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Streszczenie

Witep. Terapia fotodynamiczna (ang. Photodynamic Therapy; PDT) jest jedng z alternatywnych metod lecze-
nia nowotworéw. W poréwnaniu z tradycyjnymi technikami stosowanymi w onkologii, takimi jak chirurgia,
chemio- i radioterapia, PDT charakteryzuje sie przede wszystkim mniejsza inwazyjnoscig. PDT jest odmiang
fotochemioterapii, w ktorej $wiatto jest wykorzystywane do wzbudzenia substancji fotowrazliwych (fotouczulaczy)
skumulowanych w tkance nowotworowej, co prowadzi do jej zniszczenia. Fotouczulacze najczesciej aplikowane
sa w formie iniekgji dozylnych, co niestety niesie za sobg ryzyko wystapienia fotowrazliwoséci ogolnej. Biorac pod
uwage fakt, Ze gléwnym obszarem zastosowan PDT s3 nowotwory wystepujace w skorze lub blonach $luzowych,
uzasadnione wydaja si¢ badania majace na celu opracowanie nosnikéw dla fotouczulaczy, ktére umozliwig ich
aplikacje bezposrednio na tkanke nowotworows. Cel. Przedmiotem badan przedstawionych w niniejszej pracy
byto opracowanie skiadu oraz ocena wlasciwosci hydrozeli termowrazliwych zawierajacych blekit metylenowy
(BM). Materiat i metody. Do przygotowania hydrozeli wykorzystano polimer syntetyczny - poloksamer 407.
Zawarto$¢ sktadnika aktywnego wynosita 0,01%. Jako substancje konserwujaca zastosowano chlorek benzalko-
niowy. Ponadto w sktad zeli wchodzil eter monoetylowy dietylenoglikolu (Transcutol®), petniacy role promotora
wchlaniania. Otrzymane zele poddano analizie reologicznej, obejmujacej testy ptyniecia w trybie kontrolowanej
predkosci $cinania i kontrolowanego naprezenia $cinajacego, testy pelzania i powrotu sprezystego oraz ocene wia-
$ciwosci lepkosprezystych w oparciu o wyniki analizy oscylacyjnej. Przeprowadzono réwniez analize temperatury
zelowania wybranych formulacji. Wyniki. Wyniki przeprowadzonych badan $wiadcza o tym, ze badane zele to
uktady nienewtonowskie o cechach typowo pseudoplastycznych. Wiasciwosci sprezyste wszystkich preparatow
przewazaty nad wlasciwosciami lepkimi. Hydrozele nie wykazywaly wlasciwosci tiksotropowych. Dodatek chlorku
benzalkoniowego wplynat na usztywnienie struktury zeli, natomiast odwrotny efekt zaobserwowano po dodaniu
barwnika. Transcutol® wyraznie obnizat granice ptyniecia zeli. (Farm Wspdt 2017; 10: 211-222)

Stowa kluczowe: terapia fotodynamiczna, hydrozele, blgkit metylenowy, fotouczulacz
Summary

Introduction. Photodynamic therapy (PDT) is one of the alternative methods in cancer treatment. It is less
invasive than methods traditionally applied in oncology like chemo- and radiotherapy. PDT is a type of pho-
tochemotherapy with light employed in the excitation process of photosensitive substances (photosensitizers)
accumulated in cancer tissue, which results in its destruction. Photosensitizers are most commonly applied as
intravenous injections which are associated with the risk of systemic photosensitivity. Taking into consideration
the fact that PDT is mostly applied in skin and mucosa cancers, the studies aiming at the design of carriers applied
directly to the cancer tissue seem to be important. Aim. The aim of the study was the design and evaluation of



FARMACJA WSPOECZESNA 2017; 10: 211-222

thermosensitive hydrogels containing methylene blue (BM) in the concentration 0.01%. Material and methods. For
hydrogel preparation, poloxamer, a synthetic polymer was used. Also, preservative benzalkonium chloride (BC)
and absorption enhancer diethylene glycol monoethyl ether (Transcutol”) were used. Prepared gels were subjected
to rheological analyses, i.e. flow behavior tests in controlled rate and controlled stress modes, creep and recovery
tests and viscoelastic behavior analysis based on the oscillatory tests. Moreover, the analysis of gelation tempera-
ture was performed for selected formulations. Results. The obtained results indicate that the investigated gels are
non-Newtonian systems with shear-thinning properties. In all analyzed samples the elastic properties prevailed
over the viscous ones. The hydrogels revealed no thixotropic properties. An addition of BC resulted in the stiffen-
ing of gels structure, while after the addition of BM the opposite effect was observed. The addition of Transcutol®
significantly decreased yield stress value obtained for the investigated samples. (Farm Wspét 2017; 10: 211-222)

Keywords: photodynamic therapy, hydrogel, methylene blue, photosensitizer

Wstep na $wiatlo stoneczne powodujg one zmiane barwy na
Wedtug danych przedstawionych przez ciemniejszg. Warto nadmieni¢, ze terapia z wykorzy-
Stowarzyszenie Europejskich Lig Walki z Rakiem (ang. staniem psoralendéw (ang. Psoralen and Ultraviolet A,
Association of European Cancer Leagues, ECL) kaz- PUVA) jest po dzien dzisiejszy stosowana nie tylko
dego roku, u ponad trzech milionéw Europejczykow w maskowaniu bielactwa, ale réwniez pomocniczo
diagnozuje sie chorob¢ nowotworowsa [1]. Ze wzgledu w terapii takich schorzen, jak tuszczyca oraz atopowe
na postepujacy proces starzenia si¢ populacji oraz zapalenie skory [8,10].
wzrost ekspozycji na promieniowanie stoneczne jed- Skuteczno$¢ PDT zalezy od obecnoéci trzech ele-
nymi z najczesciej wystepujacych sa nowotwory skory. mentéw, takich jak: barwnik $wiatloczuty (fotouczu-
Zalicza sie do nich rak podstawnokomérkowy (basal lacz, fotosensybilizator), $wiatlo widzialne oraz tlen
cell carcinoma), kolczystokomdrkowy (squamous cell czasteczkowy. Pierwszym etapem jest aplikacja foto-
carcinoma) oraz czerniak zlodliwy (malignant mela- uczulacza, ktéry selektywnie kumuluje si¢ w tkance
noma) [2,3]. Wspolczesna onkologia dysponuje wie- zmienionej chorobowo. Absorpcja promieniowania
loma metodami walki z chorobami nowotworowymi. z zakresu 600-800 nm prowadzi do jego wzbudzenia,
Do najczesciej wykorzystywanych nalezg radio- i che- czego efektem jest generowanie wysoce toksycznego
mioterapia oraz chirurgia. Nalezy jednak zauwazy¢, ze tlenu singletowego. W rezultacie dochodzi do znisz-
leczenie tradycyjne nie zawsze pozwala na calkowite czenia komoérek rakowych [11]. W chwili obecnej prze-
usunigcie zmian nowotworowych. Ponadto jest obar- wazajaca ilo$¢ preparatow zawierajacych fotouczulacze
czone ryzykiem znacznego uszkodzenia tkanek zdro- jest przeznaczona do podania pacjentowi w formie
wych, co wydluza okres rekonwalescencji [4]. Od wielu iniekcji dozylnych. Taki sposdb aplikacji wigze sie¢
lat gtéwnym wyzwaniem w zakresie terapii onkologicz- z mozliwoécig wystapienia efektow ubocznych, ktdre
nej jest opracowanie metody gwarantujacej selektywne wynikaja z niedostatecznie selektywnej kumulacji
i efektywne niszczenie komdrek nowotworowych [5]. w tkance nowotworowej. Najczestszym i najbardziej
Jedna z coraz bardziej popularnych i powszechnie ucigzliwym dla pacjenta efektem niepozadanym jest
akceptowanych technik jest terapia fotodynamiczna ogolna fotowrazliwo$¢ skory, trwajaca niekiedy nawet
(ang. Photodynamic Therapy; PDT) [6,7]. Swiatlo jako kilka miesiecy [12]. Nalezy jednoczesnie zauwazy¢, ze
forma energii moze oddzialywac z materig i zmieniac wiekszos¢ nowotwordéw leczonych z wykorzystaniem
wlasciwosci substancji chemicznych. Juz od tysiecy lat PDT jest zlokalizowana wiasnie na powierzchni skory
promienie stoneczne wykorzystywano wspomagajaco lub blon §luzowych. Dlatego tez istnieje uzasadniona
wleczeniu réznego rodzaju schorzen [8,9]. Przyktadem potrzeba poszukiwania alternatywnych dla ogdlno-
moze by¢, sposob, wjaki starozytni Egipcjanie masko- ustrojowego sposobdw podania fotosensybilizatorow.
wali objawy bielactwa. W tym celu wykorzystywali sok W ciagu ostatnich kilku lat nastapil znaczny wzrost
zowocow aminka egipskiego (Ammi visnagae), ktérego intensywnosci badan w zakresie mozliwo$ci miej-
skfadnikami sg miedzy innymi zwigzki fotouczulajace scowego podania aktywnych fotosensybilizatoréow
z grupy psolarenéw. Po nalozeniu na skore i ekspozycji bezposrednio na powierzchnie nowotworu [13,14].
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Rozwigzaniem opisanego problemu wydaje sie by¢
aplikacja barwnikéw w formie masci, kremow lub zeli.
Na $wiatowym rynku farmaceutycznym dostepna jest
bardzo niewielka liczba tego rodzaju preparatéw. Do
najbardziej popularnych naleza kremy zawierajace
kwas §-aminolewulinowy lub jego estry. Zasadniczym
problemem jest jednak fakt, ze jako pro-leki substan-
cje te potrzebujg okreslonego czasu na uwrazliwienie
tkanki na dziatanie $wiatta. Okres ten w zaleznos$ci od
rodzaju nowotworu moze trwac kilka godzin [10,15].
W zwiazku z tym wskazane i pozadane jest opraco-
wanie preparatéw zawierajacych fotouczulacze, ktore
bezposrednio po wprowadzeniu do tkanki nowotwo-
rowej moga w wyniku absorpcji §wiatla generowac tlen
singletowy. Obecnie w leczeniu stosowany jest jeden
tego typu preparat o nazwie handlowej Photolon®,
zawierajacy fotouczulacz z grupy chloryn. Nosnikiem
dla leku jest podtoze masciowe o charakterze lipofilo-
wym. Jak wiadomo, biodostepnos¢ z takiego preparatu
moze by¢ ograniczona, miedzy innymi ze wzgledu na
wolniejszg dyfuzje leku z podloza lipofilowego, a tym
samym dtuzszy czas uwalniania.

Z przegladu pismiennictwa wynika, ze w takim
przypadku bardziej wydajny transport barwnikéw
przez naskodrek lub blony sluzowe moglyby zapewni¢
podloza hydrozelowe. Wzbogacone w promotory
wchlaniania hydrozele moga przyczynic si¢ do bardziej
wydajnej absorpcji fotosensybilizatoréw [15-21].

Celem badan przedstawionych w pracy byto
opracowanie skfadu, technologii otrzymywania oraz
ocena wlasciwosci hydrozeli termowrazliwych o poten-
cjalnym zastosowaniu jako podtoza dla fotouczulaczy
stosowanych w terapii fotodynamiczne;.

Jako substancje modelowa zastosowano biekit
metylenowy (BM, chlorek 3,7-bis(dimetyloamino)feno-
-5-tioazynowy). Jest to znany i w pelni scharakteryzo-
wany barwnik tiazynowy (rycina 1). Wykorzystywany
jest miedzy innymi jako wskaznik pH lub barwnik
w biologii. Wykazuje réwniez aktywno$¢ bakterio-
bojcza. Wedlug danych literaturowych BM posiada
takze cechy fotouczulacza. W wyniku absorpcji pro-
mieniowania z zakresu 600-900 nm jest zdolny do
generowania tlenu singletowego [17,18].

Orth i wsp. [22] prowadzili badania w zakresie
wykorzystania wodnych roztworéw BM w leczeniu
nowotworéw przewodu pokarmowego. Nastrzykujac
guzy wystepujace u myszy w rejonie okreznicy uzyski-
wali efekt w postaci zahamowania lub opdznienia roz-
rostu zmiany nowotworowej. Zauwazyli jednocze$nie,
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ze tkanki wymagaty naswietlania po zastosowaniu roz-
tworéw BM o stezeniu 0,1%. Natomiast w przypadku
stezenia rzedu 1% wzrost guzow ulegat zahamowaniu
nawet bez dostepu $wiatta. Stwierdzono réwniez, ze
blekit metylenowy wykazuje duze powinowactwo do
melaniny, z ktéra tworzy polaczenia kompleksowe.
Sugeruje sig, ze taka wlasciwos¢ moze by¢ korzystna
w terapii czerniaka. Badania nad tym zagadnieniem

N
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Rycina 1. Wzdr strukturalny biekitu metylenowego
Figure 1. The chemical structure of methylene blue

prowadzili miedzy innymi Link i wsp. [23,24] wyka-
zujac, ze w obecnosci BM wzrost i rozprzestrzenianie
sie przerzutéw ulegaly wyraznemu ostabieniu. Istnieje
réwniez prawdopodobienstwo, ze BM mozna bedzie
w przyszlosci stosowad w terapii nieoperacyjnego guza
przelyku oraz miesaka Kaposiego [22,25].

Jako sktadnik zelujacy badanych hydrozeli
zastosowano poloksamer 407 (Lutrol F-127). Jest to
syntetyczny kopolimer blokowy zbudowany z reszt
polioksyetylenu oraz polioksypropylenu. Rozpuszcza
sie w zimnej oraz goracej wodzie. W odpowiednim
stezeniu (> 15%) tworzy uklady termowrazliwe, ktére
w temperaturze 4-5°C wystepuja w postaci ciektej,
a podczas ogrzewania przechodzg w forme zelu o kon-
systencji polstalej. Takg wladciwo$¢ okresla sie mianem
odwrotnego zelowania termicznego [19,26]. Zjawisko to
jest efektem powstawania otoczki solwatacyjnej wokot
tancuchéw polimerowych w nizszych temperaturach.
W wyniku ogrzewania ukladu ruchliwos¢ czasteczek
wody wzrasta, nastepuje rozpad otoczek i fancuchy
zaczynajg oddzialywac bezposrednio ze sobg. W takich
warunkach lepkoé¢ hydrozelu wyraznie wzrasta [27].
W odniesieniu do preparatéw stosowanych na skdre lub
blony $luzowe taka wlasciwos¢ jest bardzo korzystna
ze wzgledu na fakt, ze podczas aplikacji preparatu
schtodzonego, w formie plynnej, mozna uzyskac lep-
sza penetracje tkanki, po czym w wyniku zestalenia
pod wplywem temperatury ciata preparat nie sptywa
i pozostaje w miejscu gdzie zostal nalozony. Ma to
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szczegdlne znaczenie przy wprowadzaniu do miejsc
trudno dostepnych np. w obrebie jamy ustne;j.

Material i metody

Materialy

Blekit metylenowy (BM, Nr serii 056K0739),
Transcutol” (TR, Nr serii MKBN8654V) oraz chlo-
rek benzalkoniowy (BC, Nr serii 1453187V) zostaty
kupione w Sigma Aldrich (Saint Louis, MO). Poloxamer
407 (Lutrol F-127, PF-127, Nr serii BCBL7069V)
zostal kupiony w BASF ChemTrade (Monheim am
Rhein, Germany). Wode dejonizowang otrzymywano
bezpoérednio przed badaniami z wykorzystaniem
zestawu Simplicity Water Purification System produk-
cji Merck Millipore (Darmstadt, Germany).

Sklad i sposob przygotowania hydrozeli

Hydrozele (tabela I) przygotowywano 24 h przed
zaplanowanymi badaniami. Odpowiednig nawazke
polimeru przenoszono do zlewki, w drugiej zlewce
przygotowywano wymagang ilo§¢ wody dejonizo-
wanej, schlodzonej wczedniej do temperatury 4-5°C.
Na kliszach celuloidowych przygotowywano osobno
nawazki blekitu metylenowego oraz chlorku benzal-
koniowego. Nastepnie przenoszono je do zlewki z woda
dejonizowang i dokladnie mieszano. Do roztworu
wprowadzano odpowiednig ilo§¢ Transcutolu’, po
czym ponownie mieszano. Tak przygotowana faze
wodng przenoszono do zlewki zawierajacej PF-127.
Uzyskane mieszaniny termostatowano w cieplarce
z funkcja chtodzenia KB 115 (Binder, Gleisdorf,
Austria) w temp. 4-5°C przez 24 h.

Tabela I.
Transcutol®; BC - chlorek benzalkoniowy)
Table I.

Ocena parametréw reologicznych

Do oceny wlasciwosci reologicznych wykorzy-
stano reometr HAAKE RheoStressl, wyposazony
w termostat HAAKE DC30 (ThermoElectron Corp.)
z oprogramowaniem HA AKE RheoWin Job Manager.
Badania prowadzono w ukladzie geometrycznym typu
plytka-ptytka o $rednicy 35 mm. Badane formulacje
przechowywano w temperaturze 4-5°C, w butelkach
ze szkla oranzowego. Przed pomiarem pobierano
strzykawka 1,5 cm’® i umieszczano w cieplarce KB115
(Binder, Gleisdorf, Austria) w temp. 37°C do zasty-
gniecia. Po 20 minutach prébke wprowadzano na
dolna ptytke ukladu geometrycznego i opuszczano
plytke gérng. Wysoko$¢ szczeliny pomiedzy ptytkami
wynosita 1,0 mm. Nadmiar prébki zbierano szpatutka.
Wszystkie badania reologiczne prowadzono w tem-
peraturze 32,0 £ 0,5°C. Po 2 minutach od naltozenia
probki (stabilizacja) wykonywano $cinanie wstepne
przy predkosci $cinania réwnej 200 s w czasie 5 s.
Wszystkie oznaczenia powtarzano trzykrotnie (n = 3).

Analiza rotacyjna
Krzywe plynigcia w trybie kontrolowanej szybkosci
Scinania

Wykreslenie krzywych ptyniecia i lepko$ci wyko-
nywano w zakresie predkosci $cinania 1,0 — 350,0 ™.
Czas pomiaru wynosit 10 s. Uzyskane wyniki przed-
stawiono na rycinie 2 w postaci zaleznosci naprezenia
stycznego od szybko$ci $cinania.

Krzywe plyniecia w trybie kontrolowanego naprezenia
scinajgcego

Analize przeprowadzono w zakresie wartos$ci
naprezenia stycznego 1,0 — 250,0 Pa. Czas pomiaru

Sktady hydrozeli wykorzystanych do badan (PF-127 - poloksamer 407; BM - bekit metylenowy; TR -

The compositions of the hydrogels used in the experiments (PF-127 — poloxamer 407; BM — methylene

blue; TR - Transcutol®; BC - benzalkonium chloride)

) PF-127/woda (20,0/80,0; w/w BM TR BC
Formulacja (ol ) [g] [a] [a]
1 100,0 - - -
2 q.s. 0,01 - -
3 qg.s. 0,01 5,0 -
4 q.s. 0,01 10,0 -
5 g.s. 0,01 5,0 0,075
6 g.s. 0,01 10,0 0,075
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wynosit 10 s. Uzyskane wyniki przedstawiono na
rycinach 3 i 4 w postaci zaleznosci szybkosci §cinania
oraz lepkosci od naprezenia stycznego.

Test pelzania i powrotu

W pierwszej kolejnosci probke poddawano dzia-
taniu naprezenia stycznego o wartosci 20 Pa w czasie
60 s. Nastepnie usuwano naprezenie styczne i badano
zachowanie probki w czasie 180 s (test powrotu).
Wyniki przedstawiono na rycinie 5 jako zalezno$¢
modutu podatnosci ] [1/Pa] od czasu. Podatnos¢ zde-
finiowano za pomocg réwnania 1:

J=y/t (1)

gdzie:
y - odksztalcenie [-]
T - naprezenie $cinajace [Pa]

Analiza oscylacyjna
Przemiatanie naprezeniem

Probki poddawano dzialaniu wzrastajacego napre-
zenia stycznego w zakresie 0,1-500,0 Pa, przy stalej
wartosci czestotliwosci oscylacji f = 1 Hz. Wyniki
przedstawiono na rycinie 6, w postaci zalezno$ci modu-
tow sprezystoéci G* oraz lepkosci G od zmiennego
naprezenia stycznego.

Przemiatanie czestotliwoscig

Prébki poddawano dziataniu wzrastajacej czesto-
tliwoéci oscylacyjnej f w zakresie 0,02-14,68 Hz przy
stalej wartosci naprezenia stycznego réwniej 10,0 Pa.
Warto$¢ naprezenia stycznego zostala wybrana na
podstawie linowego zakresu lepkosprezystoéci okreslo-
nego w badaniu prowadzonym ze zmienng amplituda
oscylacji. Wyniki przedstawiono na rycinie 7, w postaci
zalezno$ci modutéw sprezystosci G’ oraz lepkosci G”
od zmiennej czestotliwosci.

Ocena temperatury zZelowania

W odniesieniu do formulacji 1, 5 oraz 6 prze-
prowadzono test przemiatania temperaturowego
w warunkach oscylacji. Warto$¢ naprezenia stycznego
byla réwna 10,0 Pa, przy czestotliwosci oscylacji 1,0 Hz.
Podczas eksperymentu zastosowano przyrost tempe-
ratury w zakresie 15-25°C. Wyniki przedstawiono na
rycinie 8, jako zaleznos¢ modutu sprezystosci G od
temperatury.

Ocena szybko$ci utraty skladnikow lotnych z bada-
nych hydrozeli

Ocene szybkosci utraty sktadnikéw lotnych prze-
prowadzono dla prébek o pojemnosci 10 ml. Po schio-
dzeniu do temp. 4-5°C, kazda z probek przeniesiono
osobno na zwazong szalke Petriego o $rednicy 10 cm,
ponownie zwazono szalkiiumieszczono je w cieplarce.
Nastepnie szalki wazono po uptywie 1h, 2h, 4h oraz
5h. Wyniki badania przedstawiono jako zalezno$¢ %
pozostalo$ci masy hydrozelu od czasu.

Ocena trwaloéci BM w hydrozelach podczas prze-
chowywania

Ocene trwato$ci BM przeprowadzono dla formu-
lacji 51 6. W pierwszej kolejnosci wykres§lono widma
elektronowe kazdej z prébek korzystajac z kuwety
kwarcowej o dtugosci drogi optycznej I = 0,1 cm. Jako
odnosnik zastosowano podloze nie zawierajace foto-
uczulaczy. Nastepnie probki umieszczono w zlewkach
szklanych i zabezpieczono szczelnie filmem parafino-
wym. Jedng z probek przygotowanych dla kazdej z for-
mulacji przeniesiono do lodéwki (temp. 4-5°C), druga
natomiast umieszczono w cieplarce w temperaturze
25°C. W odpowiednich odstepach czasu wynoszacych
1h, 2h, 3h, 4h, 5h i 24 h probki wyjmowano i mierzono
warto$¢ absorbancji przy dlugosci 668 nm. Wyniki
przedstawiono na rycinie 9, jako zaleznos¢ zmiany war-
tosci absorbancji przy dtugosci fali 668 nm od czasu.

Wyniki i dyskusja

Jednym z warunkéw powodzenia terapii fotody-
namicznej w zakresie leczenia nowotworéw skornych
jest dobor wlasciwego nosnika dla fotouczulaczy,
wykazujacego m. in. odpowiednie wasciwosci reolo-
giczne, biozgodnos¢, brak interakeji ze skfadnikami
aktywnymi oraz substancjami pomocniczymi [9,10].
7 danych literaturowych wynika, ze wymienione
powyzej kryteria spetniaja polimery z grupy polok-
samerdw, bedace kopolimerami polioksyetylenu
z polioksypropylenem. Wybrany do badan poloksamer
407 jest uwazany za jeden z najmniej toksycznych
polimeréw syntetycznych, dlatego tez znalazl liczne
zastosowania w technologii farmaceutycznej oraz
przemysle kosmetycznym. Jest réwniez badany pod
katem mozIliwoséci wykorzystania w medycynie rege-
neracyjnej [16,28,29].

Material do badan stanowity hydrozele na bazie
poloksameréw zawierajace modelowy barwnik foto-
uczulajacy, blekit metylenowy oraz promotor wchta-
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niania, Transcutol. Na podstawie oceny wizualnej
przygotowanych ukltadéw mozna stwierdzi¢, ze doda-
tek Transcutolu nie wptywatl na jednorodnos¢ hydro-
zeli. Zaréwno bezpoérednio po przygotowaniu, jak
réwniez w trakcie przechowywania czy wykonywania
badan zele z jego dodatkiem byly jednorodne, transpa-
rentne, nie ulegaly wyraznym zmianom wizualnym.

Ocena parametrow reologicznych

Przed przystgpieniem do wlasciwych pomiaréw
reologicznych, probki poddawano tak zwanemu $cina-
niu wstepnemu (ang. pre-shearing). Uzasadnieniem dla
takiego postepowania jest uzyskiwanie bardzo zréznico-
wanych wynikéw, gdy probki byty badane bezposrednio
po nalozeniu na plytke. Opisany efekt byl szczegdlnie
zauwazalny przy niewielkich predko$ciach $cinania
(1-10s™). Zjawisko to mozna przypisaé procesom, jakim
podlegaja tancuchy polimerowe w trakcie $cinania.
W stanie spoczynkowym s3g one ulozone w sposéb
chaotyczny, natomiast w probce poddawanej naprezeniu
$cinajacemu o niewielkiej wartosci nastepuje ich rozpla-
tanie, az do ulozenia zgodnego zkierunkiem przeptywu
laminarnego. Ponadto $cinanie wstepne mozna uznaé
za moment wyciskania preparatu z pojemnika, nato-
miast $cinanie wlasciwe odzwierciedla aplikacje (np.
rozsmarowywanie na skdérze). W przypadku potsta-

tych preparatéw hydrofilowych stosowanych na skore,
optymalne wartoéci naprezenia stycznego osiggane
przy predkosciach $cinania rzedu 125-275 s powinny
miesci¢ si¢ w zakresie 87-250 Pa. Jest to szczegdlnie
istotne w procesie technologicznym podczas napetnia-
nia pojemnikéw, jak réwniez w trakcie pdzniejszego
stosowania przez pacjenta.

Krzywe plyniecia w trybie kontrolowanej szybkosci
Scinania oraz kontrolowanego naprezenia

Z analizy przebiegu krzywych plynigcia w trybie
kontrolowanej szybkosci $cinania (rycina 2) wynika,
ze badane hydrozele wykazuja wlasciwosci typowe
dla nienewtonowskich uktadéw pseudoplastycznych.
Jak wida¢ najwicksza gestoscig odznaczat sie hydro-
zel na bazie czystego PF-127. Natomiast po dodaniu
BM nastepowalo wyrazne uplynnienie struktury.
Podobny efekt odnotowano w odniesieniu do probek
zawierajacych Transcutol, przy czym byl on zalezny
od procentowej zawarto$ci TR. Odwrotne zjawisko
mialo natomiast miejsce po dodaniu chlorku ben-
zalkoniowego. Powyzsze obserwacje zostaly réwniez
potwierdzone z wykorzystaniem trybu kontrolowa-
nego naprezenia (rycina 3). Ponadto, z zaleznosci
lepkosci od naprezenia (rycina 4) mozna wywniosko-
waé, ze w badanych ukladach lepko$¢ poczatkowo
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Rycina 2. Krzywe plyniecia hydrozeli
Figure 2. The flow curves plotted for the hydrogels
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Rycina 3. Zalezno$é¢ predkoéci $cinania od naprezenia stycznego
Figure 3. The dependence of the shear rate on the shear stress
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Rycina 4. Zaleznos¢ lepkosci od naprezenia stycznego

Figure 4. The dependence of the viscosity on the shear stress

wzrastala, co odpowiadalo oporowi, jaki dziatajacej
sile stawiata przestrzenna sie¢ polimerowa, natomiast
po przekroczeniu pewnej warto$ci granicznej (granica
plyniecia) lepkosé¢ gwaltownie spadata, co $wiadczylo
o uplynnieniu zeli w wyniku $cinania (rozrzedzanie).

Test pelzania i powrotu sprezystego

Jedna z metod oceny wlasciwosci lepkosprezystych
materialéw jest test pelzania i powrotu sprezystego.
W pierwszej kolejnosci analizie poddano poczatkowe
warto$ci modutu podatnosci (J,) zmierzone dlat=0s.
Z przegladu pismiennictwa wynika, ze elastyczno$é
uktadu jest odwrotnie proporcjonalna do J, [30].
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Najwyzsze wartosci J, obserwowano w przypadku
probek zawierajacych TR w stezeniu 10%. Z przebiegu
wykreséw pelzania i powrotu (rycina 5) wynika réw-
niez, ze hydrozele zawierajace chlorek benzalkoniowy
reaguja w sposob bardziej sprezysty niz probki zawie-
rajace blekit metylenowy.

Analiza oscylacyjna

Pierwszym etapem badan byla ocena zmian war-
tosci modutéw G’ oraz G” przy zmiennym naprezeniu
stycznym oraz stalej czestotliwosci. Jak przedstawiono
na rycinie 6, przy niskich wartoséciach t obserwowano
nieznaczny wzrost G’ oraz spadek G”. Prawdopodobnie
takie zachowanie probek moze by¢ efektem $cinania
wstepnego i niecatkowitego powrotu do stanu pierwot-
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Rycina 5. Wyniki testow pelzania i powrotu sprezystego
Figure 5. The creep and recovery results
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Rycina 6. Wyniki uzyskane przy przemiataniu naprezeniem

Figure 6. The stress sweeping results
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nego [29]. Nastepnie wartosci obu modutéw nie ulegaty
wyraznym zmianom az do ok. 90,0 Pa, po czym naste-
powat wyrazny spadek G’ oraz wzrost G”. Przy okreslo-
nej wartosci t, charakterystycznej dla danej formulacji,
zachodzilo przeciecie obu krzywych, rozumiane jako
calkowite zniszczenie struktury. Warto$ci modutéw
G’ 1 G” rowniez $wiadczg o wyraznym wplywie TR
na spadek sprezystosci hydrozeli, przy czym efekt ten
jest mniejszy po dodaniu chlorku benzalkoniowego.
Nastepnie probki poddawano dziataniu zmiennej
czestotliwosci w zakresie 0,02-14,68 Hz. Jak wynika
z ryciny 7, w przypadku kazdej z badanych probek
obserwowano wyraznie przewazajgce warto$ci modutu
G’ nad G”. Swiadczy to o wlaéciwo$ciach sprezystych
badanych ukladéw. Jednocze$nie podczas przemia-
tania probek, w przypadku modulu G” odnotowano
nieznaczny spadek, ktéremu z kolei towarzyszyt
przyrost warto$ci G’. Moze to wynika¢ z oddzialywan
pomiedzy tancuchami polimerowymi, ktére nasilajg
sie (klinowanie) przy wzroscie czestotliwosci oscylaciji.

Ocena temperatury zelowania

Jak wspomniano wczeéniej, jedng z unikalnych
cech poloksamerdw jest zdolno$¢ do odwrotnego zelo-
wania termicznego, czyli wzrost lepkosci przy wzroscie
temperatury. Test wykonano dla czystego podloza oraz
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dwoch kompletnych formulacji rdznigcych sie zawar-
toécig Transcutolu’. Jak wida¢ na rycinie 8, réznice
w temperaturach zelowania miescily si¢ w zakresie
1°C, przy czym najszybciej zastygal czysty poloksamer,
a najpdzniej zel zawierajacy 10% TR. W przypadku
czystego PF-127 powstaly zel charakteryzowatl sie
rowniez najwyzsza sprezystoscia.

Szybko$¢ utraty skladnikéw lotnych

W przypadku preparatéw aplikowanych na skore
zjawisko utraty skladnikéw lotnych ma istotne zna-
czenie w odniesieniu do przewidywanej dostepnosci
farmaceutycznej sktadnika aktywnego, a co za tym
idzie, skutecznosci leczenia. Gtéwnym efektem jest
wyrazny wzrost lepkosci podloza, wptywajacy na
zmniejszenie szybko$ci dyfuzji substancji aktywnej
do kompartmentu zewnetrznego. Badane hydrozele
przechowywano w cieplarce w temperaturze charak-
terystycznej dla skory ludzkiej 32°C. W odpowiednich
odstepach czasu wazono prébki i obliczano procentowy
spadek masy. Jak wynika z ryciny 9, po 5 h obserwo-
wano ubytek masy w zakresie 60-70% od wartoéci
poczatkowej. Nie odnotowano jednak wyraznych
zaleznosci wynikajacych z réznic w sktadzie badanych
formulacji. Nalezy jednocze$nie zauwazy¢, ze czas
wymagany do absorpcji fotouczulaczy podczas PDT
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Rycina 7. Wyniki uzyskane przy przemiataniu czestotliwoscig

Figure 7. The frequency sweeping results
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Rycina 8. Przemiatanie temperaturowe Zeli w warunkach statej oscylacji
Figure 8. Temperature sweeping of the gels under constant oscillation
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Rycina 9. Procentowa zmiana masy zeli w wyniku ubytku sktadnikéw lotnych
Figure 9. The percent mass change of the gels as a result of the loss of volatile ingredients

moze siggac kilku godzin. Dlatego tez w przypadku Trwalo$¢ fotouczulaczy w warunkach przechowy-
pod1dz hydrozelowych nalezatoby rozwazy¢ zastoso- wania

wanie polimerowych opatrunkéw okluzyjnych ogra- Ocena trwalosci substancji aktywnych (API, ang.
niczajacych utrate sktadnikéw lotnych podczas terapii. Active Pharmaceutical Ingredient) obecnych w prepa-
Warto réwniez zwroci¢ uwage na dobdr substancji ratach farmaceutycznych to wazny aspekt w zakresie
pomocniczych i uwzgledni¢ mozliwo$¢ odparowania oceny ich przydatnosci w terapii. Brak tendencji API do
sktadnikéw lotnych oraz zmiany wladciwosci preparatu rozkladu warunkuje skutecznos¢ oraz bezpieczenstwo
w czasie aplikacji. podczas stosowania danego leku. Wstepna ocena sta-
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Rycina 10. Zmiany absorbancji przy A=668 nm wyznaczone dla zeli 5 oraz 6 podczas przechowywania w temp.

5,0+£0,5°C oraz 25,0+0,5°C

Figure 10. The changes of the absorbance at A=668 nm determined for the gels 5 and 6 during storage at

5,0+0,5°C and 25,0+0,5°C

bilnoéci umozliwia podjecie stosownych krokéw juz na
poczatku procedury badawczej odno$nie zmiany sktadu
lub ewentualnego wyeliminowania danej formulacji.
W pracy przeprowadzono ocene trwatosci blekitu mety-
lenowego obecnego w hydrozelach. Prébki przechowy-
wano bez dostepu swiatla, w temperaturze 4-5°C oraz
25°C. W pierwszym przypadku formulacje posiadaty
konsystencje ptynna, natomiast w drugim polstaly. Jak
widaé na rycinie 10 podczas 24 h trwania eksperymentu
nie odnotowano tendencji do zmian absorbancji.

Whnioski

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna
stwierdzi¢, ze badane hydrozele na bazie poloksa-
meru 407 to uktady nienewtonowskie, przejawiajace
wlasciwos$ci pseudoplastyczne. Obecnos¢ chlorku
benzalkoniowego wplywa na usztywnienie struktury
hydrozeli, natomiast dodatek fotouczulacza wptywa na
uplynnienie podlozy, a obecnos¢ Transcutolu® obniza
granice plyniecia badanych hydrozeli. Barwniki foto-
uczulajace obecne w badanych hydrozelach nie wyka-
zuja tendencji do degradacji podczas przechowywania
w temp. 4°C oraz 25°C.

Finansowanie

Badania byly cze$ciowo finansowane ze $rodkéw
Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego
w Poznaniu (UMP) na utrzymanie potencjatu nauko-
wego nr 502-01-03314429-03439 oraz z grantu UMP
dla miodych pracownikéw nauki nr 502-14-03314429-
09983.
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