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Streszczenie

W terminologii farmaceutycznej mukoadhezje definiuje si¢ jako przejsciowe faczenie si¢ danej postaci leku
z blong $luzowa. Jest to zjawisko bardzo wazne, a zarazem niezwykle ztozone. Sam proces taczenia opisywany jest
przez sze$¢ roznych teorii: zwilzania, elektronows, dyfuzyjna, adsorpcyjng, mechaniczng i ztamania. Wiadomo,
ze za adhezje do blony $luzowej odpowiedzialne sa gtéwnie oddziatywania elektrostatyczne, hydrofobowe, czy
wigzania wodorowe, jednak samo zjawisko nie zostalo do konica w pelni wyjasnione. Jak dotad trudno wskaza¢
najodpowiedniejsza metode badania mukoadhezji. W zaleznosci od rodzaju analizowanego materiatu i potrzeb
eksperymentu stosowanych jest kilka technik pomiarowych. W niniejszej pracy przedstawiono zestawienie naj-
czeéciej opisywanych w literaturze metod oceny mukoadhezji takich jak analiza reologiczna, pomiary tensome-
tryczne, mikroskopia sit atomowych, elipsometria, czy barwienie ztotem koloidalnym. (Farm Wspdt 2017; 10: 22-28)

Stowa kluczowe: mukoadhezja, hydrozel, bioadhezja, polimery, btona sluzowa
Summary

In the pharmaceutical nomenclature the term mucoadhesion is defined as temporary connection and adherence
of the dosage form to the mucosa. This phenomenon is very important and complex as well. It can be described
by six various theories i.e. wetting, electron transfer, diffusion, adsorption, mechanical and fracture. Although it
is known that bioadhesion is caused mainly by the occurrence of electrostatic forces, hydrophobic impacts and
hydrogen bonding, the phenomena of mucoadhesion is still not fully explained. Depending on the type of the tested
material and the purpose of the experiment, various measurement techniques are currently used. However, the best
method for mucoadhesion evaluation has not been determined so far. This paper briefly presents the mucoadhesion
measurement procedures most often described in the literature such as rheology and tensometric analysis, atomic
force microscopy, ellipsometry or colloidal gold staining. (Farm Wspot 2017; 10: 22-28)
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Wprowadzenie nowoczesnych postaci leku pozwala znaczaco wydtuzy¢

Skutecznoé¢ dzialania wiekszosci formulacji poda- czas kontaktu formulacji z miejscem zmienionym choro-
wanych lokalnie zalezy w duzej mierze od czasu ich prze- bowo. Zapewnia to jednoczeénie dluzsze dziatanie leku,
bywania w miejscu aplikacji. W przypadku preparatéw aw przypadku substancji o aktywnoéci ogélnoustrojo-
stosowanych na blony §luzowe kluczowa role odgrywa wej, moze poprawi¢ dostgpnos¢ biologiczng, w porow-
zjawisko mukoadhezji [1,2]. Wykorzystanie polimeréw naniu z tradycyjnymi postaciami [3-6]. Pomimo, ze

o wlasciwoséciach mukoadhezyjnych przy projektowaniu pierwsze badania nad polimerami mukoadhezyjnymi
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byly prowadzone juz w latach 80-tych ubiegltego stulecia,
zjawisko to nie zostalo dotychczas w pelni wyjasnione
[7]. Powstaje ono w wyniku bezposredniego kon-
taktu polimeru z blong $§luzowg. Mechanizm takiego
oddziatlywania jest zlozony i zalezy miedzy innymi
od wystepowania wigzan jonowych, kowalencyjnych,
wodorowych, sil van der Waalsa oraz oddziatywan
hydrofobowych [8-10]. Proces powstawania mukoadhe-
zji mozna podzieli¢ na dwie fazy. W pierwszej, polimer
ulega zwilzeniu, po czym nastepuje jego wzajemne
przenikanie si¢ z mucyng obecna w blonie $luzowe;.
W drugim etapie polaczenie zostaje utrwalone poprzez
powstawanie wymienionych powyzej wigzan, pomiedzy
fancuchami obu polimeréw [6]. Jak dotad sformulo-
wano sze$¢ gléwnych teorii opisujacych powstawanie
mukoadhezji. Pierwsza, okres§lana jako zwilzania
odnosi si¢ gtéwnie do ukladéw plynnych. Zaklada, ze
geneza procesu jest spontaniczne rozprzestrzenianie sie
badanego materiatu adhezyjnego na powierzchnibtony
$§luzowej oraz wnikanie w jej nieréwnosci, co stanowi
warunek konieczny do wystapienia adhezji. Zdolno$é
do rozprzestrzeniania oraz sita oddzialywania materiatu
z blong zalezg gléwnie od energii powierzchniowej obu
ukladéw. Wedlug teorii transferu elektronéw, warun-
kiem powstania oddzialywan pomiedzy blong i polime-
rem jest roznica ich struktur elektronowych. Wowczas,
w wyniku przeniesienia elektronéw, powstaje podwojna
warstwa fadunkéw réznoimiennych, czego efektem jest
wzajemne przycigganie sie obu powierzchni. Teoria
dyfuzyjna z kolei zaklada, ze taricuchy polimeru ulega-
jacego mukoadhezji przenikajg si¢ i splatuja z mucyna.
Stopien przenikania zalezy od dtugosci tancuchdw, ich
kompatybilnosci, powstajacego gradientu stezen oraz
czasu kontaktu. Zgodnie z teorig adsorpcyjna taczenie
sie polimeru z blona §luzowg jest przede wszystkim
wynikiem powstawania pofaczen hydrofobowych oraz
wigzan van der Waalsa. Teoria mechaniczna zaklada
klinowanie sie materiatu adhezyjnego w nieréwnosciach
blony. Odnosi si¢ to gléwnie do ukiadéw ptynnych.
Podstawg teorii ztamania jest definiowanie wielko$ci
mukoadhezji jako sity niezbednej do oderwania mate-
riatu od powierzchniblony, przy czym rozerwaniu ulega
struktura tego ukladu, ktéry charakteryzuje sie mniejsza
wytrzymaloécia [1,6,9].

Metody badania mukoadhez;ji

Pierwszym, niezwykle waznym etapem
badania mukoadhezji jest dobér odpowiedniego
ukladu modelowego, ktéry umozliwi stworzenie
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warunkéw jak najbardziej zblizonych do tych,
ktére panuja w ustroju. Najczesciej w tym celu
wykorzystuje si¢ hydrozele otrzymywane z blony
$luzowej jelit wieprzowych. Przy jej pozyskiwaniu
nalezy zwracaé szczegdlng uwage na usuniecie
wszelkiego rodzaju zanieczyszczen pochodzacych
z treéci pokarmowej, fragmentow tkanek oraz wydzie-
lin. Niewielkie fragmenty §luzéwki homogenizuje si¢
w warunkach izotonicznych, w obecnoéci fluorku
fenylometylosulfonylu (PMSF), azydku sodowego,
wersenianiu disodowego lub chlorku sodu. Powstaty
homogenizat odwirowuje si¢ w temp. 4°C i poddaje
procesowi dializy przez 24 h. Nastepnie z blony dia-
lizacyjnej zbiera si¢ warstwe powstatego hydrozelu,
ktéry po wysuszeniu mozna przechowywaé w temp.
-18°C. Tak przygotowany proszek wykorzystuje si¢
nastepnie do przygotowania roztwordw, hydrozeli
lub dyskéw nasyconych mucyng [11-13]. Niekiedy
jako tanszy zamiennik mucyny stosuje si¢ zelatyne
lub przeprowadza testy bezposrednio na wyprepa-
rowanych fragmentach jelit. Niestety w pierwszym
przypadku wyniki zazwyczaj nie odwzorowuja dobrze
rzeczywistych wla$ciwo$ci mukoadhezyjnych bada-
nego materiatu, w drugim natomiast charakteryzuja
sie niezadowalajaca powtarzalnosciag. W zaleznosci
od miejsca podania preparatu, do badan wykorzystuje
sie rowniez §luzéwke policzkow lub $luzdéwke pochwy,
najczesciej pochodzenia wieprzowego [14-16].

Metody badania mukoadhezji mozna podzie-
li¢ na bezposrednie i posrednie. Pierwsze oceniaja
sile konieczng do oderwania danego materiatu,
z uwzglednieniem czasu, jaki jest do tego potrzebny.
W tym przypadku powstale polaczenie poddaje si¢
zazwyczaj dzialaniu sily rozciagajacej, $cinajacej lub
procesowi zdzierania. Natomiast posrednie metody
oceniaja mechanizm powstawania zjawiska oraz rodzaj
interakcji pomiedzy polimerem a blong $luzowa. Do
najbardziej popularnych metod oceny mukoadhezji
zalicza si¢ analize reologiczng, pomiar tensometryczny,
pomiar z uzyciem analizatora tekstury i cylindra
rotacyjnego, elipsometrie, czy tez metode¢ barwienia
zlotem koloidalnym [1,6,9,17-20]. Wybrane przyklady
przedstawiono w tabeli 1.

Metody bezposrednie w badaniach mukoadhezji
Pomiary reologiczne

Pomiar reologiczny jest stosowany gléwnie do
oceny mukoadhezji formulacji ptynnych lub pot-
statych. Polega najcze$ciej na ocenie zmian lepkosci
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badanego materiatu (1)), bedacych efektem faczenia si¢
zmucyna [11]. Do obliczen wykorzystuje si¢ réwnanie:

Mo =M= Nm =1 ey
gdzie:
1, - lepko$¢ roztworu zawierajacego mucyne i polimer,
1., — lepko$¢ roztworu mucyny,
n, - lepkos¢ roztworu polimeru.

Obliczona zmiana lepkosci jest nastepnie wyko-
rzystywana do obliczenia sity adhezji wg. réwnania:

F=nyxy 2
gdzie:
F - sita adhezji,
n - lepkos¢
y — szybko$¢ $cinania.

Bardziej doktadnych danych dostarcza analiza
reologiczna w trybie oscylacyjnym. Sktad badanych
probek jest analogiczny jak w przypadku pomiaru
lepkosci, jednak wielko$ciami mierzonymi sg warto$ci
modutu sprezystosci (G’). Do obliczen wykorzystuje
si¢ rownanie:

AG = G iy - G’(polimer) + G’(mucyna) 3
gdzie:
G’y — modutl sprezystosci mieszaniny polimeru
i mucyny,
G (polimen — modul sprezystosci dla polimeru,
G’ modul sprezystosci dla mucyny [12,15,17,20].

mucyna)

Tensometr
Instron 3300
lilinois Tool Works

Pomiar tensometryczny

Analiza tensometryczna polega na bezposrednim
pomiarze sity niezbednej do oderwania badanego
materiatu od blony $luzowej lub jej syntetycznego
zamiennika. Pierwszym etapem jest doci$nigcie probki
sita w zakresie 0,1-10,0 N przez odpowiedni czas,
wynoszacy zazwyczaj 30-300 s. Podczas oddzielania
obu warstw rejestruje si¢ zalezno$¢ sity od czasu lub
drogi przebytej przez materiat oddzielany. Wynikiem
otrzymywanym jest praca adhezji w jednostce czasu
(lub dtugosci). Do tego rodzaju badan wykorzystuje
sie tensometry, analizatory tekstury (teksturometry)
[11]. Na rycinie 1 widoczne sa przyktadowe fotografie
tensometru Instron 3300 (Illinois Tool Works) oraz
teksturometru TA.XT plus (Stable Micro Systems).
Z kolei rycina 2 przedstawia przykladowy schemat
zestawu wykorzystywanego do badan mukoadhezji
metoda teksturometryczng z zastosowaniem $luzdwki
pochodzenia zwierzecego [16].

Przykladem zastosowania tensometru w bada-
niach mukoadhezji moze by¢ doswiadczenie opi-
sane przez Shojaei i wsp. Autorzy analizowali
wlasciwos$ci kopolimeréw kwasu akrylowego
z pochodnymi glikolu polietylenowego. Pierwszy etap
obejmowat przygotowanie dyskow polimerowych oraz
przytwierdzenie ich do szklanych plytek za pomoca
kleju cyjanoakrylowego. Nastepnie dyski zwilzano
roztworem soli fizjologicznej i po 5 min dociskano do
fragmentéw blony $luzowej pochodzacej z policzkow
wieprzowych ci¢zarem réwnym 8,6 g. Po uplywie
1 min platforme pomiarowg podnoszono z szybkoscia
50 pm/s i wykonywano pomiar wymaganej do tego

*

A

Analizator tekstury
TAXT plus
Stable Micro Systems

Rycina 1. Przyktadowe fotografie tensometru Instron 3300 [21] oraz analizatora tekstury TA.XT plus [22]
Figure 1. Examples of tensometer (Instron 3300) [21] and texture analyzer (TA.XT plus) [22]
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sity [23]. Inny rodzaj postepowania opisali Hauptstein
i wsp. Celem prowadzonych badan byta ocena zmian
wiasciwo$ci mukoadhezyjnych wybranych poliakryla-
néw po ich funkcjonalizowaniu grupami tiolowymi.
W pierwszym etapie §luzéwke pozyskang ex tempore
z jelita wieprzowego przytwierdzano do dna zlewki
za pomocy kleju cyjanoakrylowego i zalewano 0,1 M
HCI lub buforem fosforanowym o pH 6,8. Nastepnie
zlewke umieszczano na wadze i dociskano do sluzowki
przygotowane wczeéniej dyski polimerowe. Po 20 min
inkubacji dyski odrywano z predkoscig 0,1 mm/s. Site
potrzebna do podniesienia sensora obliczano na pod-
stawie zmian obcigzenia wagi [24].
Xuiwsp.ocenializkolei wtasciwoscimukoadhezyjne
termowrazliwych aerozoli donosowych zawierajacych
chlorowodorek fenylefryny. W tym celu przygotowane
zostaly dyski ze skompresowanej mucyny typu II,
pochodzacej z zoladkow wieprzowych. Nastepnie
dyski przytwierdzano do sondy pomiarowej z uzy-

symulowany so
zoladkowy (37°C)

statyw
do zamocowania
probki

ciem dwustronnej tasmy klejacej. Badane zele ogrze-
wano do temperatury 33°C i umieszczano w zlewce.
Sonde z dyskiem mucynowym dociskano z silg 5 g do
powierzchni zeli przez 180 s, a nastepnie odciggano
z predkoscia 0,5 mm/s na odlegto$¢ 5 mm [25]. Z kolei
Gok i wsp. przedstawili wyniki badan wlasciwosci
mukoadhezyjnych tabletek dopochwowych na bazie
kopolimeréw skrobi z poliakrylanami zawierajacych
progesteron, przeznaczonych do stosowania w wete-
rynarii. Po przytwierdzeniu tabletek do sensora
dociskano je do blony §luzowej o grubosci 2 mm,
wypreparowanej z owczej pochwy [26].

Pomiar z uzyciem cylindra rotacyjnego

Do badania mukoadhezji mozna wykorzystaé
réwniez aparat rotacyjny z cylindrami, wykorzysty-
wany do oceny dostepnosci farmaceutycznej z plastréw
transdermalnych. Igbal i wsp. oceniali wtasciwosci
koniugatéw poliakrylanéw z cysteing oraz kwasem

sensor

btona sluzowa
zolgdka wieprzowego

mieszadto
magnetyczne

Rycina 2. Model zestawu do pomiaru mukoadhezji z wykorzystaniem analizatora tekstury (zmodyfikowano na

podstawie [21])

Figure 2. The scheme of an experimental set for mucoadhesion testing with the use of texture analyzer (modified

(21])
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2-merkaptonikotynowym. Przed pomiarem, probki
polimeréw prasowano otrzymujac forme tabletek.
Nastepnie do cylindréw wykonanych ze stali nie-
rdzewnej przyklejano $luzéwke jelita wieprzowego,
do ktorej przytaczono tabletki. Tak przygotowane
cylindry umieszczono w zlewkach aparatu rotacyjnego,
wypelnionych buforem fosforanowym o pH=6,8.
Szybkos¢ rotacji cylindréw wynosita 100 obr./min.
Badanie polegalo na wizualnej obserwacji i pomiarze
czasu, po jakim tabletka ulegala oderwaniu od blony
$luzowej [27].

Metody posrednie w badaniach mukoadhezji
Mikroskopia sit atomowych

Zjawisko mukoadhezji moze by¢ takze analizo-
wane z zastosowaniem mikroskopii sit atomowych

(ang. Atomic Force Microscopy; AFM). Metoda ta
umozliwia wykonywanie zdje¢ powierzchni badanego
materialu z rozdzielczo$cia do jednego atomu. Dzieki
temu mozliwa jest rejestracja wigzan wodorowych
pomiedzy polimerem i mucyng, co wedlug teorii
adsorpcyjnej potwierdza istnienie zjawiska mukoadhe-
zji. Metoda AFM zostata zastosowana miedzy innymi
do oceny oddzialywan pomiedzy mucyna a pektynami
przez Srimaornsaka i wsp. W pierwszej kolejnosci
przygotowano roztwory pektyn, mucyny oraz ich mie-
szanin w wodzie dejonizowanej. Analiz¢ wykonywano
po nalozeniu roztwordéw na szkietka mikroskopowe
i doktadnym wysuszeniu w temperaturze pokojowe;j.
Oproécz wody dejonizowanej wykorzystano réwniez
0,1 M HCI. Nalezy jednocze$nie zauwazy¢, ze ograni-
czeniem tej metody jest brak mozliwosci zastosowania

TabelaI. Wybrane przyklady technik stosowanych w badaniu mukoadhezji

Table 1.

Selected experimental techniques applied in mucoadhesion testing

tiolowany poliakrylan oraz analiza reologiczna |wartosci G’ i G” analizowano przy [29]
tiolowana polialliloamina zmiennej czestotliwosci w zakresie
cylinder rotacyjny 0,1-20 Hz, stezenie mucyny: 1,5%
do badan wykorzystano sluzowke jelita
cienkiego poch. wieprzowego
tiolowana pektyna analiza reologiczna |badano przy naprezeniu scinajagcym w [30]
zakresie 0,5-10 Pa; roztwdér badanego
cylinder rotacyjny polimeru mieszano ze sluzem
pochodzgcym z jelita cienkiego
sprasowany polimer dociskano do
fragmentu jelita cienkiego
hydrozel oraz mikroczgstki na |analiza reologiczna |wartosci G’ i G” analizowano przy [15]
bazie niskometylowanej zmiennej czestotliwosci w zakresie
pektyny z dodatkiem kwasu 0,03-5 Hz;
hialuronowego
kopolimery kwasu akrylowego |pomiar z uzyciem badano site potrzebg do zerwania wigzan [23]
i PEG tensometru mukoadhezyjnych przy szybkosci
poruszania sie platformy - 50 pym/s
koniugaty Eudragitu®: Eu-SH i | pomiar z uzyciem badano site potrzebng do zerwania [24]
Eu-S-MNA tensometru wigzan mukoadhezyjnych przy szybkosci
odrywania polimeru od tkanki — 0,1 mm/s.
hydrozele na bazie pomiar z uzyciem oddalano sonde z dyskiem mucynowym [25]
poloksameru P407 i P188, analizatora tekstury |[od zelu z predkoscig 0,5 mm/s na
e-polilizyny i hialuronianu sodu odlegtos¢ 5 mm
pochodne kwasu akrylowego |pomiar z uzyciem analize wykonywano przez 24 h przy [27]
tj. PAAs, PAAs-cys i PAA- cylindra rotacyjnego | predkosci obrotowej cylindra - 100 rpm
cys- 2MNA
pektyny mikroskopia sit zdjecia mikroskopowe wykonywano z [18]
atomowych czestotliwoscig 2Hz; dodatkowo
zmierzono potencjat zeta i rozmiar czgstek
uzywajgc Zetasizer 3000HSA
hydrozele na bazie elipsometria - [11]
pochodnych celulozy (CMC,
HEC)

26
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buforéw fosforanowych ze wzgledu na zjawisko inter-
ferencji jonéw. Po wykonaniu zdjeé poréwnano ilosci
zaadsorbowanych czgsteczek polimeru z ilo$cig nieza-
adsorbowanych i na tej podstawie oceniono zdolnos¢
polimeru do taczenia si¢ z mucyna [18].

Elipsometria

W metodzie elipsometrycznej wykorzystuje sie
zjawisko zmiany wspolczynnika zatamania §wiatla (n),
bedace efektem adsorpcji polimeru na powierzchni, na
ktérej znajduje sie warstwa mucyny. Badania w tym
zakresie prowadzili miedzy innymi Ivarsson i wsp.
Autorzy analizowali mukoadhezj¢ wybranych poli-
merdéw do mucyny zaadsorbowanej na powierzchni
metylowanej krzemionki. Zaproponowana w pracy
procedura pomiarowa nie jest skomplikowana i zostata
podzielona na 4 etapy obejmujace kolejno: i) pomiar
wspoélczynnika zalamania $wiatta metylowanej
krzemionki w celu eliminacji tla, ii) wprowadzenie
do kuwety pomiarowej 1% roztworu mucyny, iii)
przeptukanie kuwety buforem w celu usuniecia nad-
miaru niezaadsorbowanej mucyny, iv) wprowadzenie
do kuwety roztworu polimeru mukoadhezyjnego.
Przez caly czas trwania eksperymentu rejestrowano
warto$¢ wspolczynnik zatamania §wiatta. Wyniki
przedstawiono w formie graficznej jako zalezno$¢ n
od czasu [11].

Barwienie ztotem koloidalnym

Do oceny mukoadhezji mozna réwniez zastoso-
waé pomiar spektrofotometryczny w zakresie $wiatfa
widzialnego. W tym celu nalezy otrzyma¢ kompleks
mucyny ze zlotem, a nastepnie zmierzy¢ wartosé
absorbancji przy dtugosci fali réwnej 525 nm. Kolejnym
etapem jest ocena zmian absorbancji zachodzacych
podczas stopniowego dodawania kompleksu do roz-

Pismiennictwo

tworu polimeru. Wada opisanej metody jest mozliwo$¢
prowadzenia pomiaru jedynie w srodowisku kwasnym
[28].

Podsumowanie

Mukoadhezja to zjawisko bardzo zlozone, ktore,
mimo Ze jest badane od prawie 40 lat, wcigz stanowi
temat licznych dyskusji, zaréwno w odniesieniu do
teorii wyjasniajacych jego nature, jak réwniez narzedzi
wykorzystywanych do jego oceny. W niniejszej pracy
przedstawiono jedynie niewielki wycinek z bardzo
obszernej bazy literaturowej, ktéry jednak jednoznacz-
nie wskazuje na to, ze pomimo opracowanych wielu
technik pomiarowych, poczawszy od prostej analizy
mechanicznej, a skonczywszy na niezwykle zaawanso-
wanej analizie mikroskopowej, nie sposob wskazac tej
najbardziej odpowiedniej. Wyniki uzyskane réznymi
metodami lub chociazby z zastosowaniem réznych
procedur pomiarowych moga znacznie od siebie
odbiega¢. W kolejnej czesci zostana opisane wlasci-
wosci najbardziej znanych polimeréw naturalnych
(chitozan, guma guar, guma gellan) oraz syntetycz-
nych (pochodne celulozy, alkoholu poliwinylowego
oraz polihydroksymetakrylanu), wykorzystywanych
w technologii preparatéw mukoadhezyjnych.
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