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Streszczenie

Inhibitory 3-hydroxy-3 - reduktazy ko-
enzymu metyloglutarylu s bardzo popular-
ne w terapii hipercholesterolemii. Aktual-
nie w piSmiennictwie pojawiaja sie doniesie-
nia na temat nowych dzialan i wskazan
terapeutycznych dla podawania statyn. Opi-
sywane jest ich dzialanie immunomoduluja-
ce, przeciwzapalne i wspomagajace minerali-
zacje kosci. W Kklinicznych doniesieniach
mowi sie 0 mozliwosci ich zastosowania w te-
rapii miejscowej lupiezu pstrego, rumie-
nia i tuszczycy.

W niniejszej pracy sporzadzono i prze-
badano formulacje zelowe zawierajace sim-
wastatyne, otrzymane na bazie Carbopolu
2020 z dodatkiem wybranych substancji po-
mocniczych: Tween 20, glikol propylenowy,
glicerol, PEG 400. Oceniono ich wlasciwosci
reologiczne i dostepnos¢ farmaceutyczng
simwastatyny.

Slowa kluczowe: hydrozele, Carbopol, staty-
ny, simwastatyna, stany zapalne skory, reolo-
gia, dostepnos¢ farmaceutyczna

Summary

The inhibitors of 3-hydroxy-3-methylo-
glutaryl coenzyme-A reductase are very pop-
ular in hipercholesterolemia therapy. Accord-
ing to current publications statins can be also
used in other medical indications. In addi-
tion to fundamental cholesterol lowering ac-
tivity statins give other effects as well, for
example immunomodulating and anti-in-
flammatory effect, they promote bone mine-
ralization. The anti-inflammatory activity
has been described in few articles and clinical
letters. Systemic or topical use of statins can
be beneficial in alopecia, erythema, psoria-
sis.

In the following paper prepared and test-
ed formulations including simvastatin gel
obtained from the Carbopolu 2020 with the
addition of selected excipients: Tween 20,
propylene glycol, glycerol, PEG 400. Particle
size distributions, rheological characteristic
of formulations and pharmaceutical avail-
ability were carried over to all formulations.

Key words: hydrogels, Carbopol, statins,
simvastatinum, skin inflammation, rheology;,
pharmaceutical availability

WPROWADZENIE

Inhibitory 3-hydroxy-3 - reduktazy koenzymu
metyloglutarylu sg czesto stosowane w terapii hiper-
cholesterolemii. Aktualnie w piSmiennictwie sg
publikowane badania, dotyczace mozliwosci zasto-
sowania réwniez statyn w innych medycznych wska-
zaniach. Opisywane jest ich dzialanie immunomo-
dulujace, przeciwzapalne, a takze wspomagajace mi-
neralizacje kosci [1]. W doniesieniach klinicznych
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podkresla sie, iz ukladowe stosowanie statyn moze
zosta¢ poszerzone o ich miejscowe dzialanie wyko-
rzystane w terapii m. in. lupiezu pstrego, rumienia,
tuszczycy [2].

Sporzadzono formulacje zawierajace simwasta-
tyne, otrzymane na bazie Carbopolu 2020 i wybra-
nych substancji pomocniczych. Przeprowadzono dla
nich badania dostepnosci farmaceutycznej oraz oce-
niono ich wtasciwosci reologiczne. W pracy podjeto
probe otrzymania formulacji zelowych na bazie anio-
nowo-czynnego polimeru (Carbopol EDT 2020).
Carbopol EDT 2020 zostal zsyntetyzowany w efekcie
poszukiwania polimeréw kwasu akrylowego zapew-
niajacych lepsza dyspersje substancji w wodzie,
mniejszg podatno$¢ na zbrylanie oraz prostsze prze-
noszenie w czasie procesu technologicznego, a takze
mozliwos¢ utrzymywania si¢ zwigkszonej (odpo-
wiedniej) lepkosci przed neutralizacjg [5].

Opisane cechy polimeru ulatwiajg przygotowa-
nie przy jego wykorzystaniu dyspersji z substancjami
trudno rozpuszczalnymi w wodzie, a do takich nale-
zy takze simwastatyna [3-5]. Pismiennictwo podaje,
ze po aplikacji zelu otrzymanego z Carbopolu, jego
wyglad i stopien przylegania do skoéry stopniowo
zmienia si¢ w ciggu kilkudziesieciu minut. Po odpa-
rowaniu z danej formulacji wiekszosci wody, polimer
uzyskuje maksymalng przyczepnos$¢ do skory i prze-
zroczystos¢ [6].

Preparaty sporzadzane na bazie Carbopolu EDT
2020 cechuja sie duzg bioadhezjg i trwaloscig [7].
Dlatego zdecydowano o podjeciu badan nad oceng
wlasciwoéci formulacji z simwastatyng opracowa-
nych na bazie tego polimeru. Ponadto w niniejszej
pracy oceniono wplyw dodatku wytypowanych sub-
stancji pomocniczych, takich jak: glikol propyleno-
wy, glicerol, glikol polioksyetylenowy i Tween 20 na
wlasciwoéci otrzymanych hydrozeli. Zastosowane
substancje pomocnicze dobrano tak, aby nie wply-
waly na pH formulacji a wspomagaly rozpuszczal-
no$¢ simwastatyny i docelowo korzystnie wplywaly
na uwalnianie substancji czynnej [9].

MATERIAL I METODY
Odczynniki

- Simwastatyna (Simvastatinum, FP VIII), Pol-
pharma;

- Glicerol (Glicerolum 86%, FP VIII), Chempur,
Piekary Slqskie;

- Glikol propylenowy (Propylenglicolum, FP
VIII), Sigma Chemicals Co.;

- Tween 20 (Polisorbitanum monolaurlatum, FP
VIII), Uni Gema QC Laboratory;

- PEG 400 (Polioxyethylenoglycolum, FP VIII),
Fluka;

- Carbopol EDT 2020, Lubrizol, Ketenislaan;

- NaOH (0,1M), Chempur, Piekary Slgskie;

- Woda oczyszczona.

Aparatura

- Pionowe komory dyfuzyjne typu Franza, Han-
son Research;

- Pehametr Multifunction Computer Meter CX741
Elmetron;

- Blona pdlprzepuszczalna Cellulose ester (CE)
300000Da;

- Reometr cyfrowy typu plytka-stozek Brookfield
DV-III wersja 3.0 z programem Rheocalc 2.4 for
Windows, polaczony z termostatem tazniowym
PGWE-1 firmy Medingen, Stozek CP-51;

- Spektrofotometr Jasco V-650, seria AO20161150;

- Waga analityczna GENIUS SARTORIUS MCI.

Technologia sporzadzonych formulacji

Sporzadzono cztery formulacje z Carbopolem
2020 réznigce sie rodzajem zastosowanych substan-
¢ji pomocniczych. Zawarto$¢ simwastatyny w kaz-
dym hydrozelu wynosifa 1%.

Odwazone nawazki Carbopolu zsypano na po-
wierzchnie odpowiednio odgazowanej wody w zlew-
ce i pozostawiono do specznienia, nastepnie miesza-
no az do uzyskania jednorodnego ukladu. Roztwory
zobojetniono do pH 6-8, za pomocg 0,1 M NaOH. Po
zzelowaniu ukladu i wprowadzeniu simwastatyny
dodawano do poszczegoélnych formulacji odpowied-
nie substancje pomocnicze. Sklady otrzymanych for-
mulacji zestawiono w tabeli 1.

Pomiar lepkosci

Pomiary lepkosci przeprowadzono przy pomocy
reometru firmy Brookfield DV-III typu ptytka-sto-
zek CP-51, polaczonego z termostatem tazniowym.
Badanie reometryczne przeprowadzono dla poszcze-
golnych formulacji w temp. 32°C przy zmiennej szyb-
kosci $cinania, a zakresy jej podano w tabeli 2.

W czasie pomiaru wyznaczono 20 punk-
tow, z czego 10 z przyrostem predkosci obrotow stoz-
ka, po czym kolejne 10 punktéw z predkoscia maleja-
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TaBELA 1. Sklad jako$ciowy badanych formulacji

TaBLE 1. Composition of the tested formulations

Sktadnik podtoza [g] F1

0,1M NaOH

Simwastatyna

+

+
Carbopol 2020 +
Glikol propylenowy +

Glicerol _

PEG 400 -

Tween 20 -

Woda oczyszczona +

TaBELA 2. Eksperymentalnie wyznaczone stale szyb-
koéci écinania [s7']

TABLE 2. Experimentally determined constant shear
rate [s7']

Nr formulacji Szybko$¢ $cinania [s7']
F1 1,92-3,84
F2 1,92-2,30
F3 1,92-3,84
F4 1,92-3,84

cg. Dla formulacji F1, F3, F4 predkos¢ obrotow stozka
malata z kazdym kolejnym punktem o 0,05, nato-
miast dla formulacji F2 malata o 0,01, obroty stozka
CP-51 zmieniaty si¢ co 10 sekund.

Wyznaczanie pH otrzymanych formulacji

Pomiary wykonano dla kazdej formulacji trzy-
krotnie, odczytujac kazdorazowo wynik po 20 se-
kundach od zanurzenia elektrody w analicie. Obli-
czono $rednig warto$¢ pH oraz odchylenie standar-
dowe. Wyniki przedstawiono w tabeli 3.

Badanie uwalniania simwastatyny
z otrzymanych formulacji

Badanie dostepnosci farmaceutycznej simwasta-
tyny prowadzono z uzyciem pionowych komor Fran-
za o pojemnosci 7 ml. Komory te stuza do badania
uwalniania substancji gléwnie z pdlstatych postaci
leku w warunkach in vitro. Wedtug wytycznych FDA

komory Franza s3 odpowiednim sprzetem do tego
typu badan, poniewaz zapewniajg uzyskanie piono-
wego przeplywu medium, pozwalajacego na zacho-
wanie odpowiednich warunkéw badan [6]. Blona
potprzepuszczalna oddzielajgca komore donorowa
od akceptorowej zostala tak dobrana, aby nie wcho-
dzita w interakcje chemiczne z podfozem i uwalnia-
ng substancjg leczniczg oraz jej nie absorbowala.

W celu zapewnienia nieograniczonego uwalnia-
nia substancji czynnej, zastosowano blone pétprze-
puszczalng z estréw celulozy o wielkosci poréw
300000 Da. Wybrana wielko$¢ poréw umozliwia
swobodne przechodzenie substancji czynnej do pty-
nu akceptorowego. Metody farmakopealne nie poda-
ja dla tego typu badan temperatury prowadzenia do-
$wiadczenia. Badania prowadzono w temperaturze
32°C % 0,5°C, przyjmujac warto$¢ analogiczng jak
dla systeméw transdermalnych stosowanych na sko-
re. Badania prowadzono jednoczesnie z uzyciem 6 ko-
mor Franza, zaopatrzonych w mieszadlo magnetycz-
ne. Szybkos¢ pracy mieszadet magnetycznych wyno-
sita 50 obrotéw na minute¢. Ptynem akceptorowym
byta woda podwodjnie destylowana, odgazowana.

Objetos¢ plynu akceptorowego i czestotliwosé
pobierania prébek dobrano tak, aby zachowane byly
podczas catego procesu warunki sink [8]. Po pobra-
niu probki nastepowalo automatyczne uzupelnienie
plynu w komorze akceptorowej. Ilo§¢ substancji
czynnej, ktéra przeszta do plynu akceptorowe-
go w czasie prowadzenia procesu uwalniania, zostata
oznaczona spektrofotometrycznie przy analitycznej
dlugosci fali A = 238 nm, po wykresleniu krzywej
wzorcowej o rownaniu y = 0,0008 + 0,5498*x. Wi-
dmo dla simwastatyny, na podstawie ktérego wyzna-
czono analityczng dlugos¢ fali przedstawiono na ry-
cinie 1. Przeprowadzona analiza statystyczna pozwo-
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Ryc. 1. Widmo dla wodnego
Q2,95 4 roztworu simwastatyny [opraco-
S wanie wlasne]
8 245
o F1G. 1. Aqueous solution of
§ 1,95 4 simvastatin spectrum [experi-
B 145 mentally determined]
o
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—
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TaBELA 3. Warto$ci pH badanych formulacji. Oznaczenia formulacji odpowiadaja sktadowym podanym w tabeli 1

TaBLE 3. pH values tested formulations. Symbols correspond with compositions of the tested formulations in
table 1

Numer formulacji pH pH $rednie (n = 3, SD)
1 2 3
F1 5,249 5,250 5,251 5,250 £ 0,0010
F2 4,657 4,652 4,655 4,655 + 0,0025
F3 4,437 4,437 4,339 4,404 + 0,0565
F4 5,825 5,823 5,825 5,824 £ 0,0011

n - liczba pomiardéw

TaBELA 4. Granice plynigcia dla badanych formulacji

TABLE 4. Field stress tested formulations

Formulacja Granica plyniecia [N/m?]
F1 26,7
F2 96,3
F3 43,1
F4 27,0
lita  stwierdzi¢, ze warto§¢ wyznaczonego

wspolczynnika korelacji dla krzywej wzorcowej jest
istotna statystycznie (p < 0,05, r > 0,9978).

WYNIKI I OMOWIENIE

W trakcie badan oceniono wlasciwosci fizyko-
chemiczne i reologiczne formulacji oraz zbadano do-
stepno$¢ farmaceutyczng simwastatyny. Po wyzna-

czeniu pH ocenianych hydrozeli stwierdzono, ze
uzyskane wartos$ci mieszczg si¢ w zakresie 4,0-5,9.
Zalozono, ze lekko kwasny odczyn opracowanych
sktadow zapewni stabilne srodowisko dla simwasta-
tyny oraz korzystne warunki dla zachowania jakosci
postaci. Przyjeto ten poziom pH jako odpowiedni,
gdyz Carbopol EDT 2020 wykazuje duzg odpornos¢
na jony H*, a uzyskanie konsystencji zelu nie wyma-
ga alkalizacji dyspersji niniejszego polimeru do od-
czynu wyraznie alkalicznego, co zasadniczo jest za-
lecane w technologii sporzadzania roztworéw poli-
meré6w kwasu akrylowego. Uzyskane wyniki
przedstawiono w tabeli 3.

W badaniach reologicznych stwierdzono, ze for-
mulacje roznily sie lepkoscia. Uzyskane dla hydroze-
li krzywe plynigcia nie byly liniami prostymi i nie
przechodzily przez poczatek uktadu wspotrzednych,
czyli zaliczamy je do cial plastycznych. W tabeli 4 ze-
stawiono wyznaczone wedlug modelu Cassona'a
granice plyniecia dla badanych formulacji.

Oceniajgc uzyskane krzywe plynigcia (rycina 2)
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nym w tabeli 1

F1G. 2. Flow curves tested formulations. Symbols correspond with compositions of the tested formulations in

table 1

stwierdzono, ze formulacja F3, z dodatkiem PEG 400,
charakteryzowala si¢ korzystnymi cechami organo-
leptycznymi, ponadto nie zaobserwowano w niej
nadmiernego uplynnienia pod wplywem $cinania.
Formulacje z dodatkiem glikolu propylenowego
(F1) i z dodatkiem glicerolu (F4) uzyskaly najnizsze
wartoéci granicznego naprezenia $cinajacego, co
wskazuje na nieco mniej sztywng strukture w po-
réwnaniu do formulacji z dodatkiem Tweenu 20
(F2) 1 PEG 400 (F3). Ich aplikacja na skdére powinna
by¢ zatem fatwiejsza.

Zdecydowanie najwyzsza warto$cia granicznego
naprezenia $cinajacego charakteryzuje sie formula-
cja z dodatkiem Tween 20 (F2). Wykazuje ona bardzo
sztywna strukture, co warunkowaé powinno jej dtu-
gie utrzymywanie si¢ na skorze. Jednakze zbyt sztyw-
na struktura moze spowodowa¢ trudnosci z aplika-
cja preparatu. Przebadane formulacje wykazuja
rowniez wlasciwosci tiksotropowe, co zostalo po-
twierdzone przy pomocy testu petli histerezy. Na ry-
cinie 3 umieszczono przykladowsa petle histerezy dla
formulacji z glikolem propylenowym (F1).

Uwalnianie simwastatyny z formulacji przepro-
wadzono metoda opisana w czesci Material i metody.
Prébki ptynu akceptorowego w ilosci 3,5 ml pobiera-
no co 30 minut przez kolejne 4 h. Ilo§¢ uwolnionej
simwastatyny okreslono przeprowadzajac oznacze-
nie spektrofotometryczne. Dla kazdej formulacji

uwalnianie prowadzono w 6 komorach Franza i na-
stepnie obliczono $redni % uwolnionej simwastaty-
ny. Przebieg procesu uwalniania simwastatyny
przedstawiono na rycinie 4.

Analiza uzyskanych danych zostata przeprowa-
dzona przy uzyciu programu Statistica 7.1. Przed
przystapieniem do wykonania wlasciwego testu sta-
tystycznego sprawdzono, czy zostaly spelnione wa-
runki dotyczace normalnosci rozkladu oraz jedno-
rodnosci wariancji. W celu wykazania normalno$ci
rozkladu postuzono si¢ testem normalnosci rozkladu
W. Shapiro-Wilka, gdzie p = 0,9657, ktorego warto$¢
wskazuje na rozklad normalny.

Kolejnym warunkiem jednoczynnikowej anali-
zy wariancji jest jednorodno$¢ warianacji, ktorag
sprawdzono testem Browna-Forsythe’a. W celu wy-
kazania réznic pomiedzy iloscig simwastatyny uwol-
nionej z poszczegdlnych formulacji postuzono si¢
jednym z testéw post hoc - wykorzystujac test Fishera
NIR. Na podstawie przeprowadzonej analizy stwier-
dzono, ze dla wszystkich par $rednich réznice sg
istotne statystycznie, poniewaz wartosci p s3 mniej-
sze od zalozonego poziomu istotnosci 0,05. Zatem
analiza danych wskazuje, ze rodzaj uzytej substancji
pomocniczej wplywa na stopient uwolnienia simwa-
statyny, co przedstawiono na rycinie 5.

Na podstawie przeprowadzonych pomiaréw
stwierdzono, ze najwiecej simwastatyny w ciagu 4h
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uwolnilo si¢ z formulacji uzyskanych z dodatkiem
glikolu propylenowego (F1) oraz glicerolu (F4). Uwal-
nianie z formulacji F3 uzyskanej z dodatkiem PEG
400 mialo charakter przedluzonego uwalnia-
nia i przebiegalo najwolniej. Reasumujac, na podsta-
wie przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze
uzyskane wyniki roznig si¢ pomiedzy sobg w sposéb

statystycznie istotny. Stwierdzono takze, ze dodatek
substancji pomocniczych, tj. glicerolu, glikolu propy-
lenowego i Tween 20 wplywa na wzrost stopnia uwal-
niania simwastatyny z podlozy, sporzadzonych na
bazie Carbopolu ETD 2020. Natomiast odwrotny
efekt zaobserwowano dla formulacji z dodatkiem
PEG 400.
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WNIOSKI

1. Dodatek glicerolu, glikolu propylenowego i Twe-
en 20 do formulacji na bazie Carbopolu EDT
2020, korzystnie wplywa na intensywnos¢ uwal-
niania simwastatyny, jako substancji trudno
rozpuszczalnej w wodzie.

2. Polimer Carbopol EDT 2020, moze by¢ korzyst-
nym no$nikiem o pozadanych wlasciwosciach
reologicznych dla formulacji stosowanych miej-
scowo, zawierajacych trudno rozpuszczalne sub-
stancje.

3. Formulacje poddane badaniom s3a ukladami
nienewtonowskimi oraz z wyjatkiem formulacji
F2, wykazujg wlasciwosci tiksotropowe.
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