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SUHRN

Vplyv membran na permeaciu alaptidu z hydrogélov

Predmetom prispevku je hodnotenie liberacie lieCiva alaptid z gélov a jeho permedcia cez rdzne typy
permeacnych membran. Pripravili sa gély na baze troch réznych polymérov (3 % chitosan; 2,5 %
hydroxypropylceluléza; 3 % hydroxyetylcelul6za) v rdznej koncentracii s prisadou humaktantov
(5 %; 15 % propylénglykol a 10 % glycerol) a konzervantu 0,3 % Sepicide HBR a lieciva 1 % alaptid
a gély bez lieCiva. Prestup lieciva z gélov do akceptorového roztoku sa hodnotil cez nasledovné
membrany: celofan, kuracia koZa, zvleCend hadia koZa a stena tenkého Creva. Z vysledkov merania
a najmenej sa uvolnilo cez hadiu koZu. V préci sa hodnotili aj reologické vlastnosti pripravenych
hydrogélov. Pseudoplasticky tok bol zisteny iba v pripade hydrogélu na baze hydroxypropylceluldzy.
Naopak to bolo pri hydrogéloch na baze chitosanu a hydroxyetylcelulzy, ktoré vykazovali vyrazny
tixotropny charakter a miera tixotropie sa s ¢asom zvicSovala. Na zaklade vysledkov merania pH boli
vzorky na baze chitosanu a hydroxypropylcelulézy vyhodnotené ako nevyhovujice, nakolko
dosahovali niZSie hodnoty pH a mohli by sposobit podraZdenie pokoZky. Fyziologickym hodnotdm pH
koZe zodpovedal hydrogél na baze hydroxyetylcelulézy a toi po 14. diioch po priprave.
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SUMMARY

Influence of membranes on alaptide permeation from hydrogels

The paper evaluates the liberation of alaptide from gels through various types of permeable
membranes. The gels were prepared on the basis of three different polymers (3% chitosan; 2.5%
hydroxypropyl cellulose; 3% hydroxyethyl cellulose) in different concentrations with additions of
humectants (5 %; 15% propylene glycol and 10% glycerol) and the preserving agent, 0.3% Sepicide
HBR with 1% alaptide, and finally without the drug. The permeation of the drug from gels into the
acceptor solution was evaluated with the use of the following membranes: the hydrophilic
membrane from Chemosvit, the chicken skin, the stripped snakeskin, and the wall of the small
intestine. The measurements showed that the highest percentage of the drug penetrated through the
small intestine, a smaller percentage through the chicken skin, and the smallest amount through the
snakeskin. Rheological properties of the prepared hydrogels were evaluated as well. The pseudo-
plastic flow was only confirmed for the hydrogel prepared on the basis of hydroxypropyl cellulose.
An utterly opposite situation was with the hydrogels prepared on the basis of chitosan and
hydroxyethyl cellulose. They showed a significant thixotropic character and the degree of
thixotropy increased with time. Based on the results of the pH measurement, the samples prepared
on the basis of chitosan and hydroxypropyl cellulose have been shown to be inconvenient because
they reached a lower pH and had a potential of causing skin irritation. The hydroxyethyl cellulose
hydrogel matched the physiological values of skin pH even after 14 days since its preparation.
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Uvod

Podanie lie¢iv cez kozu ma niekolko vyhod. Su to
napriklad:

e lieCiva, ktoré sa beZne poddvaji p.o. cestou, pri
transdermalnom prechode obchadzaji gastrointesti-
nalny trakt, nepodliehaji zmenim pH a nie su
ovplyvnené pripadnym prijmom potravy a nespoma-
luje sa ich prechod cez Crevo;

¢ lieCiva sa prvotne vyhnu portdlnemu obehu;

* konStantny a kontinudlny privod lieciv;

¢ kontrolované mnoZstvo privodu lie¢iv moze znizit
ndrazovy vyskyt neZiaducich ucinkov lieciv;

e okamzité prerusenie privodu lieciva v Case potreby
(napr. pri transdermalnych naplastiach) V.

Medzi fyzikalno-chemické faktory, ktoré ovplyviuja
vstrebavanie lieCiv patri hydraticia stratum corneum,
teplota 2, pH ¥, koncentrécia lie¢iva V a zaklad dermél-
ného polotuhého lieku. ZloZenie zédkladu, v ktorom je
lie¢ivo aplikované na koZu, ovplyviiuje rychlost a rozsah
absorpcie, ale zloZenie lieku sa po aplikacii na koZu
mdze rychlo menit — vplyvom absorpcie niektorych
pomocnych latok a odparovanim vody #. Pri géloch
dochéadza vplyvom zvySovania viskozity a zahusfovania
zdkladu k zniZovaniu absorpcie lie¢iva kozou ¥. Pri
topickej aplikacii ma pravdepodobne vplyv zédkladu na
podania liekov. Zdklad, do ktorého je lieCivo zapracova-
né, by mal spiiiat niekolko podmienok, konkrétne musi
byt biokompatibilné, chemicky, mikrobiologicky a fyzi-
kélne stabilné, musi mat schopnost pohotovo uvolnit lie-
¢ivo do stratum corneum a byt kozmeticky prijatelné .

Peptidové lieciva sa stali v poslednych rokoch neod-
delitelnou stucasfou modernej terapie. Ich Siroké vyuzitie
spociva nielen samostatne (ako lieciva), ale aj v moZnos-
ti vyuZitia ako nosicov inych lieciv nepeptidovej povahy.
Vyroba niektorych proteinovych polymérov vyuZiva
DNA-rekombinantné technoldgie, pricom takto vyrobe-
né proteiny maji dokonca lepsie vlastnosti, ako prirodné,
ktoré sa stali ich zdkladom. Majui termosenzitivne vlast-
nosti, reaguju na zmeny pH prostredia, st biokompati-
bilné, maji dobré mechanické vlastnosti a vyuZzivajui sa
v tkanivovom inZinierstve, alebo ako membrany. Snaha
napodobnit vlastnosti prirodzenych makromolekul vied-
la k vyvoju proteinovych polymérov, ktoré aj napriek
tomu, Ze st peptidovej, resp. proteinovej povahy, st bio-
kompatibilné a imunitny systém ich nedeteguje ©.

Modelové liecivo alaptid, pouZité v tejto praci, ma
regeneracné a epitelizacné icinky, ktoré boli zatial vyu-
Zité vo veterinarnej medicine a v sucasnosti sa vyuZzi-
vaju aj vo veterinarnej praxi (alaptid vo forme dermal-
neho polotuhého lieku) — krému. Po chemickej stranke
je to synteticky pripraveny, spirocyklicky dipeptid. Je to
chemicky derivat prolyl-leucyl-glycin amidu 7, analdg
melanostatinu (inhibitor melanokortin-stimulujtiiceho
horménu, ktory je stucastou fyziologického melanokor-
tinového systému, ktory sa podiela na regulécii pig-
mentécie, zapalovych procesov, energetickej homeosta-
zy, analgézie, imunomodulédcie, kardiovaskularnej
regulacie, neuromuskuldrnej regeneracie a ovplyvneni
sexudlnych funkcif)®.
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Obr. 1. Struktirny vzorec alaptidu ¥

V sacasnej terapeutickej praxi sa pouZziva lokalne vo
forme 2% masti, stimuluje rast granulatného tkaniva,
urychluje epitelizacny proces a priebeh hojenia ran. Je
indikovany na lokalne oSetrenie koZnych a slizni¢nych
1ézii - popélenin, odrenin, omrzlin, dekubitov, vredov,
pooperacnych ran, postkastraénych sutur a chronickych
recidivujtcich poraneni a poleptani od soli .

Rovnako ako aj v humannej medicine, aj vo veterinar-
nej sa ¢oraz viac zacina uplatiiovat biopolymér chitosan
ako nosi¢ roznych druhov lieciv (napr. antibiotika, anti-
parazitika, anestetika, analgetika) 'V. Okrem toho bolo
experimentmi na zvieratich dokédzané, Ze chitosanové
gély vyvolavaji migraciu zépalovych buniek a podpo-
rujd tvorbu nového tkaniva, ¢im sa urychluje proces
hojenia a regeneracie '?.

POKUSNA CAST

Poufité chemikdlie

Alaptid (ALA) — v mikronizovanej forme (Vyzkumny
tistav pro farmacii a biochemii (VUFB), CR); &istena
voda (Aqua purificata SL 1- FaF UK, SR); chlorid sodny
(Centrachem, Svajéiarsko); chitosan — stredna molekulo-
va hmotnost (CHIT) — (Sigma-Aldrich GmbH, Steinhe-
im, Nemecko); glycerol 85% (GL) — (Galvex spol. s.r.o.,
Banska Bystrica, SR); Propylénglykol (PG) — (Merck,
Darmstadt, Nemecko); hydroxyetylceluléza — Natrosol
250 HR (HEC) - (Aqualon, USA); hydroxypropylcelu-
16za — Klucel MCS (HPC) — (Aqualon, USA); kyselina
mlie¢na (Lachema, o. p., CR); konzervant — Sepicide
HBR (Sep. HBR) — (SEPPIC, Pariz, Francizsko; zlozZe-
nie: butylparabén, etylhydroxybenzoat, natriummetylpa-
rabendt a propylparabén vo fenoxyetanole).

PouZité pristroje

Analytické vahy — Kern & Sohn GmbH (Nemecko);
elektrickd mieSacka — VEB ML W Priifgerite — Werk
(Nemecko); Viskotester VT 500 — Haake Mess-Technik
GmbH (Nemecko); pH meter — WTW Weilheim (Svaj-
¢iarsko); spektrofotometer — Philips Pye Unicam (Velka
Britania); permeacna aparatira — vyrobend na Katedre
galenickej farmacie FaF UK, Bratislava (SR);

permeacné membrany:

kuracia koZa -— dodala predajiia Achberger miso-ude-

niny, Bratislava, (SR),
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polyetylénovy celofan — Chemosvit, a.s., Svit, (SR),
sliznica bravéového tenkého creva — Maspoma spol.
s.r.0., Zvolen, (SR),

zvleCena hadia koZa — dodal sikromny chovatel hada
uzovky cervenej (Elaphe guttata).

ZloZenie hydrogélov

Pripravili sa gély tohto zloZenia:
blank ¢. 1: 3% CHIT s prisadou: 15% PG + 0,3% Sep.

HBR
blank &. 2: 2,5% HPC s prisadou: 5% PG + 0,3% Sep.
HBR
blank ¢. 3: 3% HEC s prisadou: 10% GL + 0,3% Sep.
HBR

vzorka €. 1: 3% CHIT s prisadou: 15% PG + 0,3% Sep.
HBR + 1% ALA
vzorka €. 2: 2,5% HPC s prisadou: 5% PG + 0,3% Sep.
HBR+ 1% ALA
vzorka &. 3: 3% HEC s prisadou: 10% GL + 0,3% Sep.
HBR + 1% ALA

Liberdcia lieciva alaptidu z hydrogélov

Liberacia lieciva z hydrogélu sa sledovala a hodnotila
podTla postupu uvedeného v préci '¥ po 15, 30, 45, 60, 90,
120 a 180 min. Obsah lie¢iva — alaptidu sa stanovil
spektrofotometricky pri A = 220 nm.

Stanovenie tokovych vlastnosti

Reologické vlastnosti hydrogélov sa stanovili po 2, 7,
14 diioch po priprave hydrogélov podla prace '®.

Stanovenie pH gélov

pH sa meralo po 2, 7, 14 diioch po priprave hydrogé-
lov na pH-metri, ktory bol kalibrovany dvoma referenc-
nymi tlmivymi roztokmi- ftalanovym o pH 4 = 0,02
a boritanovym o pH 9 + 0,02 pri 20 + 0,2 °C.

VYSLEDKY

Z literatury je zname, Ze k Tudskej koZi najbliZsie sto-
ji prasacia, pokial ide o jej zloZenie '¥. V naSich experi-
mentoch sme mali k dispozicii hydrofilni membranu
a zo zvieracich membran: prasacie tenké ¢revo, kuraciu
a hadiu kozu. Nasim cielom bolo zistit, ako ovplyvnia
uvolnovanie alaptidu z gélu a jeho permeaciu cez mem-
brany.

Liberécia alaptidu z 3% CHIT hydrogélov s obsahom
15% PG sa merala po 2. diioch cez hadiu koZu, tenké cre-
vo, kuraciu kozu a celofan. Z obrazku 2, ktory zobrazuje
priebeh liberacie ALA z tychto hydrogélov cez spomina-
(67,43 %) sa uvolnilo cez tenké ¢revo. NajmenSie mnoZz-
stvo ALA (2,69 %) sa uvolnilo cez hadiu kozu. KedZe
zvlecend hadia koZa je vrstva odumretych keratinocytov,

—¢—
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Obr. 2. Liberac¢ny profil alaptidu z 3% CHIT hydrogéloch
s obsahom 15% PG + 0,3% Sep. HBR namerané po 2. drioch
cez rézne druhy permeacénych membran
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Obr. 3. Liberacény profil alaptidu z 2,5% HPC hydrogéloch
s obsahom 5% PG + 0,3% Sep. HBR namerané po 2. drioch
cez rozne druhy permeacénych membran
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Obr. 4. Liberacény profil alaptidu z 3% HEC hydrogélov
s obsahom 10% GL + 0,3% Sep. HBR namerané po 2. drioch
cez rozne druhy permeacénych membran

ktoré majui podobne ako v Iudskej koZi len mald perme-
abilitu pre lieciva, vysvetluje sa tym aj najmensie uvo-
Inené mnozstvo ALA v porovnani s ostatnymi pouzitymi
biologickymi membranami.

Na obrazku 3 je libera¢ny profil alaptidu z 3% HPC
hydrogélov s obsahom 5% PG, meralo sa po 2. diioch cez
rovnaké druhy permeacnych membran ako pri predchad-
zajicom hydrogéle. Z obrazku 3 vidiet, Ze najvicsie
mnozstvo ALA (46,61 %) sa opit uvolnilo cez celofén,
z biologickych membran najviac ALA do akceptorového
roztoku prepustilo tenké crevo (15,10 %) a najmene;j
hadia koza (1,67 %).

Obrazok 4 zobrazuje uvolnené mnoZzstva alaptidu z 3%
HEC hydrogélov s obsahom 10% GL namerané po 2.
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diioch cez rézne druhy permeacnych membran. Najmene;j
priepustnd pre ALA bola hadia koZa (uvolnilo sa len
12,12 % ALA), najlepSiu priepustnost z biologickych
membran malo tenké ¢revo, cez ktoré sa uvolnilo 27,72 %
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Obr. 5. Reogram 3% CHIT hydrogélu s obsahom 15% PG +
1% ALA + 0,3 % Sep. HBR (po 2. drioch)
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Obr. 6. Reogram 2,5% HPC hydrogélu s obsahom 5% PG +
1% ALA + 0,3% Sep. HBR (po 2. drioch)
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Obr. 7. Reogram 3% HEC hydrogélu s obsahom 10% GL +
1% ALA + 0,3% Sep. HBR (po 2. drioch)

Tab. 1. Vysledky pH merania na 2., 7. a 14. deri po priprave gélov

—¢—

ALA.

Okrem liberacie lieCiva sa v praci hodnotili reologické
vlastnosti pripravenych hydrogélov. V pripade hydrogélu
na baze HPC bol zisteny pseudoplasticky charakter susta-
vy (obr. 6). Hydrogély na baze CHIT (obr. 5) a HEC
(obr. 7), ktoré obsahovali ALA, vykazovali vyraznejsi
tixotropny charakter stistav v porovnani s ich prisluSnymi
blankami. Na zaklade tohto faktu sa da predpokladat, Ze
alaptid zvySuje mieru tixotropie v hydrogéloch. Dal§imi
meraniami sa zistilo, Ze miera tixotropie sa ¢asom zvacSo-
vala.

Z hladiska problematiky pH — vzorka (€. 3) hydrogélu
zloZenia: 3% HEC s prisadou: 10% GL + 0,3% Sep.
HBR + 1% ALA dosahovala hodnoty (5,8) zodpovedaj-
tce fyziologickym hodnotdm pH koZe a to aj po 14.
diioch po priprave. V pripade hydrogélu (vzorka ¢. 2)
2,5% HPC s prisadou: 5% PG + 0,3% Sep. HBR + 1%
ALA sa hodnoty pH pohybovali v rozmedzi 4,3—4.4.
Podobné hodnoty pH dosahoval i hydrogél (vzorka ¢. 1)
zloZenia 3% CHIT s prisadou: 15% PG + 0,3 % Sep.
HBR + 1% ALA (tab. 1). Nakolko nizke hodnoty pH by
mohli spdsobovat podrazdenie postihnutého miesta, pre-
to ich pripadné vyuZitie v praxi nie je vhodné, aj ked
mnozstvo uvolneného alaptidu bolo porovnatelné s ostat-
nymi hydrogélmi.

Pocas skladovania u vzoriek s alaptidom, ani
u blankov nedochadzalo k vyznamnému poklesu alebo
zvySeniu viskozity. Z toho vyplyva, Ze pouZity kon-
zervant Sepicide HBR bol uc¢inny a pocas doby trvania
experimentov zabranil mikrobidlnej kontaminécii,
vplyvom ktorej by sa mohla radikalne zmenit visko-
z1ta.

Na zaklade vysledkov merania bol celkovo vyhodno-
teny hydrogél (vzorka ¢. 3) zloZenia: 3% HEC s prisa-
dou: 10% GL + 0,3% Sep. HBR + 1% ALA ako najv-
hodnejS$i pre formuldciu liec¢iva. Hodnoty pH
zodpovedali fyziologickym hodnotdm koZe a to i po 14
diioch po priprave. Z hladiska liberdcie sa uvolnilo
z tohto gélu najvysSie percento alaptidu. Pri porovnani
reologickych vlastnosti gélov, dosahoval gél tohto zlo-
Zenia ziaduci tixotropny charakter, ktory s ¢asom nara-
stol.

Zo ziskanych vysledkov mozno konstatovat, Ze z hla-
diska uvolilovania a permeécie alaptidu cez membranu je
najvyhodnejSia membrana — tenké ¢revo. V pripade dal-
Sich membran boli rozdiely vysledkov vysoko Statisticky
vyznamné (nizka permedcia alaptidu).

Vyskum bol podporeny grantom VEGA ¢. 1/0024/11 a FaF UK
¢.2/2011

pH vzorka ¢. 1 blank ¢. 1 vzorka ¢. 2 blank ¢. 2 vzorka ¢. 3 blank ¢. 3

2. deii 4,58 447 433 4,44 578 5,88

7. deii 4,60 447 438 442 577 5,90

14. deit 461 4,49 4,40 441 578 5,89
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tlivymi lie¢ivami a ochoreniam spdsobenymi muticiami
génov.

V nadviznosti dalej st strucne popisané aspekty
napétovo zavislych vapnikovych kandlov a ochoreniam,
ktoré si s nimi spojené.

Zaver ucebného textu tvori problematika draslikovych
kandlov, od véapnika zdvislych draslikovych kanalov
a hyperpolarizaciu aktivované cyklickymi nukleotidmi
modifikované kandly a ich farmakologické a patofyzio-
logické aspekty.

Cely ucebny text je napisany koncizne , strucne a jas-
ne. Dopliia ho 40 velmi nazornych obrazkov, ktoré ilus-
truju najddlezitejSie partie ucebnej matérie.

Vydanie tohto textu povaZzujem za vyborny edi¢ny ¢in,
pretoZe vhodnou formou dopiiia zdkladné a profilové
predmety farmaceutického $tidia. Je vhodnym dvodom
do stidia dynamicky rozvijajicej sa problematiky, ktora
zohréava v naSom poznani vztahu lie¢ivo a choroba oraz
dolezitejsiu ulohu.

J. CiZmdrik
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