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Sposdb otrzymywania kompozycji zawierajacej klotrimazol oraz kompozycja
farmaceutyczna uzyskana tym sposobem

Niniejszy wynalazek dotyczy statych rozproszen klotrimazolu z poloksamerem 407,
sposobu ich otrzymywania oraz zastosowania w preparatach farmaceutycznych, w
szczegblnosci w leczeniu zakazen grzybiczych.

W ostatnich latach obserwuje sie staty wzrost liczby uktadowych i powierzchniowych
zakazeld grzybiczych. Paradoksalnie jest on spowodowany postepem w medycynie,
szczegblnie w zakresie transplantacji narzadéw, wprowadzenia bardziej inwazyjnych metod
diagnostycznych i terapeutycznych, stosowania antybiotykdéw o szerokim spektrum dziatania,
wydtuzenia czasu przezycia chorych na nowotwory i chorych z uposledzeniem odpornosci.
Ten typ zakazen stanowi okofo 10% wszystkich zakazen u hospitalizowanych chorych i
stanowi wieksze ryzyko zgonu chorych niz zakazenia bakteryjne. Stosowane w tych
przypadkach imidazole | generacji charakteryzujg sie wysoka aktywnoscig przeciwgrzybiczg,
szczegblnie w leczeniu infekcji miejscowych. Opracowano wiele postaci farmaceutycznych
zawierajgcych te substancje lecznicze, m. in. kremy, masci, szampony, pudry, tabletki
dopochwowe, pastylki do ssania, ktdre sg nadal szeroko stosowane, zarédwno w medycynie,
jak i weterynarii.

Ze wzgledu na rosngcag liczbe zakazed grzybiczych, pozadane jest poszukiwanie
nowych postaci leku o dziataniu miejscowym i ogdlnoustrojowym, ktére wykazujg
zwiekszong skutecznosé przeciwgrzybicza.

Klotrimazol nalezy do pochodnych imidazolu o szerokim spektrum dziatania
przeciwgrzybiczego. Jest skuteczny w leczeniu zakazen skérnych oraz pochwy i sromu
wywofanych przez dermatofity oraz drozdzaki.

Klotrimazol jest substancjg cechujacg sie dobrg przenikalnoscig przez btony biologiczne [Yang
W., Wiederhold N. P., Williams R. O.: Drug delivery strategies for improved azole antifungal
action. Expert Opin. Drug Deliv., 2008, 5, 1199-1216], jednak jest bardzo trudno
rozpuszczalny w wodzie (jego rozpuszczalnosé wynosi 0,49ug/ml). Ze wzgledu na powyzsze

parametry zostat zaklasyfikowany do drugiej klasy Biofarmaceutycznego Systemu
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Klasyfikacji. Po podaniu doustnym tej substancji obserwowane sg duze rdinice w
biodostepnosci, spowodowane jej stabg absorpcja z przewodu pokarmowego. Niska
rozpuszczalno$¢ klotrimazolu stanowi takze problem w miejscowym leczeniu zakazen
grzybiczych, gdyz limituje jego uwalnianie z postaci leku do miejsca zakazenia w stezeniu
zapewniajgcym dziatanie terapeutyczne.

Poloksamer 407, o wzorze chemicznym przedstawionym ponizej, jest tréjblokowym
kopolimerem zbudowanym z hydrofobowego tancucha polioksypropylenu (PPO) i dwdch
identycznych hydrofilowych tafdcuchéw polioksyetylenowych (PEQ). Jest to biaty i
gruboziarnisty proszek o woskowatej konsystencji, ktéry rozpuszcza sie w wodzie, etanolu
95% i izopropanolu, a nie rozpuszcza sie w eterze, parafinie i olejach. Poloksamer 407 jest
gtownie wykorzystywany jako $rodek zageszczajacy, utatwiajgcy tworzenie zelu, a takze jako

koemulgator w kremach i emulsjach ptynnych.

Poszukiwanie rozwigzan poprawiajgcych rozpuszczalnos¢ oraz szybkos¢ rozpuszczania
klotrimazolu z formulacji stosowanych miejscowo, doustnie lub parenteralnie jest wysoce
pozgdane. Polepszenie wtasciwosci fizykochemicznych otrzymanych formulacji moze
zwiekszy€ rozpuszczalno$c substancji w fizjologicznych ptynach ustrojowych, co przektada sie
na jej zwiekszong adsorpcje i/lub biodostepnos¢. Moze to réwniez przyczyni¢ sie do
zmniejszenia dawki, a w efekcie zwiekszenia bezpieczedstwa farmakoterapii.

State rozproszenia sg jednym z najlepszych rozwigzad poprawiajgcych
rozpuszczalnosé, szybkosé rozpuszczania i biodostepnos¢ substancji trudno rozpuszczalnych
w wodzie. Jest to przyktad modyfikacji fizycznej, w ktérej stabo rozpuszczalny sktadnik jest
wbudowany w matryce polimeru w monomolekularnej, amorficznej lub mikrokrystalicznej
formie. Mechanizm poprawy rozpuszczalnosci API (ang. Active Pharmaceutical Ingredient) ze
statych rozproszed zalezy od wielu czynnikdw, m. in. rodzaju uzyskanego statego
rozproszenia, wtasciwosci fizyko-chemicznych substancji czynnej i polimeru, ich wzajemnego

stosunku oraz metody otrzymywania.
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Proponowana metoda ugniatania jest jedng z metod otrzymywania statych
rozproszen. Jest wysoce wydajna, tatwa do wykonania, powtarzalna i tania. W metodzie tej
sktadniki mieszaniny zwilza sie niewielkg iloscig rozpuszczalnika, a nastepnie uciera w
mozdzierzu, az do catkowitego odparowania. Mieszaniny powstate w ten sposdb sg trwate i
bez problemu mogg byé bezposrednio tabletkowane.

Dotychczasowe rozwigzania poprawiajgce rozpuszczalnos¢ klotrimazolu obejmujg m.
in. dodatek solubilizatoréw, tworzenie nanoemulsji [Borhade V., Pathak S., Sharma S.,
Patravale V.: Clotrimazole nanoemulsion for malaria chemotherapy. Part |: Preformulation
studies, formulation design and physicochemical evaluation. Int. J. Pharm., 2012, 431,138-
148], sporzadzanie liposomdw, nanosfer, mikrokapsutek, zawiesin w roztworze polimeru
[Yang W., Wiederhold N. P., Williams R. O.: Drug delivery strategies for improved azole
antifungal action. Expert Opin. Drug Deliv., 2008, 5, 1199-1216], komplekséw inkluzyjnych z
B-cyklodekstrynami [Ahmed M. O., El-Gibaly I., Ahmed S. M.: Effect of cyclodextrins on the
physicochemical properties and antimycotic activity of clotrimazole. Int. J. Pharmaceut.,
1998, 171, 111-121; Balakrishnan P. et al.: Enhanced bioavailability of poorly water-soluble
clotrimazole by inclusion with B-cyclodextrin. Arch. Pharm. Res. 2007, 30, 249-254;
Surendran S. A., Vinaya O. G.: Formulation And Evaluation Of Clotrimazole Solid Dispersion
Incorporated Gels. Int. J. Pharm Tech Res., 2013, 5, 1345-1354] oraz statych rozproszeni
klotrimazolu z poliwinylopirolidonem [Balata G., Mahdi M., Bakera R. A.: Improvement of
solubility and dissolution properties of clotrimazole by solid dispersions and inclusion
complexes. Indian J. Pharm. Sci., 2011, 73, 517-526]. W przypadku tworzenia nanoemulsji
oraz dodatku solubilizatoréw istnieje problem ze stabilnoscig substancji w tak otrzymanych
uktadach. Z kolei, podanie doustne lub doodbytnicze w czopkach na bazie poloksameru i
glikolu propylenowego, klotrimazolu w kompleksach inkluzyjnych z cyklodekstrynami,
pozwala jedynie na opracowanie postaci leku zawierajgcej niskg dawke tej substancji oraz
nie gwarantuje jej catkowitego rozpuszczenia [Borhade V. et al.: Clotrimazole nanoemulsion
for malaria chemotherapy. Part |: Preformulation studies, formulation design and
physicochemical evaluation. Int. J. Pharm., 2012, 431,138-148). Balata i wsp.( Improvement
of solubility and dissolution properties of clotrimazole by solid dispersions and inclusion
complexes. Indian J. Pharm. Sci.,, 2011, 73, 517-526) otrzymywali state rozproszenia

klotrimazolu z poliwinylopirolidonem Iub PEG 4000 oraz kompleksy inkluzyjne z B-
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cyklodekstrynami, a nastepnie badali ich rozpuszczalnosé w wodzie destylowanej przy uzyciu
aparatu fopatkowego. W przypadku formulacji, zaréwno z uzyciem PVP K-25, jak i PEG 4000
oraz komplekséw inkluzyjnych z B-cyklodekstrynami, uzyskali maksymalnie okoto 2-krotng
poprawe rozpuszczalnosci w stosunku do czystej substancji. Z kolei Ahmed i wsp. (Effect of
cyclodextrins on the physicochemical properties and antimycotic activity of clotrimazole. Int.
J. Pharmaceut., 1998, 171, 111-121) uzyskali poprawe rozpuszczalnosci klotrimazolu z
komplekséw inkluzyjnych z dimetylo-B-cyklodekstryng nie wiekszg niz 3,3-krotng w stosunku
do czystej APl. Opracowanie postaci leku do podania doustnego lub doodbytniczego w
czopkach na bazie poloksameru i glikolu propylenowego, klotrimazolu w kompleksach
inkluzyjnych z cyklodekstrynami, pozwala jedynie uzyskaé postac zawierajgcg niskg dawke tej
substancji oraz nie gwarantuje jej catkowitego rozpuszczenia [Yang W. et al.: Drug delivery
strategies for improved azole antifungal action. Expert Opin. Drug Deliv., 2008, 5, 1199-
1216].

Przedmiotem wynalazku jest sposdb otrzymywania kompozycji zawierajgcej
klotrimazol, charakteryzujgcy sie tym, ze suchg mieszanine sktadajaca sie z klotrimazolu i
poloksameru 407 zwilza sie etanolem i uciera sie do odparowania rozpuszczalnika w
temperaturze pokojowe;.

Korzystnie, zawartos¢ klotrimazolu w suchej mieszaninie wynosi od 1 do 99% wag.,
korzystniej od 10 % do 90 % wag., najkorzystniej okoto 80 % wag.

Zgodnie z wynalazkiem, etanol stosuje sie korzystnie w ilosci okoto 1 ml na 1 g suchej
mieszaniny.

Korzystnie, uzyskang sposobem wedtug wynalazku suchg mieszanine dodatkowo
poddaje sie sproszkowaniu i przesianiu przez sito, korzystnie o wielkosci oczek 0,315 pm.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest kompozycja farmaceutyczna zawierajgca
klotrimazol, znamienna tym, ze ma postac statego rozproszenia klotrimazolu w
poloksamerze 407, otrzymang metodg ugniatania z etanolem.

Przedmiotem wynalazku jest kompozycja farmaceutyczna charakteryzujaca sie tym,
ze otrzymana jest sposobem wedtug wynalazku.

Leki zawierajgce kompozycje wedtug wynalazku mogg byé wytworzone przy
zastosowaniu znanych specjalistom w dziedzinie metod i zawieraé standardowo stosowane

w farmacji substancje pomocnicze, nosniki i zardbki.
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W stanie techniki znane sg sposoby przemystowego przeniesienia produkcji statych
rozproszen metoda ugniatania w tzw. "kneader'ach” (Yusuke Shibata et al., The preparation
of a solid dispersion powder of indomethacin with crospovidone using a twin-screw extruder
or kneader, Int J Pharm 365 (2009) 53-60).

Zgodnie z wynalazkiem, otrzymane state rozproszenia klotrimazolu na bazie
poloksameru 407 metoda ugniatania pozwolity uzyskaé nawet ponad 105-krotng poprawe
rozpuszczalnosci w stosunku do czystej APl dla formulacji zawierajacej 80% wag./wag.
substancji czynnej.

Otrzymywanie statych rozproszen na bazie poloksameru 407 niesie ze sobg wiele
korzysci:

- uzyty polimer jest nietoksyczny i biozgodny,

- czgsteczki trudno rozpuszczalnej substancji sg solubilizowane przez hydrofilowy nosnik, co
zwieksza kilkakrotnie jego rozpuszczalno$s¢ w pordwnaniu z niemodyfikowanymi
substancjami,

- uzyty w sposobie otrzymywania rozpuszczalnik jest nietoksyczny,

- zastosowana modyfikacja jest prostg mieszaning fizyczng, ktérej sktadniki nie wchodzg ze
sobg w interakcje chemiczne, co powodowatoby powstanie nowej jakosci,

- otrzymane mieszaniny mozna inkorporowac w postaciach ptynnych, pétptynnych i statych.

Niniejszy wynalazek stwarza mozliwo$é zastosowania klotrimazolu w nowych i
skuteczniejszych postaciach lekdéw z inkorporowanym statym rozproszeniem, takich jak leki
oczne, badz lamelki. Istnieje mozliwos¢ udoskonalenia istniejgcych postaci, ktoére beda
cechowaty sie zwiekszong aktywnoscig przeciwgrzybiczg. Kompozycja wedtug wynalazku
znajduje zastosowanie w preparatach farmaceutycznych stosowanych miejscowo w postaci:
kremdw, masci, zeli, lamelek, pastylek, kropli ocznych, zawiesin, pudréw, aerozoli, globulek i
czopkdéw itp., stosowanych w szczegblnosci w leczeniu zakazed grzybiczych. Sposoby
wytwarzania takich lekdw znane sg specjalistom w dziedzinie farmacji.

Nieoczywisto$é rozwigzania wynika z wyboru polimeru, od ktérego zalezg wtasciwosci
mieszanin, a w szczegolnosci ich rozpuszczalno$é oraz metody ich otrzymywania. Z badan
Twoércow wynalazku wynika, iz z formulacji o takim samym sktadzie uzyskanych innymi
metodami, tj. ucieranie czy stapianie, w tym samym czasie rozpuszczaniu ulega ponad

potowe mniej substancji. Nalezy zaznaczy¢, iz w metodzie ugniatania nie podgrzewa sie
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mieszaniny sktadnikéw i mozna jg wykorzystac do przeniesienia produkgeji statych rozproszen
na skale przemystowg w zagniatarkach produkcyjnych (tzw. kneader), a nastepnie ich
suszenia i przesiewania. Na rynku dostepne sg gotowe state postacie leku zawierajgce state
rozproszenia z substancjami o réznym dziataniu farmakologicznym tj. Certican - tabletki z
rozproszeniem ewerolimusem w HPMC; Cesamet - tabletki z nabilonem w PVP, Gris-PEG -
tabletki z gryzeofulwing z PEG, Isoptin SR-E — tabletki z werapamilem w HPC/HPMC, Nivadil —
tabletki z niwaldiping w HPMC, Rezulin — tabletki z troglitazonem w HPMC, Kaletra — tabletki
z lopinawirem, titonawirem w PVPVA, Intelence — tabletki z etrawiryng w HPMC, Zelboraf —
tabletki z wemurafenibem w HPMCAS, Incivek — tabletki z telaprewirem w HPMCAS-M,
Crestor — tabletki z rosuwastatyng w HPMC, Afeditab CR - tabletki z nifedyping w
Poloxamer/PVP, Fenoglide - tabletki z fenofibratem w PEG, Prograf — kapsutki z
tacrolimusem w HPMC, Sporanox — kapsutki z itraconazolem w HPMC.

Zgodnie z wynalazkiem, otrzymuje sie kompozycje farmaceutyczng zawierajgcg w
swoim sktadzie od 1% do 99% wag./wag. klotrimazolu w potaczeniu z poloksamerem 407,
uzyskang sposobem ugniatania z etanolem. Odwazone sktadniki kompozycji nalezy zwilzyé
etanolem w ilosci 1ml na 1g suchej mieszaniny i utrze¢, az do catkowitego odparowania
rozpuszczalnika w temperaturze pokojowej. Nastepnie, uzyskang i suchg mieszanine nalezy
sproszkowac, ucierajgc przez okoto 10 minut. Sproszkowang mieszanine nalezy przesiaé
przez sito o $rednicy oczek 0,315 um. Przechowywaé w hermetycznie zamykanym naczyniu
chronigcym przed dostepem Swiatta i wilgoci.

Kompozycja o sktadzie 80% wag./wag. klotrimazolu cechowata sie najlepszymi
wiasciwosciami fizyko-chemicznymi, co potwierdzono w badaniach specyficznej szybkosci
rozpuszczania, roznicowej kalorymetrii skaningowej (DSC), spektroskopii w podczerwieni z
transformacjg Fouriera (FTIR), rentgenowskiej dyfraktometrii proszkowej (XRPD) oraz
skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM). W testach rozpuszczania prawie 100%
klotrimazolu ulegto rozpuszczeniu z badanej mieszaniny, podczas, gdy w tym samym czasie w
warunkach badania rozpuszczeniu ulegato tylko 0,9% czystej substancji. Pozostate
kompozycje réwniez charakteryzowaty sie kilkakrotnym wzrostem rozpuszczalnosci
klotrimazolu w stosunku do czystej substancji.

State rozproszenia klotrimazolu z poloksamerem 407 otrzymano metodg ugniatania z

uzyciem etanolu w réznych stosunkach wagowych. Wtasciwosci fizykochemiczne uzyskanych
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mieszanin charakteryzowano metodami: specyficznej szybkosci rozpuszczania, réznicowej
kalorymetrii skaningowej (DSC), spektroskopii w podczerwieni z transformacjg Fouriera
(FTIR) oraz rentgenowskiej dyfraktometrii proszkowej (XRPD).

Przedmiot wynalazku w przykfadzie wykonania uwidoczniono na rysunku, na ktérym:

na figurze 1 przedstawiono zestawienie termograméw DSC zarejestrowanych na
aparacie przeptywowym DSC25 Mettler Toledo z szybkoscig ogrzewania 5°C/min, w zakresie
temperatury 25-160°C i przeptywie argonu 50ml/min: a) poloksamer 407, b) klotrimazol,
c) CLT:PXM-90:10-KN, d) CLT:PXM-80:20-KN, e) CLT:PXM-70:30-KN, f) CLT:PXM-60:40-KN,
g) CLT:PXM-50:50-KN, h) CLT:PXM-40:60-KN, i) CLT:PXM-30:70-KN, j) CLT:PXM-20:80-KN,
k) CLT:PXM-10:90-KN;

na figurze 2 przedstawiono zestawione widm FTIR dla czystych substancji, tj.

klotrimazolu (CLT) i poloksameru (PXM) oraz otrzymanych z ich udziatem statych rozproszen;

na figurze 3 przedstawiono zarejestrowane dyfraktogramy dla czystego klotrimazolu
oraz otrzymanych statych rozproszen, linia 1: PXM, linia 2: CLT:PXM-20:80-KN, linia 3:
CLT:PXM-50:50-KN, linia 4: CLT:PXM-80:20-KN, linia 5: CLT;

na figurze 4 przedstawiono procent rozpuszczonego klotrimazolu z formulacji
uzyskanych metoda ugniatania w 0,5% roztworze laurylosiarczanu sodu w temperaturze

37°C + SD (n=3).

Badanie specyficznej szybkosci rozpuszczania wykazato, iz otrzymane state
rozproszenia cechujg sie zwiekszong szybkoscig rozpuszczania oraz rozpuszczalnoscig w
stosunku do czystego klotrimazolu. W przypadku formulacji zawierajacej 80% wag./wag. API
po 120 minutach przeprowadzonego badania ulegato rozpuszczeniu prawie 100%
klotrimazolu z badanej mieszaniny, podczas, gdy w tym samym czasie w warunkach badania
rozpuszczeniu ulegato 0,9% czystej substancji.

Przeprowadzone badania termiczne metodg skaningowej kalorymetrii réznicowej
wykazaty brak interakcji pomiedzy APl a polimerem, co dowodzi, iz tworzg one prostg
mieszanine eutektyczng. Badania spektroskopowe uzyskane metodami spektroskopii w
podczerwieni z transformacjg Fouriera oraz rentgenowskiej dyfrakcji proszkowej réwniez
wykluczyty mozliwos¢ istnienia interakcji chemicznych pomiedzy sktadnikami statego

rozproszenia.
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Materiaty i metody

Materiaty
Klotrimazol (CLT) P. P. F. ,Hasco-Lek” S.A., Polska. Poloksamer 407 (PXM) Fluka
Biochemica, Niemcy. Laurylosiarczan sodu (SLS) P. P. H. ,Stanlab, Polska. Ethanol czystosc

HPLC, Chempur, Polska. Metanoli acetonitryl czystosé HPLC T. J. Baker, Holandia.

Otrzymywanie statych rozproszern metodg ugniatania tzw. kneading method (KN)

Odwazone na wadze analitycznej sktadniki mieszanin, tj. klotrimazol i poloksamer
407, przenoszono do mozdzierza agatowego, a nastepnie zwilzano etanolem w ilosci 1ml na
1 g suchej mieszaniny i ucierano do catkowitego odparowania rozpuszczalnika w
temperaturze pokojowej. W celu ujednolicenia ziaren uzyskane mieszaniny przesiewano
przez sito o wymiarze oczek 315 pum. Do momentu badan state rozproszenia byty
przechowywane w fiolkach z ciemnego szkta w eksykatorze zawierajgcym S$rodek
absorbujgcy wilgo¢. Uzyskano mieszaniny w stosunkach wagowych klotrimazolu do
poloksameru 407 odpowiednio 90.0:10.0, 80.0:20.0, 70.0:30.0, 60.0:40.0, 50.0:50.0,
40.0:60.0, 30.0:70.0, 20.0:80.0 i 10.0:90.0 % wag./wag.

Przedmiot wynalazku zostat przedstawiony na przyktadach wykonania.
Przyktad |

State rozproszenie klotrimazolu (CLT) i Poloksameru 407 (PXM) otrzymano w wagowe;j

proporcji 1cz. CLT+ 9¢cz. PXM zgodnie z metodg opisang w niniejszym zgltoszeniu.

W celu wytworzenia statego rozproszenia wedtug wynalazku, z odwazonych sktadnikéw
przygotowuje sie jednorodng mieszanine sktadnikow kompozycji, ktdérg po zwilzeniu
etanolem w ilosci 1 ml na 1 g mieszaniny, ugniata sie w mozdzierzu agatowym. W celu
ujednolicenia ziaren, po catkowitym odparowaniu etanolu, mieszanine przesiewa sie przez
sito 315 um. Otrzymane state rozproszenie przechowuje sie w zamknietej fiolce z ciemnego

szkta w eksykatorze zawierajgcym srodek absorbujgcy wilgoc.

Przyktad Il
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State rozproszenie klotrimazolu (CLT) i Poloksameru 407 (PXM) otrzymano w wagowe;j

proporcji 2cz. CLT+ 8cz. PXM zgodnie z metodg opisang w niniejszym zgtoszeniu.

W celu wytworzenia statego rozproszenia wedtug wynalazku, z odwazonych sktadnikéw
przygotowuje sie jednorodng mieszanine skfadnikow kompozycji, ktdérg po zwilzeniu
etanolem w ilosci 1 ml na 1 g mieszaniny, ugniata sie w mozdzierzu agatowym. W celu
ujednolicenia ziaren, po catkowitym odparowaniu etanolu, mieszanine przesiewa sie przez
sito 315 um. Otrzymane state rozproszenie przechowuje sie w zamknietej fiolce z ciemnego

szkta w eksykatorze zawierajgcym $rodek absorbujgcy wilgoé.
Przyktad Ill

State rozproszenie klotrimazolu (CLT) i Poloksameru 407 (PXM) otrzymano w wagowe;j

proporcji 3cz. CLT+ 7cz. PXM zgodnie z metodg opisang w niniejszym zgltoszeniu.

W celu wytworzenia statego rozproszenia wedtug wynalazku, z odwazonych sktadnikéw
przygotowuje sie jednorodng mieszanine skfadnikow kompozycji, ktdérg po zwilzeniu
etanolem w ilosci 1 ml na 1 g mieszaniny, ugniata sie w mozdzierzu agatowym. W celu
ujednolicenia ziaren, po catkowitym odparowaniu etanolu, mieszanine przesiewa sie przez
sito 315 um. Otrzymane state rozproszenie przechowuje sie w zamknietej fiolce z ciemnego

szkta w eksykatorze zawierajgcym srodek absorbujgcy wilgoc.
Przyktad IV

State rozproszenie klotrimazolu (CLT) i Poloksameru 407 (PXM) otrzymano w wagowej

proporcji 4cz. CLT+ 6¢z. PXM zgodnie z metodg opisang w niniejszym zgloszeniu.

W celu wytworzenia statego rozproszenia wedtug wynalazku, z odwazonych sktadnikéw
przygotowuje sie jednorodng mieszanine skfadnikow kompozycji, ktdérg po zwilzeniu
etanolem w ilosci 1 ml na 1 g mieszaniny, ugniata sie w mozdzierzu agatowym. W celu
ujednolicenia ziaren, po catkowitym odparowaniu etanolu, mieszanine przesiewa sie przez
sito 315 um. Otrzymane state rozproszenie przechowuje sie w zamknietej fiolce z ciemnego

szkta w eksykatorze zawierajgcym srodek absorbujgcy wilgoc.

Przyktad V
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State rozproszenie klotrimazolu (CLT) i Poloksameru 407 (PXM) otrzymano w wagowe;j

proporcji 5¢z. CLT+ 5¢cz. PXM zgodnie z metodg opisang w niniejszym zgltoszeniu.

W celu wytworzenia statego rozproszenia wedtug wynalazku, z odwazonych sktadnikéw
przygotowuje sie jednorodng mieszanine skfadnikow kompozycji, ktdérg po zwilzeniu
etanolem w ilosci 1 ml na 1 g mieszaniny, ugniata sie w mozdzierzu agatowym. W celu
ujednolicenia ziaren, po catkowitym odparowaniu etanolu, mieszanine przesiewa sie przez
sito 315 um. Otrzymane state rozproszenie przechowuje sie w zamknietej fiolce z ciemnego

szkta w eksykatorze zawierajgcym srodek absorbujgcy wilgoc.
Przyktad VI

State rozproszenie klotrimazolu (CLT) i Poloksameru 407 (PXM) otrzymano w wagowej

proporcji 6¢z. CLT+ 4cz. PXM zgodnie z metodg opisang w niniejszym zgltoszeniu.

W celu wytworzenia statego rozproszenia wedtug wynalazku, z odwazonych sktadnikéw
przygotowuje sie jednorodng mieszanine sktadnikédw kompozycji, ktérg po zwilzeniu
etanolem w ilosci 1 ml na 1 g mieszaniny, ugniata sie w mozdzierzu agatowym. W celu
ujednolicenia ziaren, po catkowitym odparowaniu etanolu, mieszanine przesiewa sie przez
sito 315 um. Otrzymane state rozproszenie przechowuje sie w zamknietej fiolce z ciemnego

szkta w eksykatorze zawierajgcym srodek absorbujgcy wilgoc.
Przyktad VI

State rozproszenie klotrimazolu (CLT) i Poloksameru 407 (PXM) otrzymano w wagowe;j

proporcji 7cz. CLT+ 3cz. PXM zgodnie z metodg opisang w niniejszym zgtoszeniu.

W celu wytworzenia statego rozproszenia wedtug wynalazku, z odwazonych sktadnikéw
przygotowuje sie jednorodng mieszanine skfadnikow kompozycji, ktdérg po zwilzeniu
etanolem w ilosci 1 ml na 1 g mieszaniny, ugniata sie w mozdzierzu agatowym. W celu
ujednolicenia ziaren, po catkowitym odparowaniu etanolu, mieszanine przesiewa sie przez
sito 315 um. Otrzymane state rozproszenie przechowuje sie w zamknietej fiolce z ciemnego

szkta w eksykatorze zawierajgcym srodek absorbujgcy wilgoc.

Przyktad Vil
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State rozproszenie klotrimazolu (CLT) i Poloksameru 407 (PXM) otrzymano w wagowe;j

proporcji 8¢cz. CLT+ 2cz. PXM zgodnie z metodg opisang w niniejszym zgltoszeniu.

W celu wytworzenia statego rozproszenia wedtug wynalazku, z odwazonych sktadnikéw
przygotowuje sie jednorodng mieszanine skfadnikow kompozycji, ktdérg po zwilzeniu
etanolem w ilosci 1 ml na 1 g mieszaniny, ugniata sie w mozdzierzu agatowym. W celu
ujednolicenia ziaren, po catkowitym odparowaniu etanolu, mieszanine przesiewa sie przez
sito 315 um. Otrzymane state rozproszenie przechowuje sie w zamknietej fiolce z ciemnego

szkta w eksykatorze zawierajgcym srodek absorbujgcy wilgoc.
Przyktad IX

State rozproszenie klotrimazolu (CLT) i Poloksameru 407 (PXM) otrzymano w wagowe;j

proporcji 9cz. CLT+ 1cz. PXM zgodnie z metodg opisang w niniejszym zgltoszeniu.

W celu wytworzenia statego rozproszenia wedtug wynalazku, z odwazonych sktadnikéw
przygotowuje sie jednorodng mieszanine skfadnikow kompozycji, ktdérg po zwilzeniu
etanolem w ilosci 1 ml na 1 g mieszaniny, ugniata sie w mozdzierzu agatowym. W celu
ujednolicenia ziaren, po catkowitym odparowaniu etanolu, mieszanine przesiewa sie przez
sito 315 um. Otrzymane state rozproszenie przechowuje sie w zamknietej fiolce z ciemnego

szkta w eksykatorze zawierajgcym $rodek absorbujgcy wilgoé.
Metody badan

Badanie zawartosci klotrimazolu w stalym rozproszeniu

W celu wykonania badania, odwazano ekwiwalent statego rozproszenia
odpowiadajacy 10 mg klotrimazolu i rozpuszczano w 25 ml metanolu. Substancje oznaczano
spektrofotometrycznie przy dtugosci fali A = 260 nm, ktérg wyznaczono na podstawie
wykreslonego widma absorbancji czystej APl. Wartosci stezenia obliczano w oparciu o
wczesniej przygotowang krzywg wzorcowa, sporzgdzong dla roztwordw wzorcowych
klotrimazolu o stezeniach w zakresie od 0,00999 mg/ml do 0,53760 mg/ml. Wykorzystujac
analize regresji otrzymano liniowg zaleznos¢ absorbancji od stezenia substancji, ktérg opisuje

réwnanie y = 1,9478 x — 0,0078 (R?=0,999).

Badanie statych rozproszen metoda roznicowej kalorymetrii skaningowej (ang. Differential

Scanning Calorimetry — DSC)
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Termogramy zarejestrowano z uzyciem kalorymetru przeptywowego DSC 25 firmy
Mettler Toledo, skalibrowanego wzgledem temperatury topnienia indu o czystosci 99,999%.
Badane prébki umieszczano w standardowych naczynkach aluminiowych o pojemnosci 40 pl
z przykrywka o pojedynczym otworze, natomiast probke odniesienia stanowito puste
naczynko z otworem w przykrywce. Obydwa naczyrika przed umieszczeniem w komorze
pomiarowej zamykano i Sciskano w prasce. Prébki poddawano ogrzewaniu w zakresie
temperatury od 25°C do 160°C przy szybkosci ogrzewania 5°C/min. W trakcie badania przez
komore pomiarowg przepuszczano gaz obojetny — argon o czystosci 99,999%, z szybkoscia

przeptywu wynoszgcg 50 ml/min.

Badanie statych rozproszen metoda spektroskopii w podczerwieni z transformacja Fouriera
(ang. Fourier Transform Infrared Spectroscopy - FTIR)

Badanie przeprowadzono przy uzyciu spektrofotometru FTIR Perkin-Elmer Spectrum
Two z przystawka UATR. W celu wykonania pomiaru, na krystaliczng powierzchnie ptytki
urzgdzenia nanoszono odpowiednig ilo$¢ statej prébki, tak aby przykryta catg powierzchnie
pryzmatu. Nastepnie, préobke docisnieto za pomocg glowicy do miejsca przechodzenia wigzki

promieniowania. Widma rejestrowano w zakresie 450 cm™ do 4000 cm™.

Rentgenowska dyfraktometria proszkowa (XRPD)

Dyfraktogramy rejestrowane dla statych rozproszeh zawierajgcych klotrimazol i
poloksamer oraz czystych substancji zarejestrowano z wykorzystaniem dyfraktometru
proszkowego Ultima IV wyposazonego w system optyki CBO (Rigaku, Japonia) z
promieniowaniem CuKa w temperaturze pokojowej. Stosowano predkos$é skanowania

10°/min w zakresie katéw 26 od 3° do 60°.

Badanie specyficznej szybkosci rozpuszczania statych rozproszen w systemie z rotujgcym
dyskami (Intrinsic Drug Dissolution Rates z uzyciem tzw. Rotating Disc System)

Badanie rozpuszczalnosci otrzymanych statych rozproszeh i czystego klotrimazolu
przeprowadzono poprzez okredlenie specyficznej szybkosci rozpuszczania w systemie z
rotujgcymi dyskami. W przeprowadzonych testach czysta substancja byfa odnosnikiem, w
stosunku do ktérego pordéwnywano specyficzng szybko$¢ rozpuszczania uzyskanych
mieszanin. W celu przeprowadzenia badania, odwazano na wadze analitycznej po 100 mg

statych rozproszen i czystej APl. Nastepnie, nawazki przenoszono do matryc i prasowano
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przy pomocy laboratoryjnej prasy hydraulicznej pod naciskiem 2 ton. Nacisk ten
utrzymywano przez 2 minuty. Przygotowane w ten sposéb matryce ze sprasowanymi
mieszaninami montowano w tazni SR8-PLUS w systemie z rotujgcymi dyskami, spetniajgcym
wymagania Farmakopei Polskiej IX. Pomiary prowadzono do 1000 ml 0,5 % roztworu
laurylosiarczanu sodu (SLS) o temperaturze 37,0°C + 0,5°C przy predkosci rotacji dyskéw 50
obrotéw/minute. Medium do uwalniania przygotowywano bezposrednio przed badaniem z
uzyciem odgazowanej wody oczyszczonej. Probki do oznaczen pobierano w ilodci 3 ml po
przefiltrowaniu przez filtry o Srednicy poréw 45 um w 20, 40, 60, 80, 100 i 120 minucie

badania.

Oznaczanie klotrimazolu metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej

Oznaczenie wykonano metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej w aparacie
Gilson wyposazonym w kolumne Hewlett-Packard ODS Hypersil (4,6 x 100 mm, wielkos$é
ziaren 5 um), podwdjng pompe, mikser oraz detektor spektrofotometryczny ze zmienng
dtugoscig fali. Sktad fazy ruchomej i warunki analizy ustalono empirycznie. Mieszanina
acetonitrylu i wody w stosunku objetosciowym 70:30 stanowita eluent. Przygotowany
bezposrednio przed uzyciem eluent byt filtrowany przez filtr o wymiarze poréw 0,22 um i
odgazowywany przez 15 min przy pomocy myjki ultradZzwiekowej. Predko$é przeptywu fazy
ruchomej przez kolumne wynosita 1,5 ml/min w warunkach izokratycznych. Oznaczenie
ilosciowe wymywanego z kolumny klotrimazolu wykonywano przy pomocy detektora
spektrofotometrycznego przy dtugosci fali A = 230 nm. Czas retencji czystej substancji
aktywne] wynosit okoto 2,6 minuty. Stezenie klotrimazolu oznaczano metodg wzorca
zewnetrznego, a krzywag wzorcowg opisang rownaniem y = 59927 x + 175,77 (R2=0,9995)
wykreslono na podstawie wielkosci pola powierzchni pikéw uzyskanych dla roztworéw

wzorcowych substancji o stezeniach w zakresie od 0,01170 mg/ml do 0,00936 mg/ml.
Wyniki

Zawartosc substancji
Zawartos¢ klotrimazolu w statych rozproszeniach miescita sie w zakresie 97,44% do 102,25%

deklarowanej zawartosci.

Badanie statych rozproszen metodg roznicowej kalorymetrii skaningowej (ang. Differential

Scanning Calorimetry — DSC)
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Krzywe DSC otrzymane dla czystych komponentéw klotrimazolu, poloksameru i
otrzymanych statych rozproszen przedstawiono na figurze 1. Na krzywej DSC czystego
klotrimazolu zaobserwowano tylko jeden pik endotermiczny odpowiadajgcy topnieniu leku
w 143,6°C. Podobnie, dla czystego poloksameru 407 obserwowano jeden efekt
endotermiczny, zwigzany z topnieniem polimeru w temperaturze 52,6°C. Wyniki badania
DSC pokazuja, iz klotrimazol tworzy z poloksamerem prosty ukfad eutektyczny: na wiekszosci
termogramoéw uzyskanych dla statych rozproszen obserwowano dwa piki endotermiczne.
Potozenie poczatku pierwszego piku pojawiato sie w przyblizeniu w tej samej temperaturze
46,6°C, bez wzgledu na sktad ilosciowy mieszaniny. Temperatura ta jest temperaturg reakgji
eutektycznej pomiedzy poloksamerem i klotrimazolem. Natomiast, drugi pik endotermiczny,
ktérego maksimum temperatury obniza sie ze spadkiem udziatu procentowego klotrimazolu

w formulacji, odpowiada przejsciu mieszaniny w stan ciekty.

Badanie statych rozproszen metodg spektroskopii w podczerwieni z transformacjg Fouriera
(ang. Fourier Transform Infrared Spectroscopy - FTIR)

Widma FTIR klotrimazolu i statych rozproszen klotrimazolu z poloksamerem
przedstawiono na figurze 2. Pasma absorpcyjne pojawiajgce sie przy liczbach falowych: 3166
cm™? (drgania rozciggajace C-H), 1584, 1487 cm™? (drgania rozciggajagce C-C pierscienia
benzenu) i 741 cm™ (drgania rozciggajace C-H) sg charakterystyczne dla czystego
klotrimazolu, natomiast na widmie poloksameru widoczne sg charakterystyczne pasma
absorpcyjne przy liczbach falowych 2889 cm™ (drgania rozciagajace C-H), 1342 cm™ (O-H) i
1111 cm™ (drgania rozciagajace C-O-C). Na widmach FTIR badanych statych rozproszeri
stwierdzono jedynie obecno$é pasm absorpcyjnych charakterystycznych dla poszczegdlnych
sktadnikéw, co potwierdza, ze klotrimazol i poloksamer 407 w statych rozproszeniach

uzyskanych metodg ugniatania nie wchodzg ze sobg w interakcje.

Rentgenowska dyfraktometria proszkowa (XRPD)

Jak przedstawiono na figurze 3, na dyfraktogramach proszkowych czystego
klotrimazolu obserwowano wyrazne, intensywne piki przy 26 12,34° i 20,66°, natomiast dla
czystego poloksameru przy 26 19,06° i 23,24°, co potwierdza krystaliczny charakter obu
substancji. Na dyfraktogramach statych rozproszed klotrimazolu z poloksamerem,

otrzymanych metodg ugniatania, obserwowano jedynie piki charakterystyczne dla obu
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substancji o intensywnosci zaleznej od ich udziatu procentowego w mieszaninie i nie
stwierdzono istotnych zmian w ich potozeniu, co potwierdza brak interakcji pomiedzy

substancjg czynng i polimerem.

Badanie specyficznej szybkosci rozpuszczania statych rozproszen w systemie z rotujgcym
dyskami (Intrinsic Drug Dissolution Rates z uzyciem tzw. Rotating Disc System)

Na figurze 4 pokazano przebieg procesu rozpuszczania czystego klotrimazolu oraz
substancji zawartej w statych rozproszeniach z poloksamerem w funkcji czasu. Szybkosc
rozpuszczania czystego klotrimazolu jest bardzo mata, rozpuszcza sie mniej niz 1% leku w
ciggu 2 godzin. Rozproszenie klotrimazolu w hydrofilowym nosniku, jakim jest poloksamer,
znacznie zwieksza rozpuszczalnos¢ APl do prawie 100% w przypadku kompozycji o sktadzie
80.0:20.0 % wag./wag. CLT/PXM i 70.0:30.0 % wag./wag. CLT/PXM. Z formulacji 60.0:40.0 %
wag./wag. CLT/PXM oraz 50.0:50.0 % wag./wag. CLT/PXM zawierajacych odpowiednio 60.0 i
50.0 % wag./wag. klotrimazolu ulegato rozpuszczeniu w czasie testu ponad 70% substancji. Z
kompozycji zawierajacych od 10.0 % wag./wag. do 40.0 % wag./wag. klotrimazolu ulegto
rozpuszczeniu okoto 50% substancji. Najmniejsza poprawe rozpuszczalnosci — okoto 5 razy,

odnotowano dla kompozycji zawierajacej 90.0:10.0 % wag./wag. klotrimazolu.

Podsumowujgc, wtasciwosci fizykochemiczne i badania rozpuszczania klotrimazolu ze
statych rozproszen otrzymywanych metoda ugniatania potwierdzajg wptyw tej techniki na
zwiekszanie szybkodci rozpuszczania CLT. Ponadto, analiza XRPD i FTIR nie wykazata

oddziatywania chemicznego pomiedzy sktadnikami mieszanin.



