Priprava a hodnoceni mukoadhezivnich oralnich filmi (MOF)

TEORIE

> MUKOADHEZIVNI LEKOVE FORMY

Mukoadhezivni 1ékové formy jsou urCené pro aplikaci na sliznici (napt. dutiny ustni
nebo urogenitalniho traktu). Po aplikaci dochazi k jejich piilnuti na povrch sliznice (bioadhezi),
kde mohou mit systémovy nebo lokalni tu¢inek ¢i plnit pouze kryci funkei pro rychlejsi zahojeni
drobnych ran. Hlavni pomocnou latkou jsou polymery (napf. sodna stl karboxymethylcelulosy nebo
polyethylen oxid) schopné interagovat s glykoproteiny sliznice (tzv. muciny). Mukoadhezivni 1ékové
formy mohou byt pevné (tablety, filmy) nebo polotuhé / tekuté (gely, roztoky).

Priprava film probihd nej¢astéji tfemi metodami — odpafovanim rozpoustédla, extruzi taveniny
nebo 3D tiskem. U pfipravenych filmd se in vitro hodnoti hmotnostni a obsahova stejnomérnost,
reologické vlastnosti (viskozita, roztrzeni, protrzeni, sklopna odolnost), povrchové pH, bobtnavost,

doba setrvani a disoluce 1é¢iva z LF.

> HMOTNOSTNI STEJNOMERNOST MOF

Dvacet ndhodné odebranych jednotek zkouseného piipravku se jednotlivé zvazi a stanovi se jejich
pramérna hmotnost. Pro 1ékové formy (tablety) s primérnou hmotnosti nizsi nez 80 mg
je dle CL 2017 (str. 388) povolena odchylka 10 % (hmotnostnich). Nejvyse dvé hmotnosti se mohou
lisit od této povolené odchylky a zadna jednotlivé stanovend hmotnost se nesmi liSit o vice
nez dvojnasobek této odchylky. Potom mizeme fici, ze lékovad forma vyhovuje lékopisnym

pozadavkiim na hmotnostni stejnomérnost.

» TLOUSTKA MOF

U dvaceti nahodné vybranych jednotek zkouseného piipravku se zméti tloustka. Zjisténa pramérna
hodnota se vyuZije u stanoveni sily nutné k protrzeni a roztrzeni filmu. Tloustka filmu by méla byt
pokud mozno konstantni. Velké odchylky ukazuji na chyby, pfipadné nevhodnou technologii pouzitou
pti vyrobé filmu, které ve vysledku mohou vést naptiklad ke zhorSené mechanické odolnosti filmu,

k rozdilim v disoluénich profilech a logicky i nevyhovujici hmotnostni a obsahové stejnomérnosti.

> ODOLNOST MOF PROTI PROTRZENI A ROZTRZENI

Odolnost filmu proti protrZeni je dilezita vlastnost zarucujici, Ze film nebude praskat nebo se pfilis
protahovat pii vyrob€ (tj. vyraZeni) nebo pii manipulaci samotnym pacientem (naptf. vyjmutim
z obalu). Rovnéz umoznuji vyhodnotit, zda film nebude ptisobit drazdivé v tstech pacienta a zda

je schopen bez naruseni fungovat v ustech po dobu zamysleného setrvani.



Hodnoceni se provadi zméfenim sily potfebné pro protrzeni nebo roztrzeni filmu pomoci siloméru.

Pro ucely porovnani je zjisténa hodnota sily vztazena na 100 pm tloustky filmu, viz vzorec (1):
F
Fr =—-100 (N)
S

kde Fr je vysledna sila vztazena na tloustku filmu 100 um, F je sila zjisténa pomoci siloméru

a s je pramér zjisténé tloustky filmu v pm.

> DYNAMICKA VISKOZITA

Pro méfeni viskdznéjsich latek se pouziva reoviskozimetr s tlaénou kulickou. Ten umoziuje méfit

viskozitu az do velikosti 4-10%Pa-s.Viskozimetr sestava z kalibrované trubice, ve které se nachazi
mefena kapalina, do kapaliny je protlacovana kulicka, ktera je pevné spojena s vahadlem pomoci
ty¢inky. Na vahadlo se vklada zavazi, ¢imz je kulicka protlatovana do kapaliny. Pomoci vhodného
indikatoru je méfena draha kulicky a soucasné je méfen Cas, potfebny pro probéhnuti kulicky
po zvolené draze. Viskozita se nasledné vypocita z rovnice (2):
n=k-m-t (Pa-s)

kde k je konstanta viskozimetru stanovena vyrobcem (zdvisi na velikosti kulicky a na praméru
nadobky, nebo je stanovena cejchovanim v kapaliné znamé viskozity), m je hmotnost pouzitého zavazi

atje doba poklesu kuli¢ky o stanovenou drahu.

> DOBA SETRVANI MOF IN VITRO

po aplikaci. Cim del§i doba setrvani, tim déle bude dochazet k postupnému uvoliiovani 1é¢iva z LF,
a tim déle bude i rana chranéna v pfipad¢, Ze film slouzi jen pro kryti. Film je pomoci 5% roztoku
mucinu pfichycen k plastové desticce, ktera se pohybuje smérem nahoru a dolt rychlosti 50 ponorti
za minutu do roztoku fosforeénanového pufru o pH 6,8, temperovaného na 37 °C. Méfi se Cas

rozpusténi (ptipadné odpadnuti) filmu z plastové desticky.

UKOL
»  Ptipravte mukoadhezivni film (4 % sodna sul karboxymethylcelulosy (NaCMC), 3 % glycerol,
ad 100 % c¢isténa voda) a proved’te hodnoceni jiz pfipravenych MOF: hmotnostni stejnomérnost,

tloust’ka, odolnost proti roztrZeni a protrzeni, dynamicka viskozita a doba setrvani in vitro.

POMUCKY A CHEMIKALIE
» 1. Priprava disperze: glycerol 85%, NaCMC; kovova / smaltovana tfenka s térkou, stérka,

kovova 1zi¢ka, 100ml kadinka.



2. Hmotnostni stejnomérnost a tloustka MOF: 25x forma s MOF, kruhové razidlo, kladivo,

podlozka, pinzeta, vatové tyCinky, analytické vahy, tloustkomér Elcometer 456.

» 3. Odolnost MOF proti roztrzeni a protrzeni: 20x forma s MOF, obdélnikové a &tvercové
razidlo, kladivo, podlozka, pinzeta, vatové ty¢inky, silomér s pfislusenstvim.

» 4. Dynamicka viskozita disperze: reoviskozimetr s tlatnou kulickou, sada zavazi, pinzeta,
50ml kadinka.

» 5. Doba setrvani MOF in vitro: 5x forma s MOF, fosforeénanovy tlumivy roztok o pH 6,8,
1000ml kadinka, rozpadostroj, teplomér, Stétec, kruhové razidlo, kladivo, podlozka, pinzeta,
vatové tyCinky.

» 6. Dokonceni disperze a odlévani MOF: 100ml kadinka, vysokootaCkovy homogenizator,
ultrazvukova lazen, 6x plastova forma na odlévani filmu, pipeta, pipetovaci nastavec.

POSTUP

» Vsichni studenti zacinaji 1. ilohou a nasledné se po skupinkach vystiidaji na ostatnich
stanovistich (4 skupiny, cca 6 studenti / sk.; tlohy 2 — 5), nakonec vSichni studenti konéi
spole¢né ulohou ¢&. 6. Mezi stanovisti postupovat systematicky (2 — 3 — 4 — 5).

> 1. PRIPRAVA DISPERZE (dvojice)

» Do kovové / smaltované tienky navazime na piedvazkach 2,4 g glycerolu a 74,4 g ¢isténé vody,
smés térkou promichame (nepouZivat piedvazky s vazivosti omezenou na 200 g, hrozi
poskozeni vah! — vhodné predvazky jsou umistény na kazdém stole, spolecné pro dvé dvojice
studentd). Na hladinu nasledné rovnomérné po celém jejim povrchu navrstvime 3,2 g NaCMC
a polymer nechame bobtnat.

> 2. HMOTNOSTNi STEJINOMERNOST A TLOUSTKA MOF (trojice)

» Pomoci razidla a kladiva na podlozce vyrazime 20 kruhovych vzorkit MOF o priméru 15 mm
(kazda trojice ma své vzorky). Zasadné nerazime vzorek z prostiedku odlitku, ale co nejvice
pfi jeho okraji! Z jednoho odlitku lze ziskat 7 kruhovych MOF. Tyto kruhové MOF poté
pouzijeme jak pro stanoveni hmotnostni stejnomérnosti, tak pro zjisténi tloustky filmu.
Po dokonceni prace uschovame vyrazené kruhové filmy do kelimku k tomu uré¢enému.

> 2a. HMOTNOSTNi STEJNOMERNOST MOF (trojice)

» Na analytickych vahach stanovime postupné¢ hmotnost 20 vyrazenych kruhovych MOF.

Vypocitame primér a prislusnou smérodatnou odchylku. Vysledky hodnotime podle Lékopisu:
Lékova forma vyhovuje Iékopisnym pozadavkiim na hmotnostni stejnomérnost, pokud se nejvyse
dvé stanovené hmotnosti lisi od priméru o povolenou odchylku 10 % (hmotnostnich) a zadna

jednotlivé stanovena hmotnost se nelisi 0 vice nez dvojnasobek této odchylky.



Y

2b. TLOUSTKA MOF (trojice)

Urc¢ime postupné tloustku 20 vyrazenych kruhovych MOF pfistrojem Elcometer 456.

Piistroj zapneme tlac¢itkem on/off. M¢teni se provadi polozenim filmu na kovovou desku
a prilozenim méfici sondy tloustkoméru kolmo k povrchu filmu. Pfistroj okamzité zobrazuje

zjisténou tloustku. Vypocitame primér a smérodatnou odchylku vysledkti méfeni.

3. ODOLNOST MOF PROTI PROTRZENI A ROZTRZENI (Sestice)

Pomoci siloméru zméfime maximalni silu nutnou k roztrzeni a protrzeni filmu. Vyslednou silu
vztadhneme na tloustku filmu.

Pomoci pinzety / skalpelu vyjmeme z plastové formy MOF. Pomoci razidla a kladiva vyrazime
3 obdélnikové (10 x 40 mm) a 3 ¢&tvercové vzorky (20 x 20 mm) MOF. Z jednoho odlitku
bychom méli ziskat 4 obdélnikové ¢i 2 ¢tvercové MOF.

Pfi méfeni odolnosti proti roztrzeni pouzijeme obdélnikovy vzorek, ktery vzdy upevnime
do svorek tak, aby mezi svorkami byla viditelna cca 2 cm dlouha ¢ast filmu. Nastavime silomér
pro zaznam maximalni sily tlacitkem Max a zavésime svorku s ockem na hak siloméru. Jednou
rukou chytime silomér a druhou rukou vzdalenéjsi svorku.

Plynulym a pozvolnym tahem se snazime dosahnout sily, pfi které se film roztrhne. Davame
pozor na kolegy a zarizeni okolo sebe! Ziskanou hodnotu maximalni sily zaznamename.
Vypocitame primér a smérodatnou odchylku vysledkii méfeni. Mezi jednotlivymi méfenimi
silomér vzdy vynulujeme tlacitkem Zero.

Pii méfeni odolnosti proti protrzeni pouzijeme étvercovy vzorek, ktery upevnime do stolku tak,
aby byl jeho stied zarovnan se stiedem kruhové diry ve stolku. Vzorek upevnime pomoci 4 matic
mezi kovové desky. Na silomér namontujeme konicky hrot a v pfipad€ potieby opét nastavime
zaznam maximalni sily tlac¢itkem Max.

Plynulym a pozvolnym tlakem do viditelné Casti filmu se snazime dosahnout sily, pii které
se film protrhne. Pouzijeme pFiméienou silu tak, aby silomér po protrZeni vzorku nenarazil
do stolku. Ziskanou hodnotu maximalni sily zaznamename. Vypocitame primér a smérodatnou

odchylku vysledk méteni.

4. DYNAMICKA VISKOZITA DISPERZE (estice)

Konstanta k daného viskozimetru, kterou vyuZijeme pii dalSich vypoctech, byla stanovena
pomoci 85% roztoku glycerolu o znamé viskozité (k = 0,023 mPa - g).

Do kalibrované zkumavky nalijeme méteny vzorek MOF az po spodni hranici zabrusu, vloZime
zkumavku do drzaku a do ni vlozime ty¢inku s kulickou (1). Zaaretujeme volny konec ty¢inky
do upinaciho systému (2). Na misku vahadla (3) umistime zvolené zavazi, ptipadné vice kusi

zavazi, jejichz hmotnost urlime piedem na analytickych vahach. Odaretujeme rameno



Sroubem (4) a métfime Cas, za ktery se kulicka posune po draze 30 mm urcené indikatorem (5),
tedy od znacky 0 po znacku 30. Po skonéeni méteni zaaretujeme rameno Sroubem (4).

Postup opakujeme 2x pro kazdé zavazi (neni nutné ménit méfeny roztok!). Méteni provedeme
s vyuzitim 3 rtznych zavazi (tj. celkem 6 Casovych hodnot), vyuzijeme zavazi v celkové
hmotnosti postupné: 80, 100 a 120 g. Zadanych celkovych hmotnosti docilime sloZenim nékolika
zavazi o riznych hmotnostech, které mame umisténé na stojanu reoviskozimetru (6). Ziskané
Casy pro jednotliva zavazi k vyuziti v dalSich vypoctech zprimérujeme.

Po ukonceni prace s viskozimetrem zkumavku nékolikrat dikladn€ promyjeme destilovanou

vodou a vydrhneme kartaiCem (plati pouze pro posledni skupinu). Z naméfenych vysledka

vypocitame dynamickou viskozitu pro dana zavazi a smérodatné odchylky.




5. DOBA SETRVANI MOF IN VITRO (estice)

Pomoci pinzety/skalpelu vyjmeme z plastové formy MOF. Pro testovani doby setrvani pomoci
razidla a kladiva na podloZzce vyrazime potfebny pocet kruhovych vzorki MOF
o pruméru 15 mm (pro skupinu 6 kruhovych vzorki). Zasadné nerazime vzorek z prostredku
odlitku, ale co nejvice pii jeho okraji! Z jednoho odlitku 1ze ziskat 7 kruhovych MOF.

Zapojime pfistroj do zasuvky, lazné v piipadé potieba doplnime destilovanou vodou a zapneme
vyhiivani nadoby (levé tlacitko pro nadobu vlevo).

Kadinku o objemu 1000 ml naplnime asi 850 ml fosfore¢nanového tlumivého roztoku o pH 6,8,
vlozime do vodni lazn€ pfistroje a zahiejeme na 37 °C.

Plastovou desti¢ku na konci padla piistroje potfeme §tétcem vodou. Na desticku polozime vzorky
filmt (stfedni pasmo, stejna vyska, dostate¢na vzdalenost od sebe) a lehce je pritlacime, pokud
maji okraje tendenci se kroutit. Z jedné strany desticky vedle sebe pokladame 3 kruhové
MOF, z druhé strany také 3. Vzorky nechame po pfilepeni na desti¢ku cca 30 s zaschnout
na vzduchu.

Desticku zavésime na pohyblivé rameno pfistroje a zahajime méfeni prostfednim tlac¢itkem.
Zavésny aparat se vzorky se pohybuje smérem nahoru a dold rychlosti 50 ponord za minutu
do kadinky s tlumivym roztokem (simulace prostfedi dutiny tstni). Mé&fime ¢as, za ktery se film
oddéli od desky, sklouzne do kadinky, nebo se iplné rozpusti. Pribézné ptitom kontrolujeme
teplotu lazné, ktera by se méla pohybovat v rozmezi 37 = 2 °C. Pokud dojde k prekroceni tohoto
rozmezi, zavolame vyucujiciho. Z vysledkli spocitame primér a smérodatnou odchylku.

Pokud do 15 minut nedojde k rozpusténi, nebo odpadnuti filmu, méieni ukonéime.

Po ukonceni méteni vypneme pohyb ramena v horni poloze. Desticku sejmeme a vycistime od
pfipadnych zbytkd polymeru a osusime. Dale vypneme vyhiivani lazn€, vylijeme obsah kadinky

a ptistroj vypojime ze zasuvky (plati jen pro posledni skupinu).
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Pohybliva deska
5% roztok mucinu
_— MOF

i Tlumivy roztok
Kadinka ve vodni
lazni
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6. DOKONCENI DISPERZE A ODLEVANI MOF (dvojice)

Rozbobtnalou disperzi MOF pomoci térky vymichdme do hladka a pfeplnime do sklenéné
kadinky o objemu 100 ml. Nasledn¢ ji zhomogenizujeme vysokootackovym homogenizatorem
pti 13 000 rpm po dobu 30 sekund. Poté provedeme ¢isténi lopatky (kaZdy student!) Cisténou
vodou — lopatku ponofime do kadinky s ¢isténou vodou a na chvili (5 s) zapneme michani,
poté lopatku osuSime buniéitou vatou. Disperzi nasledné odvzdu$nime pomoci ultrazvuku
do vymizeni bublin.

Pipetou odlévame do plastové formy (pramér 63 mm) 10 ml disperze, snazime se disperzi vrstvit
tak, aby doSlo k rovnomérnému vyplnéni celé formy. Jelikoz je disperze znacné viskdzni,
nenechame disperzi z pipety pfi odlévani samovolné vytékat (ptili§ pomalé), ale pro urychleni
procesu pouzijeme vytlaceni disperze z pipety pomoci pipetovaciho nastavce/balonku.

Pfipravime 6 odlitkid a umistime je na podnos k tomu urceny (informace u vedouciho cviceni).
Rozpoustédlo nechame odpafit v horkovzdusné susarné nastavené na 30 °C (zajisti laborantky)
a vzniklé MOF se pouziji pro testovani dalsi skupinou. Zbytek disperze prelijeme do kadinky

spole¢né pro celé cviceni, oznacené ,,TLF MOF disperze®.

PROTOKOL

>

Protokol vypracuje kazdy student s vlastnimi naméfenymi udaji v trojici (uloha 2) nebo udaji
spole¢nymi pro skupinu student (dlohy 3, 4 a 5).

2a. Hmotnostni stejnomérnost MOF: Tabulka naméfenych hodnot, stanoveny pramér
a smérodatna odchylka, procentudlni odchylka od primeéru pro kazdy film. Komentaf, srovnani
S lékopisnymi limity.

2b. Tloustka MOF: Tabulka naméfenych hodnot, stanoveny primér a smérodatna odchylka.
Komentaf.

3. Odolnost MOF proti protrzeni a roztrZzeni: Tabulka naméfenych hodnot, véetné hodnot
prepoctenych na 100 pm tloustky filmu, stanoveny primér a smérodatna odchylka. Komentaft.

4. Dynamicka viskozita disperze: Tabulka naméfenych ¢ast pro jednotlivé hmotnosti zavazi
a vypoCtené hodnoty dynamické viskozity v zavislosti na hmotnosti zavazi. Graf zavislosti
zjisténé viskozity MOF na hmotnosti zavazi. Do diskuze okomentujte chovani roztokd
pti zvysujici se hmotnosti zavazi.

5. Doba setrvani MOF in vitro: Tabulka naméfenych hodnot, stanoveny prumér a smérodatna

odchylka. Komentaf.



