcastéji vyuzivanou metodou jsou difuzni cely. Lze vyuzit permeaci ve sméru
vertikalnim 1 horizontalnim. V praxi se obvykle vyuziva permeace ve smeéru
vertikalnim.?* Cely jsou tvofeny z inertnich materialti a sklddaji se ze dvou &asti.
Horni ¢ast se nazyva donorova a spodni receptorova. Absorpéni membrana (ktize)
s aplikovanym testovanym léCivem je napnuta mezi horni a dolni ¢asti. Spodni strana

ktize se nachazi na receptorové Casti.
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Déavka 1é¢iva se aplikuje dvéma zplsoby. Prvni moznosti je aplikace 1éciva
v mnozstvi, které staci akorat na pokryti kiize. Povrch neni nijak kryty, miize tedy
dochazet k odpafovani, jsou tak lépe napodobeny podminky skutecné aplikace
v realném Zzivoté. Druhou moznosti je tzv. ,,nekonecna davka“, 1éCivo je aplikovano
ve vétsim mnozstvi nez je tieba a povrch kiize je piekryt, aby se zamezilo odpafovani
vzorku.?

Existuji dva zakladni typy difuznich cel. Siroce vyuZivanym typem je Franzova cela.
Receptorova ¢ast obsahuje 2 az 20 ml tekutiny. Tato tekutina musi byt neustéle
michdna a periodicky odebirdna a analyzovana. Receptorovd tekutina nesmi
ovlivilovat vlastnosti kiize a slozeni se musi volit s ohledem na fyziologické prostredi
a s prihlédnutim na chemické vlastnosti latky. Obvykle se pro hydrofilni latky
pouzivaji roztoky soli ¢i pufry pH 7,4. Pti testovani lipofilnich latek se pfidava jesté
sérovy albumin, nebo organickd rozpoustédla, ktera neposkozuji kazi. Druhym
typem je pratokova vertikalni difuzni cela, kterd se od Franzovy cely lisi tim, Ze
tekutiny v receptorové c¢asti je obvykle méné (0,1-5 ml) a je odstranovana
kontinualné pomoci peristaltické pumpy.?’

Pro spravny prubéh experimentu je dulezité udrzovat konstantni teplotu, ktera je pro
testovani transdermalni permeace 32°C. Kli¢ové je také misto odbéru receptorové

tekutiny.
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Obr. 2: Schéma Franzovy cely®*
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6.2 Disolucni testy

Disoluc¢ni testy jsou Siroce vyuzivany pii vyvoji a kontrole 1éCivych pripravki.
Slouzi k hodnoceni uvoliiovani 1é¢iva z pevnych nebo polotuhych 1€kovych forem.
Lékopis definuje metody disolu¢nich zkousek pro pevné 1ékové formy, transdermalni
ptipravky, lipofilni tuhé 1¢kové formy a 1é¢ivé zvykaci gumy. Specifikuje pfistroje,
postupy provedeni a hodnoceni vysledkli disolu¢nich zkouSek. Tyto zkouSky se
pouzivaji ke stanoveni shody s pozadavky na disoluci pevnych Iékovych forem
podavanych peroralné€ a stanoveni rychlosti disoluce 1é¢ivych latek z transdermalnich
naplasti.?

Provedeni disolu¢nich testd ¢asto neodpovida situaci, ktera nastane po podani 1é¢iva
k modifikaci podminek testovani nebo se vyvijeji nové metody disolu¢nich testa.
Klasické 1ékopisné metody jsou jednokompartmentové, coz pro simulaci in vivo
prostiedi neni zcela vhodné. Abychom mohli napodobit in vivo podminky, je tieba
znat celou fadu faktori, které pisobi na 1éCivy pfipravek v gastrointestinalnim traktu,
napiiklad motilita, sloZzeni zaludeCnich a stfevnich $t4v, doba setrvani latky
v zaludku a v tenkém stfeveé, frekvence a tlak ZaludeCnich kontrakci a stfevni
peristaltiky.?®?” Na zakladé téchto poznatkd se zavad&ji biorelevantni disolu¢ni
tekutiny obsahujici napft. tenzidy béZné se vyskytujici ve stievnich tekutinach (soli
ZluCovych kyselin, fosfolipidy). Mezi tato média fadime gastroduodendlni tekutiny
simulujici stav na lacno nebo stav po jidle. Vyvijeji se pfistroje, které¢ napodobuji

fyziologické prostiedi gastrointestinlniho traktu.?®

6.2.1 Modifikované metody disolucnich testii

Disoluéni piistroje lze rozdélit na statické piistroje a dynamické piistroje.® Mezi
statické disoluéni pftistroje patii padelko-kulickovy systém (Obr. 3), vznikly
obménou disoluéniho zafizeni s michadlem. V disolu¢ni nddobé jsou krome
disoluéniho média a testovaného 1écivého pifipravku také polystyrenové kulicky,
obsah nadoby je klasicky promichdvan michadlem. Timto novym zplisobem mizeme

ziskat informace o mechanické odolnosti 1é¢ivého pripravku.
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Obr. 3: Padélko-kuli¢kova metoda?®
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DalSim statickym disolu¢nim pfistrojem je model rotujici kadinky (Obr. 4). Metoda
spoCiva vtom, ze tableta je pevné fixovana v daném mist¢ nadoby a nadoba
s disoluénim médiem se otaci kolem své osy, ¢imz na tabletu plisobi tecné napéti.

Jsou tak simulovany hydrodynamické podminky v gastrointestinalnim traktu.

Obr. 4: Metoda rotujici kadinky?’
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Dynamické disolu¢ni testy napodobuji fyziologické podminky lépe nez pfiistroje
statické. Jedna se o vicekompartmentové modely. Nadoby jsou spojeny, takze 1éCivy
piipravek prochdzi kontinudlné jednotlivymi kompartmenty, ve kterych se méni
podminky. Zikladni model je tvofen dvéma kadinkami napodobujici Zaludek
a dvanactnik. LécCivy ptipravek je vloZzen do prvni nadoby, odkud je obsah

transportovan pomoci peristaltické pumpy do druhé nadoby. Pouziva se nizsi objem
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disoluéniho média (400 ml v prvni nadobé a 50 ml v druhé naddob¢).? Nevyhodou je,
Ze stfevo predstavuje jen jedna nadoba. V téle je stievo rozdéleno na tii Casti, kde se
meéni 1 sloZeni stfevni tekutiny. V jednotlivych nadobach je odlisné slozeni média,
které¢ predstavuje zaludec¢ni a stfevni tekutinu. Ani v jedné znadob nedochazi
k ustanoveni rovnovahy, protoze zde probihd neustaly transport tekutin a pfisun
nového disoluéniho média. Odvod média z dvanactnikové komory zabezpecuje staly
objem kompartment.?’ Tim, Ze tento model vyuZiva biorelevantni média, mize
napodobit biochemické podminky ptechodu 1é¢iva z zaludku do dvanactniku. Neumi
vSak napodobit hydrodynamické a mechanické vlivy zalude¢nich kontrakci a stfevni
peristaltiky, kvtli kontinudlnimu promichavani, které bylo pievzato z disolu¢niho
piistroje s michadlem.?®

SofistikovanéjSimi metodami dynamickych disolu¢nich testh  jsou
Styfkompartmentovy  gastrointestinilni model a dynamicky model Zaludku.”®
Jednotlivé casti Ctytkompartmentového gastrointestindlniho modelu, predstavuji
zaludek, dvandactnik, la¢nik a kycelnik. Nadoby jsou dvouplastové. Vnéjsi sténa je
sklenéna a vnitini je silikonova.’® Prostor mezi vnitini a vné&j§i sténou je naplnén
vodou. Tlak vody, kterym pusobi na stény nadob, je 0,5 bart. Diky tomu jsou
simulovany peristaltické pohyby gastrointestinalniho traktu. Mezi jednotlivymi
nadobami jsou dialyza¢ni membrany. Simuluje se pasivni transport 1é¢ivé latky.
V jednotlivych nadobach je odlisné sloZeni disolu¢niho média s rliznou hodnotou
pH, obsahujici potfebné enzymy a dal$i kofaktory pro simulaci fyziologického
prostiedi. Odbér vzorkl lze provadét zjakékoliv Casti pristroje. Nekdy muize byt
problematicky prichod pies ventily. Tento model je povazovan za doposud
nejkomplexné&jsi disolu¢ni zatizeni.?®

Dynamicky model Zaludku se pouzZiva zejména v potravinaistvi, ale diky moZnosti
simulace fyziologického prostiedi Zaludku (slozeni zaludecnich §t'av, sila kontrakei
zaludku, ¢as prichodu) by mohl najit uplatnéni i ve farmacii. V prvni ¢asti modelu
(fundus) je obsah nadoby promichavan pomoci kontrakci, které vyvolava tlak vody
mezi vn&j$i a wvnitini horni Casti pfistroje. Enzymy a Zalude¢ni kyseliny jsou
pfidavany davkovacem, ktery plave na hlading. Nasledné prochézi obsah nadoby
pfes antrum, kde je mechanicky rozmélnovan a odchéazi pies elasticky prstenec

z antra systémem ventil{i. Cely systém je izen po¢itadem.?
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V literatufe je popséna fada disolu¢nich modeli napodobujicich v rizné mife
fyziologické prostiedi gastrointestinalniho traktu. Tyto nové modely maji uplatnéni
predevsim ve vyzkumu a vyvoji. Disolu¢ni testy by vSak mély zlstat standardnim in
vitro testem disoluce 1éCivych latek z léCivého piipravku. Pro kontrolu kvality

1é¢ivych piipravki zlstavaji zdvazné 1ékopisné disolu¢ni metody.

6.2.2 Disoluc¢ni kapaliny

Obvykle se jako disoluéni médium pouZiva vodné prostiedi. Ciiténa voda se miize
pouzit jen v piipad¢€, Ze na disoluci nema vliv hodnota pH. Slozeni pouzité disolu¢ni
kapaliny je dano fyzikalné-chemickymi vlastnostmi lécivych, ale i pomocnych latek.
Disolu¢ni kapalina mé co nejvice napodobovat fyziologické prostiedi, zejména
hodnotu pH a vliv travicich §t4v. Po peroralnim podani 1é¢ivy ptipravek prochéazi
gastrointestinalnim traktem s proménlivou hodnotou pH, proto je nejvhodnéjsi
vyuzivat disoluéni metody sménicimi se hodnotami pH.*! V opodstatnénych
ptipadech se kromé latek, které¢ upravuji pH, ptidavaji k disoluénimu médiu 1 latky
vykazujici enzymovou aktivitu, latky povrchové aktivni, nebo 1 dal§i anorganické
a organické latky.

Mezi média doporucena 1ékopisem patii roztoky kyseliny chlorovodikové a chloridu
sodného, fosfore€nanové nebo acetatové tlumivé pufry s riznymi hodnotami pH
(Tab. 2). Déle se pouziva simulovana stfevni tekutina pH 6,8 a simulovana Zalude¢ni

tekutina.?

Tab. 2: Doporuéena disoluéni média dle Ceského lékopisu 2017 23

pH Disolu¢ni médium

1,0 HCl

1,2 NaCl, HCI

1,5 NaCl, HCI

4,5 Tlumivy roztok fosfore¢nanovy nebo acetatovy
5,5a5,8 Tlumivy roztok fosfore¢nanovy nebo acetatovy

6,8 Tlumivy roztok fosfore¢nanovy
7,2a7,5 Tlumivy roztok fosfore¢nanovy
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Vliv na rychlost a mnozstvi uvolnéného 1é¢iva maji tenzidy. Mira vlivu tenzidu na
rychlost zalezi na jeho chemické struktuie a HLB hodnoté. Do disolu¢niho média se
pridavaji nejcastéji cetyltrimethylamonium bromid, laurylsulfat sodny, polysorbat
80. Pii disoluci kyselych 1éCiv jako ibuprofen, nimesulid a mefenamova kyseliny
maji nejvetsi efekt kationaktivni tenzidy. Cetyltrimethylamonium bromid zvysi
uvolnéni 1é¢iva az nékolikanasobné v porovnani s pufrem bez tenzidu.’?> Pfi
disolucnich testech lékovych forem s terbinafin-hydrochloridem, se jako vhodné
disoluéni médium uvadi fosfore€nanovy pufr pH 7,4 obsahujici 0,8% polysorbatu
80.'%1 Pro zlepSeni disoluce terbinafinu byl pouZit ethanol vpoméru 1:1
s fosfore¢nanovym pufrem pH 7,4.)° P# disoluénich testech tablet s
polysacharidovym obalem byla do disoluéniho média pfidana B-glukosidaza pro

zrychleni §t&peni obalu tablety.!
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6.3 Tuhé disperze
VétSina v praxi pouzivanych léCiv patii do prvni nebo druhé tridy

biofarmaceutického klasifikacniho systému léciv (Obr. 5).

Obr. 5: Biofarmaceuticky klasifikacni systém (BCS)

a 2. trida 1. trida
nizka rozpustnost vysoka rozpustnost
vysoka permeabilita vysoka permeabilita
o
E
&
E
g 4. trida 3. trida
nizka rozpustnost vysoka rozpustnost
nizka permeabilita nizka permeabilita
»
rozpustnost

Pii formulaci 1é¢ivych piipravki s 1é¢ivy z druhé tfidy BSC systému je tfeba hledat
zpusoby zvySeni jejich rozpustnost za fyziologickych podminek. Pokud neni 1éciva
latka dostate¢né rozpustnd, nedochdzi k jejimu vstfebani, neni dosazeno terapeutické
hladiny 1é¢iva v krvi a tim ani G¢inku. VE&decké préace realizované v oblasti zvySovani
rozpustnosti 1é¢iv pfinesly mnoho mozZnosti, jak problém fesit, napt. nové metody
tvorby rozpustnych soli, pfiprava proléciv, pouziti novych kosolventi a tenzidd,
redukce velikosti ¢astic (mikronizace a piiprava nanosytémil). Technologickym
feSenim Spatné rozpustnosti 1é¢iva ve vodném prostiedi je i formulace tuhych
(pevnych) disperzi (solid dispersion).>® Jedna se o disperze jedné nebo vice
biologicky aktivnich latek v inertnim nosi¢i v pevném stavu, pfipravené
rozpous$ténim, tavenim nebo kombinaci obou procest. Nosi¢em miize byt krystalicka

nebo amorfni, vsoucasnosti obvykle polymerni latka. Lécivo je v nosici
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dispergovano ve formé¢ krystalickych nebo amorfnich ¢astic, nebo je molekuldrné

dispergovano (rozpusténo).>* Zvyseni rozpustnosti metodou piipravy tuhych disperzi

bylo realizovano jiz u mnoha léCiv (sulfathiazol, chloramfenikol, paracetamol,

tenoxikam, flukonazol, aciklovir aj.).* Pfes pievazujici pozitivni vlastnosti tuhych

disperzi lze najit i n¢ktera negativa. Hlavni nevyhodou je patrné fyzikalni nestabilita

disperzi, kterd mize nastat jiz béhem vyrobniho procesu nebo pozdé€ji v pribéhu

skladovani. Jedna se zejména o fazovou separaci a krystalizaci 1éCivych latek ze

soustavy.

6.3.1 Rozdéleni tuhych disperzi

Na zéklad¢ sloZeni, zejména typu pouzitého nosi¢e léCiv, jsou tuhé disperze

rozdélovany do Ctyf generaci.

Obr. 6: Rozdéleni tuhych disperzi*®

Tuhé Disperze

1.generace 2.generace 3.generace 4.generace
krys'tgalick\? nosic amorfni povrchove bobtnajici
polymer aktivni polymer polymer
pomala disoluce zrychlend vysoce zrychlena zrychlend
nizka stabilita disoluce disoluce disoluce
nizka stabilita vysoka stabilita Fizené
o o iYen3 uvolfiovani
precipitace pfi snizena
pFesyceni precipitace pfi —
presyceni
-

Prvni generace jsou krystalické tuhé disperze obsahujici ureu®’ nebo cukry jako je

sorbitol nebo mannitol.*® Tyto nosi¢e maji vysokou teplotu tani, pro piipravu tuhych

disperzi neni vhodné pouzit metodu taveni. Hlavni nevyhodou krystalickych tuhych
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disperzi je jejich vysokd termodynamicka stabilita, kterd je pfi¢inou nizsi disolu¢ni
rychlosti 1é¢iv v porovnani s amorfnimi tuhymi disperzemi.>’

Druhou generaci ptedstavuji amorfni tuhé disperze, které se dale déli na amorfni tuhé
roztoky a amorfni tuhé suspenze. Nosic¢em je obvykle polymer bud’ zcela synteticky
(povidon*®, polyethylenglykol, kopolymer polyvinylpyrrolidonu a vinylacetatu*!,
krospovidon** a polymethakrylaty*®) nebo polymery zalozené na piirodnich

produktech (hydroxymethylcelulosa**

, dalsi derivaty celulosy, kukuficny nebo
bramborovy $krob*, sacharosa, trehalosa, inulin*®). Lé¢ivo je v nosié¢i dispergovano
ve forme velmi malych ¢éstic a je v supersaturovaném stavu. Nizkd termodynamicka
stabilita amorfnich tuhych disperzi zvysuje rychlost disoluce 1é¢iv.>’

Pro tfeti generaci tuhych disperzi je charakteristicka pfitomnost tenzidu. Povrchoveé
aktivni miize byt nosi¢ nebo je pfidan tenzid jako stabilizator. Tim se zlepsi disolu¢ni
profil a fyzikalni a chemicka stabilita 1é¢iva. Rovnéz se snizi riziko precipitace
arekrystalizace 1é¢iva behem ptipravy nebo skladovani. Jednim z nejcastéji
pouzivanych tenzidd je poloxamer.*” laurylsiran sodny *3, polysorbat 80 *° aj.

Ctvrta generace predstavuje tuhé disperze s fizenym uvolfiovanim 1é¢iva. Tyto tuhé
disperze obsahuji ve vodé Spatné rozpustna 1é¢iva s kratkym biologickym polocasem,
proto je tfeba nejen zlepsit rozpustnost 1éCiva, ale také prodlouzit uvoliiovani 1é¢iva.
Jako nosi¢e se pouzivaji ve vodé nerozpustné polymery (ethylcelulosa,>
polyethylenglykol a karbomery °!), které prodlouzi uvoliiovani 1é¢iva. Tim miizeme
snizit frekvenci davkovani, snizi se vedlejsi nezaddouci Ucinky a zlepSuje se tak

1 pacientova compliance.

z

6.3.2 Uvolnéni léciva z tuhych disperzi

Uvolnovani 1é¢iva z tuhych disperzi je uréeno bud’ chovanim polymerniho nosice,
anebo vlastnostmi lé€iva. Nosicem fizené uvoliiovani se uplatiiuje u tuhych disperzi,
jejichz nosi¢ se v hydrofilnim prostfedi rozpousti nebo bobtna, 1éCivo se ve
zbobtnalém polymeru rozpousti a difunduje do okolniho prostfedi. Pokud 1é¢ivo neni
rozpustné ve zbobtnalém polymeru, je uvolnovani 1éCiva z tuhé disperze ovlivnéno
vlastnostmi 1é¢iva (velikost &astic, rozpustnost 1é¢iva, polymorfni vlastnosti). Casto

se uplatiiuji oba mechanismy soucasné.>?
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Obr. 7: Schematické zndzornéni nosicem fizeného uvoliiovani (a) a 1é¢ivem fizené¢ho

uvoliiovani (b).>?

./Nerozpuéténé 1&€ivo

¥

. . Rozpuiténé l&divo . .
& .;| | . _I_Zbcnbtnalé vrstva
i S polymeru

/ ' ‘ ®
(b)

6.3.3 Metody pripravy tuhych disperzi
Existuyji tfi zdkladni metody pfipravy: tavenim, rozpouSténim a metoda
kombinovana. Pfiprava tavenim je zaloZena na spole¢ném roztaveni lé¢iva a nosice

A4

pii nejnizsi teploté, kdy vznika eutekticka smés, poté je tekutina ochlazena riznymi

technikami, napiiklad michdnim v ledové l4zni,>

rozprostfenim v tenké vrstvé na
nerezovou ocel a ochlazenim vzduchem ¢&i vodou,’* vlozenim do desikatoru v Petriho
misce®> nebo ponofenim do tekutého dusiku.’® Vyhodou této metody je, Ze k jejimu
provedeni nepotiebujeme rozpoustédlo. Naopak hlavni nevyhoda prameni z principu
metody. Nutné je, aby 1é¢ivo a nosi¢ byly kompatibilni a misitelné a mohla tak
vzniknout homogenni smés. Vhodny nosi¢ tak musi mit obdobné fyzikalné-chemické
vlastnosti jako 1é¢ivo. NejCastéji pouzivané nosice jsou polyethylenglykol
a poloxamer. Dalsi limitaci metody je také nutna termodynamicka stabilita 1éCiva
a nosie pfi vyssi teploté.>

Druhou metodou je metoda rozpousSténi. Tuhd disperze se ziskd evaporaci

rozpoustédla z roztoku obsahujiciho nosi¢ a 1é€ivo. Oproti pfedchozi metodé zde
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neni riziko rozpadu 1éciva ¢i nosice pii vyssi teploté, protoze evaporace nemusi
probihat za vysoké teploty. Pii této metod¢ je dulezity vybér vhodného rozpoustédla,
ve kterém se rozpousti 1éCivo inosiC. NejCastéji pouzivand rozpoustédla jsou
methanol, ethanol, ethylacetat, methylen chlorid, aceton, voda a jejich smési.>’
Nevyhodou této metody jsou praveé rozpoustédla, kterd nikdy nelze z tuhé disperze
uplné odstranit. Zbytkova rozpoustédla mohou snizit biokompatibilitu piipravku.
Dalsimi nevyhodami jsou zatéz zivotniho prostiedi a vysoka cena pfipravy. Stejné
jako u pfipravy tavenim, i1 zde je kliCovou fazi tuhnuti disperze. Tato faze by m¢éla
byt co nejrychlejsi, aby byl zachovan amorfni stav léCiva. Je nékolik metod

0

odstranéni rozpoustédla, napiiklad zahiivani,® suSeni ve vakuu,®® evaporace,®

sprejové suseni,® lyofilizace,®! sprejové suseni mrazem,** ultra rychlé mrazeni.®?

Tfeti metoda ptipravy je kombinaci dvou pifedchozich. LéCivo rozpusténé ve
vhodném rozpoustédle je smiseno s roztavenym nosi¢em. Nasleduje odstranéni
rozpoustédla a zformovani do tuhé disperze. Smiseni léCiva a nosice je mozné
realizovat pfi nizsi teploté. Vznika tak mensi riziko tepelné degradace. Misitelnost
rozpoustédla je lepSi sroztavenym nosiCem nez s neroztavenym. Nejvhodnéjsi
metoda pfipravy tuhé disperze je vzdy vybrana na zdkladé fyzikalné-chemickych

vlastnosti 1é¢iva a nosi¢e.>®
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7 EXPERIMENTALNI CAST

7.1 Pouzité pristroje

Analytické digitalni vahy KERN ABS, max. 220 g, d = 0,1 mg
Biological termostat BT 50

Digitalni stolni pH metr HANNA HI 221

Digitalni vahy KERN 440 — 53, max. 6000 g, d = 1g
Horkovzdu$na susarna Memmert

Lazné s integrovanou tfepaci platformou SW 22 (Julabo)
Spektrofotometr SPECORD 205 Analytik Jena

UHPLC systém Liquid Chromatograph — Nexera X2 — Shimadzu, Japonsko
Ultrazvukova ¢isticka SONOREX SUPER Bandelin

Vakuova susdrna BINDER

7.2 PouZité suroviny

Cisténa voda, Farmaceuticka fakulta Hradec Kralové

Fosfatovy tlumivy roztok pH 7,4 tablety, Sigma Life Science
Terbinafin- baze, Farmaceuticka fakulta Hradec Kralové
Terbinafin- hydrochlorid, Zentiva

Triethyl citrat — Sigma Aldrich chemistry

Vétvené polyestery (5P, 3T) Farmaceutické fakulta Hradec Kralové
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7.3 Charakterizace polyesterovych nosici

Polymery pouzité¢ v diplomové praci byly syntetizovany na Katedie farmaceutické
technologie FaF UK stupniovou kopolymeraci bez pouziti katalyzatort. Jsou tvofeny
ekvimolarnim mnozstvim kyseliny D,L-mlécné a glykolové a vétvené na centrdlni
molekule pentaerythritolu (P) nebo tripentaerythritolu (T).

Tab. 3: Charakteristiky polyesterovych nosi¢t

Oznaceni | Vétvici monomer (g}\I/I[;)l) (gi\l/[nv(v)l) Mw/Mn | g’ (Mw) (3(%)
3T 3 % tripentaerythritol 5300 17 400 3,97 0,43 27,6
5P 5 % pentaerythritol 2 000 2700 1,35 0,67 19,0

Mn ¢iselné stiedni molarni hmotnost

My hmotnostné sttedni molarni hmotnost

M.w/M, index polydisperzity

g stupen vétveni

T teplota skelného prechodu

7.4 Priprava tuhych disperzi

Pro ucely experimentalni ¢asti prace byly ptipraveny metodou taveni tuhé disperze
o hmotnosti 5,00 g. Tuhé disperze se skladaly z polyesteru 5P nebo 3T, terbinafin-
hydrochloridu (Ter-HCI) nebo terbinafinu baze (Ter-baze). N&které tuhé disperze
byly plastifikovany triethyl citritem (TEC) v koncentraci 30 %. Ptesné slozeni
testovanych tuhych disperzi uvadi Tab. 4.

Polymer byl rozdrobnén v porcelanové tience, potfebné mnoZstvi bylo navazeno do
vytarované kadinky a roztaveno v horkovzdusné susarné pii 80 °C. Bylo odvazeno
lécivo a homogenné inkorporovano do roztaveného polymeru. Pii pfipraveé
plastifikovanych tuhych disperzi byl triethyl citrat zahiat na teplotu 40 °C a ptidan

k roztavenému polymeru. Soustava byla diikladn€ zhomogenizovéna.
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Tab. 4: Slozeni tuhych disperzi

Polyester Plastifikator Lécivo
0 Ter-HCI 10 %
5P 30 % TEC Ter-HC1 10 %
0 Ter-HCI 20 %
3T 0 Ter-HCI 10 %
0 Ter-baze 10 %
5P polyester PLGA vétveny na pentaerythritolu
3T polyester PLGA vétveny na tripentaerythritolu
TEC triethyl citrat

Ter-HCI terbinafin-hydrochlorid

Ter-baze terbinafin baze

7.5 Priprava terbinafinu baze

12,0 g terbinafinu hydrochloridu bylo rozpusténo v 3 000 ml ¢isténé vody 80 °C za
pouziti ultrazvukové lazné a zfiltrovano. Byl ptikapavan 10 % roztok amoniaku do
dosazeni hodnoty pH 7,0. Hodnota pH byla pribézné kontrolovana digitalnim pH-
metrem. Z roztoku byla vysrdzena baze terbinafinu. Tekutina byla dekantovana a

baze terbinafinu byla vysusena ve vakuové suSarne.

7.6 Disolu¢ni testy

Pro disolu¢ni testy byl pfipraven fosforecnanovy tlumivy roztok pH 7,4 rozpusténim
jedné tablety v 200,0 ml ciSténé vody. Uchovavany byl ve sklenéné nadobé se
Sroubovacim vickem v chladném prostiedi (2-8°C). Z pfedem pfipravenych tuhych
disperzi (viz. kap. 7.4) bylo do vialek odvazeno vzdy 200,0 mg. Dno vialek bylo
zahtato, aby se vytvofila tenka vrstva. Bylo pfiddno 15,0 ml disolu¢niho média a
vialky byly umistény do 1azn¢ s integrovanou tfepaci platformou. Disolu¢ni testy
probihaly pii teplot¢ 37,0 °C a michani horizontalnim pohybem po draze 22 mm

s frekvenci 50 kmitd/min.
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V casovych intervalech 1-2-3-4-7-10-17 dnd bylo odebrano disolu¢ni médium
a nahrazeno novym. V odebranych vzorcich bylo stanoveno mnozstvi uvolnéného

1é¢iva. Disolucni test byl proveden triplicitné.

7.7 Stanoveni mnoZstvi uvolnéného léciva
Mnozstvi uvolnéného terbinafin-hydrochloridu a terbinafinu baze bylo stanoveno
spektrofotometricky na Katedfe farmaceutické technologie a ultra-vysokoucinnou

kapalinovou chromatografii (UHPLC) ve spolupraci s Katedrou analytické chemie.

7.7.1 Spektrofotometrické stanoveni
Z absorpéniho spektra terbinafinu v rozmezi vinovych délek 190 az 390 nm (Obr. 8)

bylo zjisténo absorpéni maximum pfi vlnové délce 223 nm.

Obr. 8: Absorp¢ni spektrum terbinafinu

200 210 220 230 240 250 260 270 280 250 300 310 320 330 340 360 360 370 [nm]

Byl pfipraven zasobni roztoky terbinafin-hydrochloridu ve fosfore¢nanovém pufru
o koncentraci 50 mg/l. Tento zasobni byl roztok nafedén na niz§i koncentrace a byly
zméefeny hodnoty absorbance (Tab. 5). Z naméfenych hodnot absorbance byla
sestrojena kalibra¢ni pfimka, zjiSténa rovnice kalibracni pifimky a hodnota
korela¢niho koeficientu. Z rovnice kalibra¢ni piimky bylo vypocitano mnoZstvi
uvolnéného 1éc¢iva v daném casovém intervalu, procentudlni podil z celkového

mnozstvi terbinafinu obsazeného v tuhé disperzi a kumulativni procenta.
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Tab. 5: Koncentrace a absorbance roztoki terbinafin-hydrochloridu

¢ (mg/l) A
10,00 1,3017
7,50 0,9690
5,00 0,6494
2,50 0,3488

1,25 0,1945

Obr. 9: Kalibra¢ni ptimka terbinafin-hydrochloridu

1,4 -
1,2 -

1
0,8 A

0,6 -

Absorbance

y =0,1261x+0,0305

0,4 1 R2=0.9996

0,2 -

0 T T 1
0 5 10 15

Koncentrace (mg/l)

Tab. 6: Koncentrace a absorbance roztoku terbinafinu baze

¢ (mg/l) A
10,00 1,1949
7,50 0,9499
5,00 0,6935
2,50 0,4474

1,25 0,2728
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Obr. 10: Kalibrac¢ni pfimka terbinafinu baze

Absorbance
[} [}
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7.7.2 UHPLC stanoveni terbinafinu

Stanoveni terbinafinu a jeho tfi rozkladnych produktii bylo realizovano na Katedfe
analytické chemie. Byla pouZita metoda UHPLC. Optimdlni chromatografické
podminky jsou shrnuty v Tab. 7.

Obr. 11: Ukéazka chromatogramu testovanych vzorka

550000 550000
450000 - i, 450000
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350000 I = 350000
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W e W
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35



Tab. 7: Optimalni chromatografické podminky pro stanoveni terbinafinu

Analyticka kolona
Mobilni faze

SloZeni roztoku pufru

Pratokova rychlost
(gradient)

pH

Vlnova délka

Vnitini standard
Nasttikovany objem
Retencni ¢as terbinafinu
Tlak

Teplota

Celkova délky analyzy

Kinetex™ 1,7 um — Bifenyl 100A (50 x 2,1 mm)

Pufr : methanol (25:75)

citratovy (0,01 M) : fosfatovy (0,02 M) pufr (1:1)

Cas [min]
0,00 — 1,39
1,40 - 5,0
5,1-6,0
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Pritokova rychlost [ml/min]
0,2
0,6
0,2
5,0
222 nm a 254 nm
propylparaben
0,5 ul
4,2 min
55 MPa
25°C

do 6 min



8 VYSLEDKY

8.1 Liberace terbinafinu z polyesteru 3T

8.1.1 Spektrofotometrické stanoveni uvolnéného léciva

Tab. 8: Mnozstvi uvolnéného terbinafin-hydrochloridu z polyesteru 3T (vzorek A)

Cas A Redéni TBF HCl TBF HC1 | Kumulativni
[dny] [mg/15ml] [Yo] [%o]

1 0,8967 1 0,1030 2,34 2,34

2 0,9389 1 0,1081 2,66 5,00

3 0,6392 5 0,3620 2,76 7,76

4 0,5692 5 0,3204 2,42 10,18

7 0,7397 20 1,6872 14,35 24,53

10 0,9281 50 5,3386 27,05 51,58

17 0,9865 30 3,4116 35,19 86,77

Tab. 9: Mnozstvi uvolnéného terbinafin-hydrochloridu z polyesteru 3T (vzorek B)

Cas A Redini TBF HCI TBF HC1 |Kumulativni
[dny] [mg/15ml] [%] [%]

1 0,6370 5 0,3607 0,89 0,89

2 0,7173 5 0,4085 0,71 1,60

3 0,7449 5 0,4249 2,35 3,95

4 0,6562 5 0,3721 2,08 6,03

7 0,7472 20 1,7051 13,58 19,61

10 0,8148 50 4,6648 32,09 51,70

17 1,0486 30 3,6332 33,54 85,24
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Tab. 10: Mnozstvi uvolnéného terbinafin-hydrochloridu z polyesteru 3T (vzorek C)

Cas A Redéni TBF HCI TBF HC1 | Kumulativni
[dny] [mg/15ml] [%e] [%]
1 0,7135 5 0,4062 2,64 2,64
2 0,7585 5 0,4330 2,81 5,45
3 0,8631 5 0,4952 3,22 8,67
4 0,8701 5 0,4994 3,25 11,92
7 0,9866 20 2,2746 18,89 30,81
10 0,9492 50 5,4641 31,51 62,22
17 0,9956 30 3,4441 35,4 97,62
Obr. 12: Pribéh liberace terbinafin-hydrochloridu z polyesteru 3T
(spektofotometrické stanoveni) - vzorky A, B, C
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Tab. 11: Mnozstvi uvolnéného terbinafinu baze z polyesteru 3T (vzorek A)

Cas A Redéni TBF HCl TBF HC1 | Kumulativni
[dny] [mg/15ml] [Yo] [%o]

1 0,8387 5 0,4854 3,40 3,40

2 0,8619 5 0,5022 3,58 6,98

3 1,1063 5 0,6788 5,45 12,43

4 0,9203 20 2,1775 15,24 27,67

7 0,5090 20 0,9887 11,86 39,53

10 0,7740 50 4,3866 25,77 65,30

17 1,1086 25 3,4021 23,81 89,11

Tab. 12: MnozZstvi uvolnéného terbinafinu baze z polyesteru 3T (vzorek B)

Cas A Bedini TBF HCI TBF HC1 | Kumulativni
[dny] [mg/15ml] [%o] [%]

1 0,8805 5 0,5156 3,61 3,61

2 0,9774 5 0,5856 4,10 7,71

3 0,5698 20 1,1645 8,15 15,86

4 0,5671 20 1,1566 8,1 23,96

7 0,6362 20 1,3564 14,27 38,23

10 0,9414 50 5,5961 34,39 72,62

17 0,9414 50 5,5961 25,38 98,00

Tab. 13: MnoZstvi uvolnéného terbinafinu baze z polyesteru 3T (vzorek C)

Cas A Redini TBF HCI TBF HC1 |Kumulativni
[dny] [mg/15ml] [%o] [%o]

1 0,8381 5 0,4850 3,39 3,39

2 0,9774 5 0,5856 0,94 4,33

3 0,8404 20 1,9465 12,62 17,95

4 0,8404 20 1,9465 7,67 25,62

7 0,2922 20 0,3621 6,56 32,18

10 0,6984 50 3,8403 22,86 55,04

17 1,0989 30 4,0405 28,28 83,32
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Obr. 13: Prbéh liberace terbinafinu baze z polyesteru 3T (spektofotometrické
stanoveni) — vzorky A, B, C
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8.1.2 UHPLC stanoveni uvolnéného léciva

Tab. 14: Mnozstvi uvolnéného terbinafin-hydrochloridu z polyesteru 3T (vzorek A)

Cas c Ter-HCl | kum | Ter-HCI % kum
(dny) | (mg/ml) | (mg) (mg) (%)

1 0,000 0,000 0,000 0,00 0,00
2 0,018 0,270 0,270 1,34 1,34
3 0,017 0,255 0,525 1,10 2,44
4 0,011 0,165 0,690 0,80 3,24
7 0,298 4,470 5,160 22,38 25,62
10 0,467 7,005 12,165 35,05 60,67
17 0,499 7,485 19,650 37,46 98,13
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Tab. 15: Mnozstvi uvolnéného terbinafin-hydrochloridu z polyesteru 3T (vzorek B)

Cas ¢ Ter-HCl | kum | Ter-HCI |,
(dny) | (mg/ml) | (mg) (mg) (%)
1 0,000 0,000 0,000 0,00 0,00
2 0,042 0,630 0,630 3,11 3,11
3 0,017 0,255 0,885 1,25 4,36
4 0,024 0,360 1,245 1,76 6,12
7 0,267 4,005 5,250 20,30 26,42
10 0,338 5070 | 10,320 | 25,33 51,75
17 0,417 6,255 | 16,575 | 31,28 83,03

Obr. 14: Pribéh liberace terbinafin-hydrochloridu z polyesteru 3T (UHPLC
stanovent)
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Tab. 16: MnozZstvi uvolnéného terbinafinu baze z polyesteru 3T (vzorek A)

Cas ¢ Ter-HCl | kum | Ter-HCI |,

(dny) | (mg/ml) | (mg) (mg) (%)
1 0,000 0,000 0,000 0,00 0,00
2 0,009 0,135 0,135 0,65 0,65
3 0,038 0,570 0,705 2,86 3,51
4 0,199 2,985 3,690 14,94 18,45
7 0,642 9,630 | 13,320 | 48,12 66,57
10 0,374 5610 | 18,930 | 28,03 94,60
17 0,175 2,625 | 21,555 13,11 107,71
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Tab. 17: Mnozstvi uvolnéného terbinafinu baze z polyesteru 3T (vzorek B)

Cas ¢ Ter-HCl | kum | Ter-HCI | ,

(dny) | (mg/ml) (mg) (mg) (%)
1 0,000 0,000 0,000 0,00 0,00
2 0,007 0,105 0,105 0,53 0,53
3 0,039 0,585 0,690 2,91 3,44
4 0,215 3,225 3,915 16,13 19,57
7 0,536 8,040 | 11,955 | 40,18 59,75
10 0,318 4770 | 16,725 | 23,84 83,59
17 0,322 4830 | 21,555 | 24,14 107,73

Obr. 15: Pribeh liberace terbinafinu baze z polyesteru 3T (UHPLC stanoveni)
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8.2 Liberace terbinafinu z polyesteru 5P

Tab. 18: Mnozstvi uvolnéného 1é¢iva z polyesteru 5P s 10 % terbinafinu (n=3)

Cas c TBF HCI TBF HCl | Kumulativni
[dny] [mg/ml] [mg/15ml] [Yo] [Yo]

1 0,02 0,30 1,50 1,47

4 0,05 0,72 3,60 5,33

7 0,26 3,86 19,26 24,59

10 0,24 3,60 18,67 43,26

15 0,35 5,19 25,95 73,81

22 0,27 4,04 20,18 99,26

Tab. 19: Mnozstvi uvolnéného 1é¢iva z polyesteru 5P s 20 % terbinafinu (n=3)

Cas C TBF HCI TBF HCl | Kumulativni
[dny] [mg/ml] [mg/15ml] [Yo] [%o]

1 0,02 0,33 0,82 0,82

4 0,24 3,54 8,85 9,67

7 0,37 5,51 13,76 23,43

10 0,41 6,19 15,49 38,91

15 0,55 8,24 20,59 59,50

22 1,06 15,92 39,81 99,31

Tab. 20: MnozZstvi uvolnéného terbinafin-hydrochloridu z polyesteru 5P
plastifikovaného 30 % triethyl citratu (n=3)

Cas c TBF HCI TBF HCl | Kumulativni
[dny] [mg/ml] [mg/15ml] [%] [%]

1 0,12 1,85 9,26 9,26

4 0,18 2,71 13,56 22.82

7 0,34 5,12 25,61 48.43

10 0,24 3,63 18,17 66,59

15 0,19 2,86 14,30 80,89

22 0,25 3,79 18,97 99,86
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9 DISKUZE

9.1 Priprava tuhych disperzi a tenkych filmii

Vétvené polyestery kyseliny D,L-mlécné a glykolové, vétvené pentaerythritolem
nebo tripentaerythritolem (5P, 3T), jsou za normalni teploty tuhé a kiehké materialy.
Z reologického hlediska se jednd newtonské kapaliny s vysokou viskozitou (napf.

).64 Vysoka viskozita je pfi¢inou obtizné zpracovatelnosti

jako sklo nebo asfalt
polyesterti pti piipravé medikovanych tuhych disperzi nebo tenkych filma a pii
aplikaci téchto terapeutickych systémt. Tuhé disperze se nejCastéji piipravuji
tavenim, nebo rozpusténim a odpafenim rozpoustédla. Obé metody maji své vyhody
a nevyhody. U metody tavenim je limitujicim faktorem tepelna stabilita polymerniho
nosice a lé¢iva, u metody rozpousténi pritomnost zbytkovych rozpoustédel ve findlni
tuhé disperzi. Tepelna stabilita vétvenych polyesterti byla ovéfena méfenim viskozity
na rota¢nim reometru. Byl proveden test tepelné stability pii rychlosti deformaci 10
s ateploté 80 °C a 90 °C po dobu 20 min. Viskozita polyesterii byla konstantni.®
Tepelna stabilita terbinafin-hydrochloridu a terbinafinu baze byla zji§téna metodou
DSC. Termickou analyzou tuhych disperzi bylo potvrzeno, ze pii inkorporaci léCiva
v koncentracich 5 az 20 % je 1é€ivo v polymeru molekularné dispergovano a mirné
zvySuje teplotu skelného piechodu T, polyesteru.3-%

Pii pfipravé tuhych disperzi tavenim je polyester zahtat na teplotu 80 °C, ¢imzZ je
viskozita soustavy sniZena a je mozno jak inkorporovat lécivo, tak vytvofit tenky
film o tloustce pfiblizné 400 um. Na pokoZku nebo sliznici samoziejmé neni mozno
aplikovat polymerni soustavu zahtadtou na 80 °C. SniZeni viskozity se dosihne
plastifikaci polymeru biokompatibilnim plastifikdtorem. V ptfedloZzené praci byl
polyesterovy nosi¢ terbinafinu plastifikovan triethyl citritem v koncentraci 30 %.
Triethyl citrat je u¢inny, biokompatibilni plastifikator dobfe misitelny s vétvenymi
polyestery i ve vyssich koncentracich.®* Jako plastifikitor snizuje teplotu skelného
ptechodu polyesterového nosice, snizuje viskozitu, hydrofilizuje soustavy a proto se

predpoklada, Ze ovlivni pribéh liberace terbinafinu z polyesteru 5P a 3T.
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9.2 Analyza mnoZstvi uvolnéného terbinafinu

Terbinafin se v ramci BCS klasifikacniho systému 1éCiv fadi do II. tfidy mezi 1éCiva
$patné rozpustna s dobrou permeabilitou. Spatni rozpustnost terbinafinu &ini
problém pfi disolucnich testech, kdy by se jako disoluéni médium pro liberaci
terbinafinu mélo pouzit fyziologické médium. Analytické metody stanoveni
terbinafin-hydrochloridu jsou piehledné uvedeny v ¢lanku publikovaném v roce 2016
v Journal of Pharmaceutical Analysis.®’ Ve studiich zabyvajicich se liberaci
terbinafinu z tuhych disperzi nebo nanocastic bylo mnozstvi uvolnéného terbinafinu
stanoveno spektrofotometricky nebo metodou HPLC. Absorbance byla méfena pfi
vlnové délce 281 nm'® nebo 283 nm.®® V predloZené diplomové praci byla na zakladé
zjisténého absorpéniho maxima (Obr. 8) zvolena vlnova délka 223 nm.

Ptesnéjsi je stanoveni terbinafinu metodou HPLC, a to z divodu vyssi citlivosti
a moznosti eliminace vlivu ostatnich slozek 1é¢ivého ptipravku, které se v pribéhu
disoluce uvoliiuji do média.®*!*> Relativné novéa technika je ultra-vysokouginna
kapalinovd chromatografie (UHPLC), kterd poskytuje dal§i mozZnosti v oblasti
kapalinové chromatografie, zejména pokud jde o zkrdceni Casu analyzy a snizeni
spotieby rozpoustédel.”’ Pro stanoveni terbinafinu a jeho tif rozkladnych produkti,
konkrétné¢  B-terbinafinu,  Z-terbinafinu a  4-methylterbinafinu  pomoci
ultra-vysokouc¢inné kapalinové chromatografie, byla na Katedfe analytické chemie
Farmaceutické fakulty UK vyvinuta metoda, ktera vSechny ctyti strukturné podobné
latky dokaze spolehlivé a bezpetné separovat. Jeji piednosti je pfedevSim vyrazné
zkracend délka analyzy (max. Sest minut) a sniZeni spotieby rozpoustédel. Optimalni
chromatografické podminky jsou shrnuty v Tab. 7. U metody byl proveden test
zpisobilosti systému a naslednd i validace podle doporu¢eni ICH a Ceského 1ékopisu
2017. Béhem valida¢niho procesu byl hodnocen detekéni a kvantifikaéni limit, déle
pak linearita, spravnost, presnost, robustnost a selektivita. Pozadovanym hodnotadm
vyhovovaly vSechny nameétené vysledky. Tato metoda byla v pfedlozené praci
pouzita pro stanoveni mnozstvi terbinafinu uvolnéného z vétvenych polyestert.

Na obr. 16 a 17 jsou porovnany vysledky spektrofotometrického stanoveni mnoZzstvi
uvolnéného terbinafinu s metodou UHPLC. V ptipadé terbinafin-hydrochloridu byly
zjiStény shodné hodnoty. V pfipad¢ terbinafinu baze byly od 4. dne liberace
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naméfeny vyS$i hodnoty metodou UHPLC, coz mize byt dano problémy
s rozpustnosti 1€¢iva. Toto zjisténi je pozitivni, nebot’ se s ohledem na problémy pfi

spektrofotometrickém stanoveni terbinafinu predpokladaly odchylky vyraznéjsi.

Obr. 16: Porovnani dvou metod stanoveni terbinafin-hydrochloridu
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Obr. 17: Porovnani dvou metod stanoveni terbinafinu baze
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9.3 Liberace terbinafinu z vétvenych polyesteri

Vétvené polyestery kyseliny mlécné a glykolové vétvené, originalné syntetizované
na Katedie farmaceutické technologie Farmaceutické fakulty UK, jiz byly jako
nosice 1é¢iv testovany pifi formulaci mikro¢éstic, nanocastic, tuhych disperzi,
tenkych film@ ¢&i implantatd in situ.®*’"7273 V této praci byly pro terbinafin
vybrany polyestery kyseliny D,L-mlécné a glykolové vétvené na pentaerythritolu
(5P) a tripentaerythritolu (3T). Polyestery se liSi molarni hmotnosti a stupném
vétveni (Tab. 3). Terbinafin byl pouzit ve formé¢ hydrochloridu nebo baze
v koncentraci 10 % nebo 20 %.

Na vSech libera¢nich kiivkéach terbinafinu z polyesteru 3T je vidét vyznamné Casové
zpozdéni disoluce terbinafinu (lag-time). Pii spektrofotometrickém stanoveni
terbinafinu je patrny jednodenni lag-time u obou forem 1é¢iva (Obr. 18). Pti UHPLC
stanoveni je lag-time tfidenni u hydrochloridu a ¢tyfdenni u baze terbinafinu (Obr.
19). V nésledujici fazi se 1é¢ivo uvolinovalo po dobu 6 az 13 dnt pfiblizn€ linearné.
Celkova doba liberace byla 17 dnil. Pocatecni zpozdéni disoluce terbinafinu je dano
Spatnou rozpustnosti terbinafinu pti pH 7,4 a nizkym stupném bobtnani polyesteru
3T, které vyplyva z jeho molarni hmotnosti a stupné vétveni. Uvoliiovani terbinafinu
nastdva pravdépodobné soucasné s objemovou degradaci polyesteru, pii které se
tvoii kyselé degradacni produkty, coz vede ke zvySeni rozpustnosti terbinafinu.
Ptekvapujici je vySsi rychlost disoluce terbinafinu baze ve srovnani s terbinafin-

hydrochloridem oproti ptivodnimu ptedpokladu.
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Obr. 18: Porovnani pribéhu liberace terbinafin-hydrochloridu a terbinafinu baze
z polyesteru 3T — spektrofotometrické stanoveni 1€¢iva
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Obr. 19: Porovnani pribéhu liberace terbinafin-hydrochloridu a terbinafinu baze
z polyesteru 3T — UHPLC stanoveni 1é¢iva
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Pribéh liberace terbinafinu z nosi¢e 5P je na Obr. 20. Jedna se o oligoester, ktery ve
srovnani s polyesterem 3T ma Sest krat niz$i molarni hmotnost a niz$i stupen vétveni
(Tab. 3). Na disolucnich kiivkach je opét patrny lag-time, za 24 hod se uvolnilo
pouze piiblizn¢ 1 % léciva. V Casovém intervalu 4 dny az 22 dnl se terbinafin
uvolioval kinetikou nultého fadu. Nebyl zjistén vliv mnoZzstvi inkorporovaného

1é¢iva na prabeh disoluce.

Obr. 20: Prabeh liberace terbinafin-hydrochloridu z polyesteru 5P
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Vliv typu polyesterového nosice na liberaci terbinafin-hydrochloridu je zndzornén na
Obr. 21. Shodny je pocatecni lag-time po dobu ¢tyf dnti a 25 % uvolnéného 1é¢iva za
7 dnl. V dalsi fazi bylo rychlejsi uvolhovani terbinafinu z polyesteru 3T. MiZe to
souviset s prubéhem bobtnani polymeru svys$i molarni hmotnosti, ale
vyznamné&j$im faktorem nez odliSné fyzikadlné chemické charakteristiky obou

polyestert jsou fyzikéln¢ chemické vlastnosti terbinafinu.
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Obr. 21: Porovnani liberace terbinafin-hydrochloridu z polyesteru 5P a 3T
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Jak je patrné na Obr. 22, disoluci terbinafinu z polyesteru 5P vyrazné ovlivnila
plastifikace polyesteru 30 % triethyl citratu, zejména na pocatku disoluce. Neni zde
lag-time, v pribehu 24 hod se uvolnilo témét 10 % Ié¢iva. V ¢asovém intervalu 1 den
az 10 dnt je pribé¢h liberace linedrni, dale nastavd mirné zpomaleni a celkova doba

liberace je 22 dn.
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Obr. 22: Vliv plastifikace polyesterového nosi¢e na prab¢h liberace Ter-HCI
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10 ZAVERY

Analyzy terbinafinu spektrofotometricky a ultra-vysokoucinnou kapalinovou
chromatografie (UHPLC) poskytuji srovnatelné vysledky.

Spektrofotometrie je z hlediska pfistrojového vybaveni dostupnéjsi, problémem je
volba vhodné vinové délky pro stanoveni terbinafinu a ziskani kalibracni pifimky
terbinafinu v potiebném rozsahu koncentraci a fyziologickém disolu¢nim médiu.
Problémem je i nizsi citlivost metody.

UHPLC umoZiuje stanoveni terbinafinu vcetné jeho rozkladnych produkti
a eliminaci vlivu ostatnich slozek 1éCivého ptipravku, které se v pribéhu disoluce

uvolnuji do média. Piednosti je kratka doba analyzy a nizké spotfeba rozpoustédel.

Liberace terbinafinu z vétvenych polyesterti vykazuje pocatecni zpozdéni (lag-time)
v délce jeden az Ctyfi dny. V nasledujici fazi se 1é¢ivo uvoliluje po dobu 6 az 13 dnil
pfiblizné linedrné a celkova doba liberace je 17 dnti.

Byla zjisténa rychlejsi disoluce 1é¢iva z tenkych filmi, do kterych byl inkorporovan
terbinafin ve form¢ baze nez pfti pouZiti terbinafin-hydrochloridu.

Nebyl zjistén vliv mnoZstvi inkorporovaného lé¢iva na pribch jeho disoluce
z polyesterovych filmu.

Pribéh liberace terbinafinu neni vyrazné ovlivnén moldrni hmotnosti ani stupném
vétveni polyesterového nosice.

Plastifikace polyesterového nosice vede k eliminaci po¢atecniho zpoZdéni liberace.

Z vysledkt predlozené diplomové prace je mozno ulinit jednoznaény zavér, Ze
vhodnym nosi¢em terbinafinu pii formulaci tenkych filmt k topické aplikaci je
oligoester vétveny pentaerythritolem, plastifikovany 30 % triethyl citrétu,
s inkorporovanym terbinafinem ve form& baze a stanovenym metodou

ultra-vysokoucinné kapalinové chromatografie.
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