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1. Цели занятия

1.1. Освоение методов оценки биологической доступности лекарственных средств из суспензионных мазей. 
1.2. Освоение методов диффузии в агар и исследования высвобождения лекарственных средств из суспензионных мазей в приборе Крувчинского через модельную мембрану. 
1.3. Овладение оценкой биологической доступности лекарственных средств из суспензионных мазей фармакодинамическим методом. 
1.4. Выявление факторов, влияющих на биологическую доступность лекарственных средств из суспензионных мазей: степень измельченности дисперсной фазы, использование вспомогательных веществ для диспергирования, вид мазевой основы.
1.5. Овладение технологическими приемами улучшения биологической доступности мягких лекарственных средств.
2. Материальное оснащение

2.1. Методическая разработка, таблицы.
3. Расчет учебного времени
	№ п/п
	Перечень учебных вопросов
	Кол-во выделенного времени, мин.

	1
	Вступительное слово преподавателя. Ответы на вопросы.
	10

	2
	Разбор вопросов для самостоятельной подготовки
	60

	3
	Изучение методов оценки биологической доступности лекарственных средств из суспензионных мазей,  выполнение ситуационных задач
	110

	
	Итого:
	180


4. Основные вопросы темы для самостоятельной подготовки

4.1.  МЛС. Классификация. Общая характеристика.

4.2. Мази как лекарственная форма (ЛФ). Характеристика мазей.

4.3. Классификация мазей по типу дисперсных систем. Структурно-механические свойства мазей (реология МЛС).
4.4. Контроль качества мазей по ГФ РБ. 

4.5. Влияние фармацевтических факторов на терапевтическую активность действующих веществ из мазей.

4.6. Определение биологической доступности (БД) действующих средств из мазей в опытах in vitro.

4.7. Определение БД действующих средств из мазей в опытах in vivo.
4.8. Определение БД действующих средств из мазей в опытах in situ.

4.9. Фармакокинетический метод определения биологической доступности действующих веществ из  МЛС.
4.10. Фармакодинамический метод определения биологической доступности действующих веществ из суспензионных мазей.
4.11.Достоинства и недостатки фармакокинетического и фармакодинамического методов определения биологической доступности лекарственных средств из мазей.
4.12. Этапы создания МЛС.
5. Информационный материал
Мягкие лекарственные средства (МЛС) для местного применения предназначены для местного или трансдермального высвобождения действующих веществ или смягчающего или защитного действия.

МЛС для местного применения можно классифицировать как:

- мази;

- кремы;

- гели;

- пасты;

- линименты;

- припарки;

- пластыри медицинские.

Мази (Unguenta) – мягкая лекарственная форма, предназначенная для нанесения на кожу, раны или слизистые оболочки, состоящая из основы и одного или нескольких лекарственных средств, равномерно в ней распределенных, обладающая необходимым фармакологическим действием и имеющая пластично -  или  упруго - вязкую консистенцию. В мази могут быть введены консерванты, поверхностно – активные вещества и другие вспомогательные вещества, разрешенные к медицинскому применению.

Мази применяются при лечении дерматологических заболеваний, в хирургической, стоматологической, отоларингологической, глазной, проктологической, гинекологической и урологической практике. В форме мазей выписываются вещества практически всех фармакологических групп, отличающихся друг от друга физико-химическими свойствами.

Мази относят к свободным всесторонне дисперсным бесформенным системам  с пластично - или упруго – вязкой дисперсионной средой. Мазям нельзя придать геометрическую форму. На поверхности кожи, раны или слизистой оболочки мази способны образовывать ровную, сплошную, несползающую пленку, которая при повышении температуры превращается в густую жидкость. 
Мазь состоит из однофазной основы, в которой измельчены твердые вещества или жидкости.

Гидрофобные мази могут адсорбировать небольшое количество воды. Основы для этих мазей – твердые, жидкие, мягкие парафины, растительные масла, животные жиры, синтетические глицериды, воски и жидкие полиалкилсилоксаны.

Водоэмульсионные мази могут адсорбировать большое количество воды и образуют эмульсии типа вода/масло или масло/вода, в зависимости от природы эмульгатора.

Эмульсии вода/масло образуются при использовании таких эмульгаторов как спирты шерстного воска, сложные эфиры, моноглицериды и жирные спирты.

Эмульсии масло/вода образуются при использовании таких эмульгаторов как полисорбаты, цетостеариловый эфир макрогола или сложные эфиры жирных кислот с макроголами.

Гидрофильные мази. Представляют собой лекарственные средства, имеющие основу, которая смешивается с водой. В качестве основы чаще всего используют смеси жидких и твердых макроголов (ПЭО).
Кремы представляют собой многофазные лекарственные средства, состоящие из липофильной фазы и водной фазы.

Липофильные кремы – основа (фаза) липофильная, содержит эмульгаторы типа вода/масло (спирты шерстного воска, эфиры сорбитана, моноглицериды).

Гидрофильные кремы – постоянная фаза – вода. Содержит эмульгаторы типа масло/вода – натриевые мыла, сульфатные жирные спирты, полисорбаты, эфиры высших жирных спиртов.

Гели состоят из жидкостей, превращенных в гели с помощью гелеобразователей.

Липофильные гели (олеогели) представляют собой лекарственные средства, состоящие из основы, содержащей вазелиновое масло с полиэтиленом или жирными маслами, и гелеобразователей, таких как кремний диоксид коллоидный, алюминиевое или цинковое мыло.

Гидрофильные гели (гидрогели) представляют собой лекарственные средства, приготовленные на основах, состоящих из воды, глицерина или пропиленгликоля и гелеобразователей, таких как крахмал, производные целлюлозы, карбомеры и магний – алюминиевые силикаты.

Пасты – МЛС для местного применения, содержащие значительное количество твердых веществ, диспергированных в основе (более 25 %).

Достоинства мазей как лекарственной формы:

- возможность введения в состав мазей различных лекарственных средств (твердых, мягких, жидких)

- возможность назначения мазей с целью местного и резорбтивного действия

- достижение высокой концентрации лекарственных средств  в коже, тканях, биологических жидкостях организма

- относительная простота и безопасность применения мазей по сравнению с другими лекарственными формами (инъекционными, пероральными и др.)

- экономичность

- технологичность.

Недостатки:
- необходимость наличия определенных консистентных свойств

- ограниченный спектр фармакологической активности (однонаправленность действия, например, противовоспалительное)

- мази на гидрофобных основах обуславливают «парниковый» эффект

- раздражающее действие на кожу оказывают некоторые мазевые основы.
Требования к мазям:

1. Мази должны иметь мягкую консистенцию, которая обеспечила бы удобство применения  и образо​вание  сплошной ровной пленки на поверхности кожи, раны или слизистой оболочки.

2. Лекарственные средства в мазях должны быть максимально диспергированы и равномерно распределены по всей массе мази для достижения необходимого терапевтического эффекта и точности дозирования лекарственного вещества в мазях.

3. Концентрации лекарственных средств и масса мази должны вкладываться в нормы допустимых отклонений.

4. Мази должны быть стабильны: при применении и хранении состав их не должен изменяться.

5. Мази не должны содержать механических включений и примесей.

Классификация мазей по типу дисперсных систем мази делят на 2 группы:

1. Гомогенные мази, которые характеризуются отсутствием поверхности раздела между лекарственными средствами и основой. В таких мазях лекарственные средства распределены в основе по типу раствора. Различают: мази – сплавы, мази – растворы, экстракционные и комбинированные, полученные из  вышеперечисленных систем. 

2. Гетерогенные мази, которые характеризуются наличием межфазной поверхности между лекарственными средствами и основой. Различают: суспензионные (тритурационные), эмульсионные и комбинированные мази.
Типы дисперсных систем описываются границами реологического оптимума консистенции. 
Определение консистентных свойств проводят в приборах, чаще реотестах, позволяющих определить коэффициенты динамического и температурного разжижения мазей и их гистерезис. Реотест (типа RV), работа основана на использовании скоростей сдвига по отношению к изучаемому объекту. Скорости сдвига характеризуются интервальными значениями нанесения мази на поверхность кожи и технологическими скоростями обработки мазей в технологическом оборудовании. 
Для суспензионных мазей при увеличении температуры коэффициенты температурного разжижения мази увеличиваются, с одновременным снижением коэффициентов динамического разжижения.
Контроль качества мазей.

описание, однородность дозированных единиц в однодозовых или дозирующих контейнерах для трансдермальной доставки лекарственных средств, количество действующего вещества, высвобождаемого из МЛС, масса содержимого контейнера, микробиологическая чистота.
Основными технологическими стадиями технологического процесса промышленного производства суспензионных мазей являются: введение действующих веществ в основу, гомогенизация, стандартизация, упаковка, маркировка.

Влияние фармацевтических факторов на терапевтическую активность мягких ЛС

Различают следующие основные пути транспорта через кожу  фармацевтических субстанций:
- интраклеточный  (через  роговые клетки);

- интерклеточный (по интерклеточным канальцам рогового слоя);

- через волосяные мешочки;

- через сальные и потовые железы.
Фармацевтические факторы включают свойства фармацевтической субстанции  (растворимость,  ионизацию,  концентрацию, кератолитическую способность, степень дисперсности), свойства мазевой основы   (рН основы, растворимость в мазевой основе фармацевтической субстанции,  вязкость, летучесть растворителя, липорастворяющая способность вспомогательных веществ), способ введения и продолжительность действия фармацевтических субстанций.
Концентрация фармацевтической субстанции. При возрастании концентрации фармацевтической субстанции в носителе количество чрескожно абсорбированного вещества с единицы поверхности  во времени также увеличивается.  

У некоторых соединений увеличение концентраций вызывает значительные  уменьшения в абсорбционных скоростях. Такие эффекты описаны для больших концентраций фенола, сероводорода  и др.

Кератолитические свойства. P. G. Unna (1926) установил, что салициловая кислота увеличивает проницаемость эпидермального барьера в результате кератолитического  действия на кожу.  Скорость проницаемости салициловой кислоты через кожу человека зависит от  степени  кератолиза  поверхностного  слоя  эпидермиса.  Салициловая кислота значительно повышает проникновение красителей через кожу.  Салициловая кислота в концентрации до 3 % действует как слабое кератопластическое средство, а свыше 3 % - как кератолитическое. Салициловая кислота обладает не только кератолитическим свойством, но и довольно легко вызывает "сетчатый цитоз"  с деструкцией эпидермального барьера.  

Высокие концентрации растворов кислот,  повреждающие эпидермальный  барьер, повышают проницаемость кожи. При однократной обработке кожи кислотами или щелочами в концентрациях,  повреждающих эпидермальный барьер,  проницаемость кожи для простых  химических  веществ  значительно  повышается,  степень повышения ее зависит от физико-химических свойств проникающего в кожу вещества.

Ионизация, растворимость. Существует мнение,  что неионизированная  (липидорастворимая) форма  молекул  более способна к пенетрации,  чем ионизированная (водорастворимая).  Ионизация слабых  электролитов  значительно уменьшает их проницаемость через кожу. Салициловая кислота обладает намного большей проницаемостью,  чем натрия  салицилат.  

Растворимость веществ влияет на способность проникать  через биологические мембраны. 

R. T. Tregear изучал проницаемость кожи для воды,  электролитов и органических растворителей. 

R. B. Stoughton и сотр. демонстрировали взаимосвязь между сосудорасширяющей активностью и жиро-водо  распределительным  коэффициентом для серий эфиров никотиновой кислоты. 

Было проведено исследование 23 эфиров бетаметазона. 

Соединения, которые были более растворимы в воде и менее растворимы  в  липидах, имели  более низкую активность при местном применении.  

Если вещество намного больше растворимо в роговом слое, чем в носителе, тогда  концентрация  в первых слоях рогового слоя при равновесии может быть намного больше,  чем  концентрация  в  присутствующем растворителе.

I. H.  Blank и R. J. Scheuplein при изучении гомологов спиртов от метанола до октанола,  отметили, что  растворимость в воде уменьшается и растворимость в липидах увеличивается с увеличением молекулярной  массы и скорость проницаемости увеличивается,  так как молекулярная масса  увеличивается.  

Константы  проницаемости были пропорциональны  распределительным коэффициентам. 

H. Oishi и сотр. изучали зависимость между растворимостью салициловой кислоты в носителях, а также между коэффициентом распределения салициловой кислоты в системе носитель - вода  и  чрескожным всасыванием.  

Для серий органических фосфатов и фосфорной кислоты, распределение  бензол/вода коррелировало с возможностью к проницаемости через кожу.

Таким образом, растворимость - очень важный фактор в определении скорости проницаемости пенетранта через мембрану. Лучше всасываются липофильные вещества,  чем  гидрофильные; свободные  кислоты и основания,  чем соли,  а также быстро проникают молекулы небольшого размера.

Технологические приемы. Технологические приемы  при приготовлении мягких ЛС оказывают существенное влияние на физиологическую  доступность фармацевтических субстанций из мазей. 

Особого внимания заслуживает изучение таких факторов,  как  дисперсность вещества, природа вспомогательных жидкостей, которые могут использоваться при изготовлении мазей.     

Дисперсность частиц фармацевтической субстанции. Затруднения биофармацевтической   оценки  мазей-суспензий  в опытах in vitro объясняются неподвижностью частиц твердой  фазы, которые в результате относительно больших размеров не диализируют и не диффундируют в гидрофильные среды. 

Примеры. В опытах in vitro скорость высвобождения салициловой кислоты увеличивалась с уменьшением размера частиц.  
В.  М. Грецкий  установил, что стрептоцид, норсульфазол, сульфадимезин, анестезин, измельченные до 5 - 18 мкм, всасываются из мазей через кожу кроликов  в значительно больших массах по сравнению с данными субстанциями,  измельченными до 150-180 мкм.  

А. И. Тенцова с соав.  установила, что скорость высвобождения преднизолона, гидрокортизона, салициловой кислоты зависит от степени их измельчения.  

И. М. Перцев отметил,  фактор "дисперсности" существенно влияет на  степень высвобождения вещества из мази независимо от типа мазевой основы.  

Степень дисперсности фармацевтической субстанции можно  повысить, предварительно  измельчив его с веществами, способствующими резорбции. 

Гидрофильная пленка создается при использовании в качестве вспомогательных веществ воды очищенной, спирта этилового, глицерина. Так, вода и этиловый спирт, а также глицерин с гидрофобными  основами обеспечивают максимальную эффективность доступности для мазей с цинка оксидом.  
Резорбция лекарственных средств из мазей,  значительно возрастает при введении в их состав этилового спирта, димексида (ДМСО) и других "активаторов всасывания". Димексид быстро проникает в кожу, проводя за собой субстанцию. При применении димексида наблюдаются некоторые  структурные изменения в роговом слое  и увеличение проницаемости кожи для веществ,  например салициловой кислоты,  антибиотиков, цинка оксида.  Скорость проницаемости калия метилсульфата зависела от концентрации  димексида.  Низкие  концентрации  были  без эффекта.  

Повышение фармакотерапевтического эффекта будет зависеть от силы,  устойчивости кожного барьера,  экспозиции воздействия  на барьер растворителя и проникающей способности нанесенного на кожу вещества.

Таким образом,  размер  частиц  -  один из важных параметров высвобождения  фармацевтических субстанций  из  суспензионных   мазей.  

K.  Waiter и соавт.  считали, что степень резорбции лекарственных средств через кожу находится в  большей  зависимости  от  формы частиц,  их способности к растворимости в компонентах рогового слоя,  чем от размеров частиц.

Мазевая основа. Мазевой основе принадлежит важная роль в  обеспечении  терапевтической эффективности лекарственных средств. 

Примеры. Высвобождение риванола in vitro зависит от типа мазевой  основы.  Полиоксиэтилен - полипропиленовые полимеры  влияют  на  доступность  салициловой  кислоты in vitro.  Было обнаружено различие в высвобождении новокаина, натрия  салицилата и этакридина лактата из жировой и углеродных основ.  Для этония наиболее оптимальной основой является  макрогол 400 и макрогол 1500 (3:2).  Макроголовые основы, обладающие высокой осмотической активностью,  широко применяются в  медицине.  Равные количества макрогол 300 и макрогол 1500 являются наиболее оптимальной основой по интенсивности высвобождения  полиненасыщенных  жирных  кислот  (ПНеЖК),  цинка оксида  из мазей. Природа носителя для мазей с цинка оксидом является существенным фактором. Известно, что малоэффективны мази оксида цинка на гидрофильных основах по  сравнению  с  мазями  на  жировых  основах.  Г. А. Цофина отмечала,  что различные мазевые основы оказывают неодинаковое влияние на проницаемость кожи.  H. Schmalz считал, что салициловая  кислота  может проникать через кожу человека из спиртовых растворов,  мазей и паст.  

На резорбцию через кожу  лекарственных средств значительное влияние оказывает наличие в мази воды. Уменьшение скорости и полноты высвобождения из мазей фенолов, борной кислоты, оксида цинка отмечено при уменьшении содержания в них воды от 49 до 20 %.  Салициловая кислота  в  меньших количествах  диализировала  из мазей при увеличении содержания в них воды от 30 до 60-70 %.

 Анализируя факторы,  влияющие на проницаемость лекарственных средств через кожу,  и факторы,  влияющие на биодоступность лекарственных средств в целом, можно сделать вывод о том,  что они перекликаются между собой.  

Наиболее существенными факторами,  влияющими на проницаемость фармацевтических субстанций через кожу, являются:

- природа носителя фармацевтической субстанции в мазях;

- концентрация  фармацевтической субстанции в основе;

- степень измельчения фармацевтической субстанции.
В настоящее время стремятся создавать МЛС, которые бы обладали максимальным терапевтическим эффектом с минимальной терапевтической концентрацией фармацевтической субстанции. 

Достигается это изучением влияния на терапевтическую активность фармацевтической субстанции биофармацевтических факторов. 

Изучение влияния биофармацевтических факторов и  их применения способствовало бы проникновению как можно большей массы ЛС в кожу и биологические жидкости организма и обеспечивало бы большую биологическую доступность ЛС и максимальный его терапевтический эффект с минимальным количеством фармацевтической субстанции в ЛФ.  

Используются современные технологические приемы, например, фонофорез. Использование ультразвука в фармации при разработке МЛС актуально и перспективно.

Определение биологической доступности действующих веществ из мазей в опытах in vitro.
Первой самой общей моделью кожи был агаровый гель, в котором находился индикатор фенолфталеин. По изменению окраски фиксировали наличие высвобождения из МЛС фармацевтических субстанций. Данный метод прямой диффузии в агар-агар.
Подготовка агар-агара для проведения исследования.

Набухший агар-агар доводят до кипения и до требуемой массы. Разливают в чашки Петри с горизонтальной поверхностью дна (диаметр 98-100 мм, высота 20 мм) и ставят их на ровной поверхности. Агар-агар разливают в чашки двумя порциями по 10 мл и 15 мл. После застывания агар-агара (первой порции) на ее поверхность в каждую чашку помещают металлические цилиндрики  (из нержавеющей стали с наружным диаметром 4 мм и высотой до 10 мм), заливают второй порцией агар-агара.  После застывания агар-агара цилиндрики осторожно извлекают. В образовавшиеся углубления помещают исследуемые образцы МЛС, мазей. В мази при их получении вводят раствор индикатора: генциан виолета. МЛС в лунки переносят с помощью стеклянной палочки осуществляя контроль за контактом мази с агар-агаром. Чашки Петри помещают в термостат с температурой 37º С на 2 часа. Определение диаметра окрашенных зон осуществляют с помощью линейки через каждое интервальное значение.

В настоящее время используют модификации прибора Крувчинского. Метод диффузии через полупроницаемую мембрану.
В качестве мембраны для проведения эксперимента in vitro исследований мазей можно использовать целлофановую мембрану, лецитиновую мембрану, коллагеновую мембрану, силикон - каучуковую и другие пленки. По проницаемости к коже человека приближаются лишь кожа молочных поросят и хвост крысы.
В настоящее время для исследования мазей в опытах in vitro фактически все исследователи используют некоторый тип диффузионной чашки, в которой животная или человеческая кожа укрепляется между верхним и нижним резервуаром и изменяется проход фармацевтических субстанций через кожу в жидкость нижнего резервуара. 
Прибор Крувчинского. Собирают прибор. Перед испытанием химический стакан с диализной средой (объем среды 25 мл) помещают в термобаню с температурой 37о С на 15 минут. Прибор термостатируют. Точную навеску мази с помощью шпателя наносят ровным слоем на целлофановую пленку в виде круга, площадь которого соответствует внутренней площади диализной трубки, которую затем неподвижно укрепляют на конце трубки. Слой мази  внутри трубки. Диализную трубку с чистой стороны целофановой пленкой помещают в химический стакан, погружая ее в диализную среду на глубину 2-3 мм. Отбор проб диализата  проводят через интервальные значения времени с восполнением такого же объема диализной среды и учитывают имеющее место разведение. Субстанцию анализируют по аналитической методике.
В настоящее время в научно-исследовательских целях разрабатываются различные приборы для исследования уровня высвобождения действующих веществ из МЛС. Например, используют прибор Ф.И. Колпакова, модификацию данного прибора и др. 

Определение биологической доступности действующих веществ из мазей в опытах in vivo.
Фармакокинетический метод определения биологической доступности из МЛС.

основано на определении концентрации активной фармацевтической субстанции в крови, моче, других биологических жидкостях организма, а если возможно – в органах и тканях (смотри материал учебного занятия: «Фармакокинетические и фармакодинамические методы определения биологической доступности лекарственных средств»).
Чаще используют для изучения МЛС для трандермального высвобождения действующих веществ. По классификации ГФ РБ к данной группе относятся пластыри медицинские.
Пластыри медицинские – это гибкая лекарственная форма, содержащая одно или более действующих веществ и предназначенная для нанесения на кожу.

Трансдермальные пластыри (ТТС) – это эластичные лекарственные средства различных размеров, содержащие одно или более действующих веществ. Они предназначены для аппликации на неповрежденные кожные покровы с целью высвобождения действующего вещества или веществ в системное кровообращение через кожный барьер. Это мази, пластыри, диски, наносимые на кожу и действующие от нескольких часов до нескольких суток.
Преимущества трансдермальных терапевтических систем:

· быстрота действия по сравнению с пероральными формами лекарственных средств

· снижение желудочного эффекта и метаболизма в печени

· возможность немедленного удаления системы при побочных эффектах

· исключение передозировки в начальной стадии применения

· как правило отсутствие побочных эффектов

· снижение частоты приемов лекарственного средства

· достижение постоянной концентрации лекарственного средства в крови

· легкий способ применения

Фармакодинамическое исследование  в опытах in vivo:

· Проводят (как определяющий эксперимент)  в случаях, когда затруднено определение лекарственного средства в крови или в других биологических жидкостях и тканях;

· Фармакодинамические исследования in vivo представляют собой изучение терапевтического действия лекарственного средства; 

· Широко применяются как метод в исследовании мягких лекарственных средств (МЛС).
Недостатки фармакодинамического метода:

1. реакция на лекарственные средства выражает порог их действия;

2. реакция на лекарственные средства не дает представления о количественном выражении степени биологической доступности лекарственного средства; 

3. не все субстанции вызывают четко регистрирующую местную или общую реакцию при введении их в организм

и другое..

Примеры.

сосудосуживающая проба для проверки эффективности местных кортикостероидов, аллергические реакции при оценке антигенных свойств субстанций, наносимых на кожу, побледнение кожи при определении доз стероидных гормонов в формах для местного применения, потеря чувствительности в случае применения местноанестезирующих веществ (лидокаин и др.) и другое.
Направления  в области исследований in vivo мягких лекарственных средств (МЛС):

В области исследований in vivo мазей выделяют следующие направления:

1. Метод, основанный на определении резорбированного количества средства по разнице между нанесенной пробой и не всосавшейся его частью. Недостатком является то, что часть вещества может оседать в роговом слое и воронках волосяных фолликулов, что может быть принято за проникновение его через кожу. Данный метод был первым (1866 г., по Н.А.Шестову);  
2. Гистологический метод  для исследования проницаемости и путей проникновения веществ в кожу. Недостатком является малая точность, невозможность количественной оценки проникших веществ, длительность и трудоемкость метода. Разновидностью является гисто - химический метод, основанный на окрашивании реактивами срезов после проникновения веществ и определении путей проникновения их через кожу.

3. Радиоизотопный метод посредством измерения уренальной экскреции или уменьшения радиоактивности кожной поверхности, или аккумуляции изотопа в собирающей жидкости. Недостаток метода – отсутствие данных о влиянии изотопов на проницаемость кожи, и необходимость соблюдения мер предосторожности. Разновидностью метода является авторадиография, основанная на сравнении окрашенных срезов и проявленной пленки, с последующим расположением радиоактивных элементов в коже. Недостаток: сложная техника, требующая практических навыков, специальных знаний и аппаратуры. 
4. При исследовании мазей рассчитанных на местное действие обнаружение средства в крови редко используется, так как концентрация фармацевтических субстанций в кровяном русле обычно равна 0. Образцы кожи, полученные при биопсии, могут быть проанализированы на наличие пенетранта, после измельчения кожи в ступке с физиологическим раствором и последующим центрифугированием (например, антибиотики) или используют фармакодинамический метод (способ выбора методики – возможность количественного опосредования). 

5. Перспективный метод -  изучение сопротивления кожи
и другое..
Недостатки методов исследования in vivo мягких лекарственных средств:

· Недостатком метода по Н.А. Шестову является то, что часть вещества может оседать в роговом слое и воронках волосяных фолликулов, что может быть принято за проникновение его через кожу;

· Недостатком гистологического метода является малая точность метода, невозможность количественной оценки проникновения веществ, длительность и трудоемкость метода;

· Недостаток радиоизотопного метода является отсутствие данных о влиянии изотопов на проницаемость кожи, и необходимость соблюдения мер предосторожности;

· Недостаток авторадиографии: сложная техника, требующая практических навыков, специальных знаний и аппаратуры; 

Главные требования (при проведении исследований):

· Как опыты in vitro, так и опыты с использованием лабораторных животных in vivo, требуют наличие квалифицированных специалистов, высокочувствительной измерительной аппаратуры и значительных средств;

· Поэтому, в последнее время опыты на лабораторных животных заменяют экспериментами на опытами in vitro мембранными моделями. Мембраны модели чаще из кожи нативной препарированной или трупной (операционной) человека или животного;

· При получении достоверных результатов экспериментов in vitro и  in vivo (заключение по результату корреляционного анализа), по специальным разрешениям Министерства здравоохранения, проводятся клинические исследования (по ТКП 184-2009 (02040). Технический кодекс установившейся практики.  Надлежащая клиническая практика). 
Этапы создания МЛС.

Исследования по созданию и обеспечению безопасности МЛС можно подразделить на следующие основные этапы:

1 – получение фармацевтической субстанции с доказанной эффективностью,

2 – проведение исследований in vitro (в том числе и на культурах тканей) по высвобождению фармацевтической субстанции из МЛС и прогнозирование составов МЛС для последующего эксперимента,

3 – проведение исследований in vivo на лабораторных животных с окончательным определением состава МЛС для дальнейшего изучения,

4 – проведение полного пакета доклинических (экспериментальных) испытаний МЛС при создании оригинального МЛС или изучение общей и местной токсичности при изменении состава МЛС или самой ЛФ МЛС,

5 – клинические испытания по специальному разрешению Министерства Здравоохранения соответствующей страны,

6 – послерегистрационные исследования по выявлению возможных проявлений НПР.

1 – получение фармацевтической субстанции с доказанной эффективностью.

При разработке  МЛС  исследуют различные химические модификации одной и той же фармацевтической субстанции. Например, вещества, являющиеся солями различных катионов или  замена соли на основание или кислоту. 

Такие операции исключают тождественность терапевтического действия и требуют исследований. Практически это означает, что при сохранении неизменной основной химической структуры фармацевтической субстанции введение в его молекулу дополнительного иона или замена одного иона другим  изменяет фармакотерапевтическое действие МЛС. 

Химическая модификация в готовом МЛС регламентируется разработанной прописью и прошла исследование на  фармакологическую активность.

Выбираемая для последующего эксперимента химическая модификация фармацевтической субстанции должна обеспечивать в конечном МЛС максимальный терапевтический эффект при минимальной концентрации и не должна являться веществом списка А или сильнодействующим.
2 – проведение исследований in vitro (в том числе и на культурах тканей) по высвобождению фармацевтической субстанции из МЛС и прогнозирование составов МЛС для последующего эксперимента.

Первым этапом биофармацевтической оценки качества МЛС является определение биологической доступности МЛС в опытах in vitro.
Зная заболевание и его стадийность, мы определяем путь применения ЛС, таким образом, в эксперименте исследуют данное МЛС с различными составами вспомогательных веществ и концентраций фармацевтической субстанции. 

Выбор МЛС определенных составов для дальнейших in vivo исследований осуществляют по максимально высвободившемуся количеству фармацевтической субстанции из МЛС за наиболее минимальный промежуток времени.

Далее выбранные составы исследуются in vivo на лабораторных животных.

3 – проведение исследований in vivo на лабораторных животных с окончательным определением состава МЛС для дальнейшего изучения.

Опыты in vivo  на лабораторных животных более гуманный метод определения биологической доступности МЛС нежели на человеке. В последнее время экологи поднимают вопрос о гуманности проведения опытов на животных. В связи с этим, некоторые лаборатории исследования начали проводить на культурах тканей, которые идентичны в физиологическом и биологическом отношении тканям и органам человека. Проведя корреляционные анализы можно установить закономерности. Примером может служить искусственная кожа человека, созданная для лечения ожогов больших площадей третьей и четвертой степени. Данную ткань можно использовать в эксперименте как мембрану. Не следует забывать о том, что изолированные кусочки тканей могут служить как мембрана, а это уже исследования в опытах in vitro, которые на эксперимент in vivo можно перевести с достаточным приближением, если же количественные данные будут коррелировать, их можно использовать в дальнейшей интерпретации результатов, в том числе и in vivo.

Существует проблема корреляции между результатами экспериментов, проводимых в in vitro  и in vivo опытах, и такую корреляцию выявить не всегда удается. Несмотря на явные различия в скорости высвобождения in vitro  значимые различия в биологической доступности могут не выявляться, и наоборот – одинаковые показатели по тесту растворение не всегда обусславливают равный терапевтический эффект.

Простота и дешевизна опытов in vitro, позволяет их рассматривать как альтернативу сложным, дорогостоящим исследованиям по изучению биодоступности средства in vivo. 

В опытах in vivo выбирают составы МЛС, обладающие максимальной биологической доступностью. Обычно это два состава, например, для педиатрической практики и для взрослого.

Далее эти составы изучаются в лаборатории, которая аккредитована на проведение доклинических испытаний.

4 – проведение полного пакета доклинических (экспериментальных) испытаний МЛС при создании оригинального МЛС или изучение общей и местной токсичности при изменении состава МЛС или самой ЛФ МЛС.
В ходе доклинических исследований в экспериментах на разных видах животных изучают острую и хроническую токсичность генерика, а также специфические виды токсичности (канцерогенность, мутагенность, эмбриотоксичность и тератогенность) нового фармакологического средства.

Результаты этих исследований позволяют ориентировать исследователей в отношении возможных НПР в случае дальнейшего проведения клинических испытаний.
5 – клинические испытания по специальному разрешению Министерства Здравоохранения соответствующей страны.

Цель клинических испытаний – переносимость, терапевтическая и профилактическая эффективность испытуемого МЛС у человека.

Данные исследования возможны по специальному разрешению Министерства Здравоохранения Республики Беларусь после предоставления соответствующих материалов (протоколов) испытаний, полученных на предыдущих этапах оценки качества МЛС, а также результатов доклинических испытаний.

Условия применения зарегистрированных МЛС существенно отличаются от клинических испытаний, больные имеют свои индивидуальные особенности и прочее, поэтому продолжают изучение безопасности МЛС после их внедрения в широкую медицинскую практику, так называемые послерегистрационные исследования и наблюдения.

6 – послерегистрационные исследования по выявлению возможных проявлений НПР.
Спектр НПР для МЛС изучается в процессе широкого клинического применения его.  Иногда до выявления не предсказанных НПР может проходить несколько десятков лет для установления причинно-следственной связи. 
6.Общие методические указания
Перед разбором вопросов необходимо провести беседу со слушателями курса по вопросу: знакома ли им проблематика темы. Далее необходимо детально разобрать вопросы, вызвавшие затруднения у слушателей, а также вопросы п. 4. методической разработки. После разбора теоретической части занятия слушатели решают ситуационные задачи.
Решите следующие ситуационные задачи и вопросы к теме: «Высвобождение лекарственных средств из суспензионных мазей»:
1. Перечислите фармацевтические факторы, влияющие на высвобождение лекарственных средств из суспензионных мазей.

2. Оцените уровень высвобождения стрептоцида из мази на основе вазелина с размером частиц менее 20 мкм по сравнению с мазью стрептоцида, полученной без дополнительного измельчения.

3. Сравните степень доступности йода в мази на основе вазелина и на основе - консистентной эмульсии вазелина.

4. Каков технологический прием введения кислоты борной в значительной концентрации в мази на гидрофобной основе?

5. Расположите следующие вспомогательные вещества для диспергирования суспензионно  вводимых веществ в мази на основе вазелина в порядке уменьшения количеств, проникающих в кожу: вода, глицерин, парафин жидкий, спирт этиловый, димексид.

6. Назовите оптимальный состав макроголовой мазевой основы по максимальному проявлению осмотической активности.

7. Объясните максимальную активность лекарственных веществ, вводимых в мази суспензионно, с предварительным измельчением с димексидом.

8. Как повлияет на высвобождение кислоты салициловой введение в мазевую основу аэросила 5 %?

9. На какой мазевой основе следует готовить мазь серную 33 % и почему?
10. Перечислите основные технологические приемы уменьшения размера частиц лекарственных веществ, для последующего получения суспензионной мази.
11. Почему не получают мази с антибиотиками на мазевой основе – вазелин? Какая основа наиболее эффективно высвобождает антибиотики из МЛС и обеспечивает надлежащую степень биологической доступности?

12. Какими технологическими приемами можно повысить степень биологической доступности МЛС – суспензионной мази?
Задачи по опытам in vitro.

Гипотетическая ситуационная задача.
Изучите влияние состава мягкого лекарственного средства (МЛС, мази) на скорость высвобождения действующих веществ в агар-агар. прямая диффузия.
1. Для изучения влияния на процесс  высвобождения действующих веществ из мази природы мазевой основы:

Исследуются мазь сульфацила-натрия 5 % на мазевой  основе вазелин (образец 2А) и мазь сульфацила-натрия 5 % на мазевой основе – консистентная эмульсия вазелина (образец 2В). Мази суспензионного типа.

2. Для изучения влияния диспергирующих жидкостей на процесс высвобождения действующих веществ из мази:

Исследуются мази стрептоцида 5 % на вазелин-ланолиновой основе. В качестве диспергирующих жидкостей для стрептоцида использованы: вода очищенная Р (образец 3А), масло вазелиновое (жидкий парафин, образец 3Б), спирт этиловый 96 % (образец 3В) и глицерин (образец 3Г). 

3. Для изучения влияния на скорость высвобождения действующих веществ из мазей  физико-химических свойств субстанций:

Исследуются мази суспензионного типа без предварительного измельчения субстанций следующих составов:

А) Стрептоцида 0,1

Ланолина 4,0

Вазелина 6,0

Б)  Сульфацил-натрия 0,1

Ланолина 4,0

Вазелина 6,0
Подготовка агар-агара для проведения исследования.

Набухший агар-агар доводили до кипения и до требуемой массы. Разливали в чашки Петри с горизонтальной поверхностью дна (диаметр 98-100 мм, высота 20 мм) и ставили их на ровной поверхности. Агар-агар разливали в чашки двумя порциями по 10 мл и 15 мл. После застывания агар-агара (первой порции) на ее поверхность в каждую чашку помещали металлические цилиндрики  (из нержавеющей стали с наружным диаметром 4 мм и высотой до 10 мм), заливали второй порцией агар-агара.  После застывания агар-агара цилиндрики осторожно извлекали. 

В образовавшиеся углубления помещали исследуемые образцы МЛС, мазей. В мази при их получении вводили раствор индикатора: генциан виолета. МЛС в лунки переносили с помощью стеклянной палочки осуществляя контроль за контактом мази с агар-агаром. 
Чашки Петри помещали в термостат с температурой 37º С на 2 часа. 

Определение диаметра окрашенных зон осуществляли с помощью линейки каждые 30 минут.

Данные экспериментальной работы занесены в таблицу.

	№ п/п
	№ образца мази
	Диаметр окрашенной зоны, мм

	
	
	0,5 часа
	1 час
	2 часа
	3 часа

	1
	2А
	12
	13
	14
	14

	2
	2В
	11
	12
	14
	15

	3
	3А
	12
	12
	13
	18

	4
	3Б
	9
	11
	12
	17

	5
	3В
	9
	12
	13
	20

	6
	3Г
	9
	10
	12
	18


Задание.
Постройте график зависимости диаметра окрашенной зоны (в миллиметрах) от времени эксперимента (час), время на оси абсцисс. Сделайте вывод о влиянии фармацевтических факторов на высвобождение действующих вещества из мазей.
Гипотетическая ситуационная задача.
Изучите высвобождение действующих веществ из суспензионных мазей в опытах in vitro. Диффузия через полупроницаемую мембрану.
Получены 4 образца (по 10 г) 5 % стрептоцидовой мази на вазелин-ланолиновой основе. Стрептоцид  вводили  предварительно измельчая со вспомогательными жидкостями. В качестве вспомогательных жидкостей для измельчения использовали воду очищенную, вазелиновое масло (жидкий парафин), спирт этиловый, глицерин.
Перед испытанием химический стакан с диализной средой (объем среды 25 мл) помещали в термобаню с температурой 37 С на 15 минут. Прибор термостатировали. Отбор проб диализата проводили из одного и того же места после тщательного перемешивания диализной среды.

2,0 г мази (точная навеска) с помощью шпателя наносили ровным слоем на целлофановую пленку в виде круга, площадь которого соответствует внутренней площади диализной трубки, которую затем неподвижно укрепляли на конце трубки. Слой мази оказывался внутри трубки. Диализную трубку с чистой стороны целофановой пленкой помещали в химический стакан, погружая ее в диализную среду на глубину 2-3 мм.
Отбор проб диализата (по 5 мл) поводили через 40, 60, 80, 100, 120 минут с восполнением такого же объема диализной среды и учитывали имеющее место разведение.

5 мл диализата вносили в мерную колбу на 50 мл и соответствующей диализной средой доводили до метки, перемешивали. Оптическую плотность растворов измеряли на спектрофотометре СФ-46 при длине волны 263 нм, Ε1см1% равное 1106 в 0,1 М растворе кислоты хлористоводородной.
Количество высвободившегося стрептоцида (Х) в процентах рассчитайте по формуле:

А · P · V · 100

Х = --------------------

E · m ·a
где:
Х – процент стрептоцида, высвободившегося из мази за время эксперимента,

А – оптическая плотность исследуемого раствора,

P – объем разведения (50 мл),

Е – удельный показатель поглощения стрептоцида,

a – объем диализата, взятый для анализа (5 мл),

m – масса стрептоцида в навеске мази, г,

V – общий объем диализата (25 мл).

Данные экспериментальной работы (оптические плотности растворов) занесены в таблицу.

	Мазь, диспергирующая жидкость:
	Время эксперимента, минуты

	
	40
	60
	80
	100
	120

	Вода очищенная
	0,002
	0,008
	0,035
	0,065
	0,123

	Масло вазелиновое
	0,024
	0,031
	0,181
	0,336
	0,318

	Спирт этиловый
	0,493
	0,514
	0,525
	0,663
	0,699

	Глицерин
	0,341
	0,393
	0,440
	0,535
	0,615


Задание.

Рассчитайте по данным таблицы концентрации стрептоцида, высвободившиеся из мазей в эксперименте in vitro. Постройте график зависимости концентрации от времени эксперимента (час), время на оси абсцисс (4 фармацевтико кинетических кривых в одном графике). Сделайте вывод о влиянии диспергирующей жидкости на высвобождение стрептоцида из мазей.
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Приложение (обязательное для преподавателя).

1. Фармацевтические факторы, влияющие на высвобождение лекарственных средств из суспензионных мазей: включают свойства фармацевтической субстанции  (растворимость,  ионизацию,  концентрацию, кератолитическую способность, степень дисперсности), свойства мазевой основы   (рН основы, растворимость в мазевой основе фармацевтической субстанции,  вязкость, летучесть растворителя, липорастворяющая способность вспомогательных веществ), способ введения и продолжительность действия фармацевтических субстанций;
2. Уровень высвобождения стрептоцида выше из мази на основе вазелина при его измельчении до размера менее 20 мкм.
3. Йод не активен в основах, содержащих большое количество воды, следовательно, степень биологической доступности йода в мази на основе вазелина выше, чем в мази на основе – консистентная эмульсия вазелина.
4. Технологический прием введения кислоты борной в мази на гидрофобной основе - предварительное диспергирование с водой очищенной, так как терапевтическая эффективность кислоты борной выше из мазевых основ, содержащих воду очищенную.
5. Вспомогательные вещества для диспергирования в порядке уменьшения количеств, проникающих в кожу: димексид, спирт этиловый, глицерин, вода очищенная, парафин жидкий.
6. Состав макроголовой основы с максимальной осмотической активностью: макрогол 400 и макрогол 1500 в соотношении 1:1.
7. Димексид – это «активатор» всасывания, мембранотроп, лекарственное средство противовоспалительного действия.
8. Введение аэросила в состав мазевой основы (загуститель) снижает высвобождение кислоты салициловой.
9. Консистентная эмульсия вазелина, так как мазь серная на вазелине терапевтически не активна.
10. Главная цель измельчения - уменьшение размера частиц и увеличение их количества для достижения быстрого и полного эффекта. При диспергировании твердых веществ имеют место 2 процесса одновременно: разъединение частиц и укрупнение их под действием сил взаимного притяжения. В определенный момент может наступить подвижное равновесие: число измельчаемых частиц становится равно числу вновь образующихся. Чтобы преодолеть это явление необходимо насытить свободную поверхностную энергию частиц, измельчая лекарственные средства в присутствии твердых индифферентных веществ (сахарозы, лактозы) или добавляя летучие жидкости, активаторы всасывания (димексид, диметилформамид, спирт этиловый и другие жидкости). Можно измельчать предварительно фармацевтические субстанции в технологическом оборудовании (мельницы, дисмембраторы, дисинтегратоы и др.) или гомогенизируя МЛС (РПА, гомогенизаторы и другое оборудование для микронизации дисперсной фазы).
11. Мази антибиотиков не эффективны на мазевой основе – вазелин, чаще получают мази на других основах, например, вазелин с ланолином безводным 6:4.
12.Технологические приемы повышения степени биологической доступности МЛС (суспензионной мази): подбор мазевой основы, измельчение гетерогенных систем, введение активаторов всасывания и использование их для диспергирования, гомогенизация МЛС.
