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~ rodki do miejscowego znieczulenia dzieki mozli-
wosciom blokowania przewodnictwa w nerwach
obwodowych, korzeniach i zwojach miedzykrego-
wych, znajduja obecnie szerokie zastosowanie za-
réwno w znieczuleniu do zabiegéw chirurgicznych,
jak i w zwalczaniu bélu o réznej etiologii. Sposréd
lekéw tej grupy najczesciej stosowana w wiekszo-
Sci technik znieczulenia miejscowego jest bupiwaka-
ina (BP). Lek ten charakteryzuje sie szybkim, silnym
i dtugotrwatym efektem znieczulajacym, a szybkos¢,
czas oraz sita i zasieg znieczulenia zaleza od miejsca
podania i zastosowanej dawki leku [1—3]. Wtasciwo-
sci farmakologiczno-farmakodynamiczne BP sprawia-
ja, Ze jest ona szczegblnie przydatna, gdy wymagane
jest uzyskanie dtugiego znieczulenia i ograniczonej
blokady motorycznej. Najczesciej stosowana jest za-
tem w celu wywotania znieczulenia przewodowego,
nasiekowego, nerwow obwodowych i splotéw ner-
wowych do zabiegéw operacyjnych w chirurgii, po-
toznictwie, stomatologii, urologii i okulistyce oraz
w celu zwalczania ostrego bélu pooperacyjnego, po-
rodowego i nowotworowego. Efekt przedtuzonego
znieczulenia jest najczesciej uzyskiwany w wyniku
zastosowania techniki powtarzalnych dawek frakcjo-
nowanych lub ciggtego wlewu przez cewnik umiesz-
czony w przestrzeni zewngtrzoponowej. Wtasciwie
dobrana dawka i prawidtowo wykonana blokada
najczesciej nie powoduja wystapienia objawow tok-
sycznych. Kardio- i neurotoksyczne dziatanie BP jest
zwykle nastepstwem niezamierzonego wstrzykniecia
donaczyniowego, podania zbyt duzej dawki lub zbyt
szybkiego podania leku [4-6].

Ponadto w poréwnaniu z innymi srodkami znieczu-
lenia regionalnego, BP podana miejscowo jest znacz-
nie bardziej od nich toksyczna. Przyjmuje sie, ze przy
osigganym stezeniu w osoczu w zakresie 2—4 pg/ml
istnieje duze prawdopodobienstwo wystapienia
pierwszych objawow toksycznosci ogélnoustrojowe;.

Biopharmaceutic assessment of bupivacaine incorporation into
polymeric microspheres Aim: Bupivacaine is an amide type
local anesthetics widely used in surgery and obstetrics for sustained
central and peripheral nerve blockade. However, its use is limited

by its systemic toxicity related to high drug plasma concentrations
resulting from a fast systemic absorption. Improvement of regional
administration of local anesthetic formulations could be obtained by
their incorporation in controlled delivery systems such as implants,
liposomes, drug complexes with cyclodextrins and microspheres.
The aim of the present study was to determine the reduced systemic
absorption leading to high plasma concentrationa related to central
nervous and cardiovascular toxicity and prolong the duration of action
of bupivacaine through the modification of this pharmacokinetics

by its application as polymeric microspheres. Results: We evaluated
in rabbits the bupivacaine pharmacokinetics: in first stage after

15 minutes intravenous infusion of 5 mg bupivacaine solution and
after intravenous injections of 5 mg bupivacaine-loaded microspheres
(type 1), in second stages after intramuscular injections of 5 mg
bupivacaine in solution and after intramuscular injections of 5 mg
bupivacaine-loaded microspheres (type | and Il). Blood samples
were collected at several time points. Plasma concetration of BP
were measured by HPLC with hydrochloride ropivacaine as internal
standard. Conclusion: Obtained data indicates that bupivacaine is
realeased from microspheres in prolonged and controlled way that

is characterized by beneficial bioaccess parameters for anesthetics
locale.
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Podwyzszone stezenie BP w osoczu powoduje cha-
rakterystyczny zesp6t objawdw, zwigzanych z zabu-
rzeniami czynnosci osrodkowego uktadu nerwowego
(OUN) oraz pracy serca. Srednia dozylna dawka letal-
na dla BP ustalona w badaniach na zwierzetach wy-
niosta 156 mg w poréwnaniu z 1450 mg dla lidokainy,
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Srodki miejscowego
znieczulenia tatwo
przechodz3 przez bariere
krew-mézg, dlatego
zaburzenia ze strony
osrodkowego uktadu
nerwowego zazwyczaj
pojawiaja sie wczesniej

i przy nizszych stezeniach
niz zaburzenia ze strony
uktadu krazenia. Im
silniejsze jest znieczulajace
dziatanie leku, tym wieksze
jest jego toksyczne
oddziatywanie na OUN.

innego leku z tej grupy. Smier¢ zwierzat nastepowa-
ta z powodu komorowych zaburzen rytmu o nagtym
przebiegu, a stezenie BP oznaczone w miesniu ser-
cowym martwych zwierzat stanowito 3,3% podanej
dawki [7-8].

Srodki miejscowego znieczulenia tatwo przecho-
dza przez bariere krew-mozg, dlatego zaburzenia ze
strony osrodkowego uktadu nerwowego zazwyczaj
pojawiajg sie wczesniej i przy nizszych stezeniach
niz zaburzenia ze strony uktadu krazenia. Im silniej-
sze jest znieczulajace dziatanie leku, tym wieksze jest
jego toksyczne oddziatywanie na OUN. Bupiwakaina
w stezeniu toksycznym wywotuje w pierwszej fazie
pobudzenie, a przy dalszym wzroscie stezenia depre-
sje OUN ze $pigczka i zatrzymaniem oddechu, w wy-
niku osrodkowego porazenia oddychania. Migsien
sercowy jest mniej wrazliwy na dziatanie anestety-
kéw lokalnych niz mézg, dlatego ob-
jawy osrodkowe wystepuja zazwyczaj
wczesniej niz objawy ze strony uktadu
krazenia. Dawki wywotujace drgaw-
ki zwykle tylko nieznacznie wptywa-
ja na uposledzenie czynnosci uktadu
krazenia. Zdarza sie jednak, ze obja-
wy kardiotoksyczne pojawiaja sie bez
uprzednich objawéw osrodkowych
i wowczas BP moze wywotac arytmie
komorowe przy znacznie nizszym ste-
zeniu substancji czynnej w osoczu niz
wywotujacym drgawki [7-9].

W celu uzyskania bezpiecznej oraz
efektywnej analgezji przewodowej jak
dotad zbadano wiele nowoczesnych
postaci leku, odznaczajacych sie kon-
trolowanym uwalnianiem substancji
leczniczej. Wyniki tych prac wskazujg
na wysoka przydatnos¢ w praktyce anestezjologicz-
nej systeméw mikrokompartmentowych. Powodem
jest mozliwos¢ znacznego obnizenia toksycznosci
oraz wydtuzenia czasu dziatania substancji leczniczej
podanej w postaci leku wielozbiornikowego. W takim
systemie dawka substancji leczniczej jest rozdzielona
miedzy liczne mikroczagstki stanowiace jej nosnik lub
zbiornik, przewyzszajac tradycyjne jednozbiornikowe
postacie leku pod wzgledem efektywniejszej kontroli
proceséw uwalniania i wchtaniania [10, 11].

W doswiadczeniach prowadzonych na modelach
zwierzecych testowano miedzy innymi implanty, lipo-
somy, kompleksy inkluzyjne z cyklodekstrynami, no-

przedklinicznych dobre rezultaty przyniosto wykorzy-
stanie m.in. mikrosfer polimerowych z inkorporowa-
nym srodkiem znieczulenia regionalnego. Wyniki tych
badan sugeruja, ze inkorporowanie leku w postaci mi-
krosfer polimerowych pozwala na modyfikacje jego
farmakokinetyki, a przez to przedtuzenie dziatania
znieczulajacego i przeciwbdlowego oraz zmniejszenie
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ryzyka wystagpienia objawdéw toksycznosci substan-
cji leczniczej [12—-16].

Mikrosfery s zaliczane do formulacji leku o budo-
wie wielozbiornikowej charakteryzujacych sie prze-
dtuzonym uwalnianiem substancji czynnej. Postacie
te sa zbudowane z réznego rodzaju matryc, w kto-
rych substancja lecznicza jest rozpuszczona badz
zawieszona. W odréznieniu od mikrokapsutek, w kté-
rych substancja lecznicza w postaci statej lub ptynnej
jest otoczona btona polimerowa, w mikrosferach lek
jest inkorporowany w matrycy, ktéra moga stanowié
syntetyczne lub naturalne polimery, a przy zastoso-
waniu liposfer —lipidy. Zaleznie od wielkosci czastek,
mikrosfery moga by¢ aplikowane r6znymi drogami.
Jednak najczesciej znajduja zastosowanie jako leki do
podawania pozajelitowego, zatem stosowane do ich
wytwarzania matryce musza by¢ zgodne z tkankami
i ulegac catkowitej biodegradacji. Mechanizm proce-
su biodegradacji jest uzalezniony od rodzaju matrycy
oraz drogi podania leku i moze mie¢ charakter che-
miczny, fizyczny lub enzymatyczny. Matryce lipidowe
w poréwnaniu z polimerowymi naleza do bardziej bio-
zgodnych, przez co liposfery kumuluja sie w organi-
zmie w mniejszym stopniu niz mikrosfery polimerowe
[11, 17]. Efekt przedtuzonego uwalniania po zastoso-
waniu leku w postaci mikrosfer pozwala na utrzyma-
nie odpowiednich stezen we krwi przez okreslony
czas, wptywajac tym samym na przedtuzenie dziata-
nia terapeutycznego. Uwalnianie substancji leczniczej
z matrycy lipidowej nastepuje w zaleznosci od pre-
paratu, w czasie od kilku dni do 6 tygodni, natomiast
inkorporowanie substancji leczniczej do matrycy po-
limerowej wydtuza ten czas nawet do 4 miesiecy.
Czas uwalniania substancji czynnej determinuje za-
tem czestosc¢ podania leku, wptywajac w przypadku
leku zastosowanego w postaci mikrosfer na wydtu-
zenie przedziatu dawkowania w poréwnaniu z trady-
cyjnymi postaciami leku [10, 18].

Substancje wykorzystywane w konstruowaniu
mikroczastek powinny by¢ zgodne z tkankami, wy-
kazywac odpowiednie wtasciwosci mechaniczne
i przewidywalny profil uwalniania leku. Jako matry-
ce polimerowe do sporzadzania mikrosfer stosuje sie
zatem zwiazki wielkoczgsteczkowe, pochodzenia na-
turalnego lub syntetyczne, nalezace do réznych grup
chemicznych. Najwieksze mozliwosci aplikacyjne
stwarzaja jednak mikrosfery, ktérych matryce otrzy-
mywane sg z polimeréw biodegradowalnych. Wsréd
nich najwieksze znaczenie praktyczne maja biozgod-
ne, syntetyczne poliestry B- i a-hydroksykwasow,
szczegblnie mlekowego i glikolowego, ich kopolime-
ry oraz naturalne polimery, jak proteiny czy polisa-
charydy. Kopolimeryzacja D,L-laktydéw i glikolidow
niszczy strukture krystaliczna, przyspieszajac tym sa-
mym hydrolize i biodegradacje matrycy. Najkorzyst-
niejsza kinetyke rozpadu wykazuje kopolimer PLGA
w proporcji 50:50. Dalsze zwigkszanie zawartosci
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jednostek glikolowych spowalnia jednak hydrolize
z powodu wzrostu stopnia krystalizacji [19].

Uwalnianie substancji leczniczej nastepuje przede
wszystkim powierzchniowo, w efekcie powierzchnio-
wej erozji matrycy polimerowej i jednoczesnej dyfu-
zji leku. Po podaniu domiesniowym lub implantacji,
mikrosfery poliestrowe ulegaja biodegeneracji w pty-
nie tkankowym na drodze hydrolizy autokatalitycznej.
Z nierozpuszczalnych makroczastek w wyniku hydro-
litycznej deestryfikacji powstaja mate fragmenty roz-
puszczalnych oligo- i monomerdw, ktére dyfunduja
do otaczajacego srodowiska. Rownoczesnie wnika-
jaca w strukture wewnetrzng polimeru woda powo-
duje powolna degradacje tancucha polimerowego.
Matryca stopniowo traci swa pierwotng sp6jnosc,
a powstajace w ten sposéb mikrokanaty sprzyjaja
dyfuzji leku. Tym samym w miare redukcji masy ma-
trycy droga dyfuzji leku staje sie coraz krétsza [19].
Szybkos¢ hydrolizy tancuchéw polimerowych zale-
zy w duzym stopniu od pH i temperatury, dlatego
w warunkach in vivo obserwuje sie minimalne rézni-
ce szybkosci rozpadu mikrosfer, zalezne od drogi ich
podania. Hydroliza enzymatyczna odgrywa niewiel-
ka role w procesie rozpadu matryc poliestrowych,
prawdopodobnie wieksza dla amorficznych odmian
polimeréw [20]. Badania podstawowe oraz wielolet-
nie doswiadczenie kliniczne potwierdzity bezpieczen-
stwo i duzg przydatnos¢ polimeréw hydroksykwaséw
jako materiatu implantacyjnego. Mikrosfery wyko-
nane z polimeréw PLA, PGA oraz PLGA s3 catkowicie
bioresorbowalne i doskonale tolerowane przez orga-
nizm. Hydroliza wigzan estrowych w warunkach in
vivo prowadzi do powstania monomerow kwasdw
hydroksylowych, ktére nastepnie zostaja wtaczone
do cyklu Krebsa i wydalone w formie nieszkodliwych
produktéw przemiany materii. Mikrosfery polimero-
we moga jednak powodowac tagodny odczyn tkan-
kowy, jednak bez miejscowego i uogélnionego stanu
zapalnego [20—-22].

Mikrosfery jako uktady mikrokompartmento-
we znalazty zastosowanie gtéwnie jako pozajelito-
we postacie leku o przedtuzonym i kontrolowanym
uwalnianiu, aplikowane r6znymi drogami. Zawieszo-
ne w odpowiednim Srodowisku mikrosfery wielkosci
1-8 um lub mniejsze od 1 um, tzw. nanosfery, moga
by¢ podane dozylnie, mikrosfery wielkosci 10-150 um
mozna zastosowac podskérnie lub domieéniowo, na-
tomiast o wielkosci 100-500 pm moga stuzy¢ do em-
bolizacji naczyn [11]. Mikrosfery zapewniajg dtuzszy
czas uwalniania substancji leczniczej niz zawiesi-
ny czy roztwory o zwiekszonej lepkosci, a ich zaleta
w poréwnaniu z implantami jest mozliwos¢ iniekcyj-
nej aplikacji bez ingerencji chirurgicznej. Przedtuzony
profil uwalniania leku z mikrosfer sprawia, ze moga
one stanowic korzystny system dozowania substancji
leczniczych w leczeniu choréb przewlektych, a takze
dla lekéw charakteryzujacych sie mata dostepnoscia
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biologiczna po podaniu doustnym, badz substancji
o krétkim okresie biologicznego péttrwania [17, 23].
Do substancji leczniczych najczesciej inkorporo-
wanych w biodegradowalnych matrycach mikrosfer
zalicza sie przede wszystkim cytostatyki i analogi
hormonéw stosowane w leczeniu nowotworéw hor-
monozaleznych. Aplikacja mikrosfer zawierajacych
cytostatyki w naczyniowej embolizacji pozwala na
prowadzenie terapii celowanej, charakteryzujacej sie
mniejszym ryzykiem toksycznosci ogélnoustrojowe;.
Wiele innych substancji leczniczych, ktérym nadano
forme mikrosfer zostato pozytywnie zweryfikowa-
nych w doswiadczeniach z wykorzystaniem zwierzat
doswiadczalnych. Niektére z nich zostaty wprowa-
dzone do lecznictwa, w postaci mikrosfer przezna-
czonych do podania podskérnego lub domiesniowego

w formie zawiesiny [18, 24].
Cel pracy

Celem pracy byto okreslenie za pomocga doswiad-
czalnych modeli zwierzecych wptywu inkorporowania
BP w matrycy polimerowej mikrosfer na biodostep-
nos¢ uwolnionej z nich substancji czynnej. Kolejne
etapy badan miaty umozliwic realizacje zatozonego
celu poprzez okreslenie wptywu zastosowania BP
w postaci mikrosfer polimerowych typu | i Il na far-
makokinetyke substancji leczniczej, wykazanie ogra-
niczonej absorpcji substancji leczniczej do krazenia
ogoblnego, potwierdzenie spowolnienia eliminacji sub-
stancji leczniczej z organizmu oraz zbadanie, czy nie-
zamierzone wprowadzenie do krazenia ogélnego BP
w postaci mikrosfer polimerowych wigze sie z mniej-
szym ryzykiem wystapienia objawéw dziatania tok-
sycznego.

Materiat i metodyka

Badania zostaty zaakceptowane przez Lokalng
Komisje Etyczna ds. Badah na Zwierzetach i zreali-
zowane w Katedrze i Zaktadzie Farmacji Klinicznej
i Biofarmacji Uniwersytetu Medycz-
nego w Poznaniu. Badane mikrosfery
(PLGA z inkorporowana BP) typu | —
MSBP 1 (BP/Medisorb 50/50 low IV,
proporcje BP/polimer — 40/60) i typu
Il — MSBP 2 (BP/ Medisorb 50/50 low
IV +180 mg—10% R 104, proporcje BP/
mieszanina polimerdéw — 40/60) otrzy-
mano w Laboratoire de Pharmacie Ga-
lenique et Biopharmacie Université de
Rennes [25]. Badania in vivo wykona-
ne w ramach niniejszej pracy przepro-
wadzono z wykorzystaniem modelu
zwierzecego, krolikow rasy nowoze-
landzkiej, obojga ptci, o znanej ma-
sie ciata. Zwierzeta byty karmione
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W celu uzyskania
bezpiecznej oraz efektywnej
analgezji przewodowej

jak dotad zbadano wiele
nowoczesnych postaci

leku, odznaczajacych

sie kontrolowanym
uwalnianiem substancji
leczniczej. Wyniki tych

prac wskazuja na wysoka
przydatnos¢ w praktyce
anestezjologicznej systemow
mikrokompartmentowych.
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Rycina 1. Profile srednie (n=3) skumulowanego uwalniania bupiwakainy
z mikrosfer z polimeru Medisorb 50/50 low IV o stosunku substancji czynnej
do polimeru 40/60 jako funkcja stezenia polimeru R 104 [28]
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Rycina 2. Przyktadowy chromatogram (I i Il etap — metoda HPLC) osocza
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Rycina 3. Srednie stezenia bupiwakainy w osoczu krwi krélikéw po dozylnym
podaniu leku w postaci chlorowodorku (n=5) oraz dyspersji wodnej mikrosfer
polimerowych typu | (n=5) —etap |
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petnowartosciowa pasza, natomiast 24 h przed roz-
poczeciem badan zwierzetom pozostawiano jedynie
nieograniczony dostep do wody. Doswiadczenia z wy-
korzystaniem zwierzat zostaty poprzedzone adapta-
cja i walidacja chromatograficznej metody oznaczania
substancji leczniczej w osoczu krwi krélikéw. Poréw-
nanie farmakokinetyki BP uwolnionej z mikrosfer po-
limerowych przeprowadzono w dwdéch etapach.
Celem poréwnania proceséw kinetycznych BP
uwolnionej z mikrosfer polimerowych typu | po po-
daniu dozylnym doswiadczenie przeprowadzono
w dwoch grupach krolikow. Pierwsza grupe stanowi-
to 5 krolikéw o masie ciata 3,8+0,5 kg, ktérym podano
dozylnie chlorowodorek BP w dawce 5 mg. Z powo-
du wysokiej kardio- i neurotoksycznosci, ktéra przy
planowanym podaniu dozylnym badanej substan-

cji leczniczej mogtaby skutkowaé smiercig zwierzat
[26], lek podano w postaci 15-minutowej infuzji dozyl-
nej (0,1% roztwor wodny). Doswiadczenie polegajace
na dozylnym podaniu BP w postaci mikrosfer polime-
rowych typu | przeprowadzono w grupie 5 krélikéw
(4,220,2 kg). Zwierzetom podano preparat w daw-
ce odpowiadajacej 5 mg w przeliczeniu na wolna BP.
W obu grupach krélikéw prébki krwi pobierano bez-
posrednio przed podaniem leku (prébka zerowa), po
0,02; 0,05, 0,08, 0,17, 0,25, 0,33, 0,50, 1,00, 2,00, 3,00,
4,00 i 5,00 h od momentu podania preparatéw oraz
dodatkowo po 0,13, 0,75, 1,50 i 2,50 h w pierwszej gru-
pie zwierzati po 4,50, 5,5, 6,00, 7,00 i 8,00 h w grupie I.

W celu poréwnania proceséw kinetycznych BP
uwolnionej z mikrosfer polimerowych typu I'i Il po
podaniu domigesniowym przeprowadzono badanie
w trzech grupach krélikow. Pierwsza grupe stanowi-
to 8 krolikéw o masie ciata 3,4 +0,4 kg, ktérym po-
dano domiesniowo 0,5% chlorowodorek BP w dawce
5 mg. Druga grupe stanowito 6 krélikéw o masie cia-
ta 3,6+0,3 kg, u ktérych zastosowano BP w postaci
iniekcji domiesniowej mikrosfer polimerowych typu
| w dawce 5 mg w przeliczeniu na wolna substancje
lecznicza. Doswiadczenie polegajace na domiesnio-
wym podaniu BP w postaci mikrosfer polimero-
wych typu Il przeprowadzono w grupie 5 krolikéw
(4,0+0,4 kg). Zwierzetom podano preparat w daw-
ce odpowiadajacej 5 mg w przeliczeniu na wolna BP.
Prébki krwi pobierano bezposrednio przed podaniem
leku (prébka zerowa) oraz po 0,02, 0,05, 0,08, 0,17, 0,25,
0,33, 0,50, 1,00, 2,00, 3,00, 4,00 i 5,00 h od momentu
podania leku. W drugiej i trzeciej grupie zwierzat po-
brania krwi dokonano takze po 6,00, 10,00, 24,00
i 30,00 h od chwili podania leku. Badania kinetyki
uwalniania substancji czynnej in vitro z badanych mi-
krosfer (rycina 1) [25] potwierdzity wydtuzenie drugiej,
tzw. wolnej fazy uwalniania, totez dodatkowo pobrano
krew w pierwszym tygodniu w odstepach 24-godzin-
nych i w czasie dwoch miesiecy od dnia przeprowa-
dzenia doswiadczenia — w odstepach tygodniowych.
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Krew pobierano do probéwek heparynizowanych,
nastepnie wirowano i rozdzielano osocze, ktére za-
mrazano i przechowywano w temperaturze -30°C do
momentu wykonania analizy. W celu oznaczenia ste-
zenia leku uwolnionego z badanych postaci zastoso-
wano zaadaptowang i zwalidowana metode HPLC
opisana przez Lorec i wsp. [27] oraz Tanaka i wsp. [28].
Badana substancje poddano ekstrakcji z fazy wodnej
do organicznej, a nastepnie po odparowaniu tej fazy
w strumieniu azotu suchg pozostatos¢é rozpuszczono
w fazie ruchomej. Na kolumne chromatografu wypo-
sazonego w detektor UV-VIS nastrzykiwano prébki
0 objetosci 50 ul, uzywajac jako wzorca wewnetrzne-
go roztworu chlorowodorku ropiwakainy o stezeniu
10 pg/ml (ryciny 2 i 3). Wszystkie pomiary, obliczenia
oraz automatyczne integracje powierzchni sygnatow
opracowano przy uzyciu programu komputerowego
Empower Pro.

Wyniki

Na podstawie wartosci oznaczonych stezen prze-
prowadzono analize farmakokinetyczng indywidual-
nych krzywych zaleznosci stezenia od czasu. Srednie
wartosci stezenia BP uzyskane w | i Il etapie do-
Swiadczenia przedstawiono w postaci wykresu (ry-
ciny 31 4).

W celu oszacowania wartosci parametréw far-
makokinetycznych charakteryzujacych badang
substancje lecznicza wykorzystano r6zne metody ma-
tematyczne (model hybrydowy). Dzieki nim mozliwe
byto wyznaczenie parametréw opisujacych farmako-
kinetyke BP, tj. AUC, AUMC, MRT, |<e|' tos Vy i Cl. War-
tosci parametrow C__ it odczytano bezposrednio
z indywidualnych krzywych C=f(t). Pole powierzch-
ni pod krzywa opisujaca zmiany stezenia leku we
krwiw czasie wyznaczono metoda trapezéw. Wyzna-
czenie parametrow farmakokinetycznych wymaga-
nych do oceny biodostepnosci umozliwito okreslenie
wzglednej dostepnosci biologicznej badanej substan-
cji leczniczej zastosowanej w postaci mikrosfer poli-
merowych (F). W kolejnych etapach badania wyniosta
ona odpowiednio: MSBP 1i.v.—0,31, MSBP 1im. —0,52
oraz MSBP 2 im.—0,30.

Wartosci parametrow farmakokinetycznych BP
uzyskane w kolejnych etapach badania zamieszczo-
no w tabelach 1i 2.

W ocenie statystycznej stezenh badanych sub-
stancji leczniczych oraz ich parametréw farmako-
kinetycznych wykorzystano statystyczny program
komputerowy SAS (SAS, 2002—2003). W obrebie po-
rownywanych grup zweryfikowano normalnos¢ roz-
ktadu przy pomocy testu Shapiro-Wilka. Poniewaz
dla wiekszosci analizowanych zmiennych rozktad nie
odbiegat istotnie od normalnego, dlatego szczego-
towe poréwnania danych w obrebie grup wykonano
w oparciu o test t-Studenta dla par danych (poziom

~ o)

o o

o o
|
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Rycina 4. Srednie stezenia bupiwakainy w osoczu krwi krélikéw po domiesniowym
podaniu leku w postaci chlorowodorku (n=8) oraz dyspersji wodnej mikrosfer
polimerowych typu | —MSB 1 (n=6) i typu Il = MSB 2 (n=5) —etap ||

istotnosci a = 0,05). Istotnos¢ réznic miedzy badanymi
postaciami leku oraz wptyw drogi ich podania wyko-
nano wykorzystujac analize wariancji ANOVA.

Wyniki oceny statystycznej dla uzyskanych danych
zamieszczono w tabelach 11 2.

Omoéwienie wynikow

Powszechng obecnie praktyka kliniczna jest
stosowanie w leczeniu bélu porodowego, okoto-
oraz pooperacyjnego ciagtego znieczulenia ze-
wnatrzoponowego. Jego alternatywa mogtoby by¢
podanie jednorazowej dawki srodka znieczulenia
miejscowego w postaci mikrosfer polimerowych,

ktéra ograniczytaby wchtanianie substancji lecz-
niczej do krwiobiegu, zmniejszajac w ten sposéb

Tabela 1. Analiza farmakokinetyczna z oceng statystyczng srednich wartosci
parametrow uzyskanych po dozylnym podaniu bupiwakainy w postaci
chlorowodorku — BP oraz dyspersji wodnej mikrosfer polimerowych typu | = MSB 1
(etap 1)

C oo [ng/ml] 774,93 215,13 235,33 19,72 IS
t [hl 0,01 0,01 0,02 - X
K, [1/h] 0,5523 0,1136 0,2162 0,0848 IS
AUC_, [ngxh/ml] 461,55 45,21 143,77 47,60 IS
AUC_,, [ngxh/ml] - - 161,85 69,13 X
AUC,, [ngxh/ml] 540,65 68,28 223,30 65,21 IS
AUMC,, [ngxh*/ml] 1115,64 367,61 1187,06 327,78 NS
MRT [h] 2,03 0,41 5,39 0,88 IS
to‘s[h] 1,41 0,28 3,73 0,60 IS
AL 18,67 1,84 131,72 47,65 IS
vV, [I7kg] 5,03 0,92 31,20 10,31 IS
CL[l/h] 9,36 1,18 7,51 2,53 NS
Cl{/hxkg] 2,51 0,43 1,78 0,53 IS

X nie przeprowadzono analizy
IS wynik istotny statystycznie
NS wynik nieistotny statystycznie
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Tabela 2. Analiza farmakokinetyczna z oceng statystyczng $rednich wartosci parametréw uzyskanych po domigsniowym podaniu bupiwakainy
w postaci chlorowodorku — BP oraz dyspersji wodnej mikrosfer polimerowych typu | —=MSB 11 typu Il = MSB 2 (etap II).

Analiza wariancji ANOVA

Parametry

C,.[ng/ml] 686,90 182,08 64,16 13,47 31,47 5,69 IS IS IS
t . [h] 0,10 0,06 0,24 0,10 0,28 0,12 NS NS NS
K, [1/h] 0,5266 0,0849 0,0287 0,0067 0,0244 0,0057 IS IS IS
AUC, [ngxh/ml] 402,99 43,55 209,48 125,61 116,72 37,39 NS IS IS
AUC,_,,;, [ngxh/ml] - - 350,95 104,39 330,44 56,91 X X X
AUC,, [ngxh/ml] 436,03 42,27 640,14 83,63 622,98 155,41 NS NS NS
AUMC,, [ngxh=/ml] 618,30 137,09 68389,17 124867,00 26992,87 9564,13 NS NS NS
MRT [h] 1,41 0,21 31,31 10,71 42,67 6,36 IS IS IS
t,,[h] 0,97 0,14 21,70 7,42 29,57 4,41 IS IS IS
v, (1 16,14 1,92 250,57 99,49 359,68 105,96 IS IS IS
v, [7kg] 4,75 0,81 70,01 32,53 95,08 32,79 IS IS IS
Cl[l/n] 11,56 1,12 4,13 0,61 2,56 0,80 IS IS IS
Cl[l/hxkg] 3,40 0,50 1,14 0,28 0,68 0,24 IS IS IS

X nie przeprowadzono analizy
IS wynik istotny statystycznie
NS wynik nieistotny statystycznie

ryzyko wystapienia objawow dziatania toksycz-
nego oraz wydtuzajac czas dziatania farmakolo-
gicznego leku.

Uzyskane w badaniach wyniki jednoznacznie po-
twierdzaja ograniczenie dostepnosci biologicznej BP
podanej dozylnie w postaci mikrosfer polimerowych
typu I. Wykorzystujac ten sposéb podania substancji
leczniczej uzyskano réwniez modyfikacje srednich
wartosci parametrow farmakokinetycznych okreslaja-
cych szybkosé procesu jej eliminacji, tj. statej szybko-
Sci eliminacji, biologicznego okresu pottrwania oraz
wzglednego klirensu. Poréwnanie masy ciata krolikow
nie wykazato istotnych réznic, co pozwala sadzic, ze
znaczne zwiekszenie wartosci sredniej objetosci dys-
trybucji (V) u zwierzat, ktérym dozylnie podano BP
w postaci mikrosfer polimerowych typu I, ma zwia-
zek z redystrybucja leku oraz wewnatrznaczyniowa
cyrkulacjg substancji leczniczej z matrycy polimero-
wej. Bardziej znaczaca modyfikacja proceséw kine-
tycznych substancji czynnej byta spodziewana dla
pozanaczyniowego (domiesniowego) podania leku
w postaci mikrosfer. Poréwnanie | i Il typu badanych
mikrosfer z BP, bowiem wskazuje na bardziej ogra-
niczong biodostepnos¢ oraz znaczne
spowolnienie absorpcji, gdy lek zosta-

Mikrosfery sa zaliczane do
formulacji leku o budowie
wielozbiornikowej
charakteryzujacych sie
przedtuzonym uwalnianiem

substancji czynnej.
Postacie te sa zbudowane
z réznego rodzaju matryc,
w ktérych substancja
lecznicza jest rozpuszczona
badZ zawieszona.

168

nie podany w postaci iniekcji domie-
Sniowej mikrosfer typu Il (MSBP 2).
Rowniez wartosci parametrow farma-
kokinetycznych opisujgcych proces eli-
minacji substancji leczniczej, uzyskane
dla I'i Il typu badanych mikrosfer, jed-
noznacznie wskazuja na spowolnienie
tego procesu po ich domiesniowym za-
stosowaniu. Potwierdzone tym samym
zostaty korzystne wtasciwosci wynika-
jace z inkorporowania substancji lecz-
niczej w matrycy polimerowej.

Charakterystyka procesow farmakokinetycznych
opisujacych substancje lecznicza zastosowana w po-
staci iniekcji domiesniowej obydwu typéw badanych
mikrosfer (MSBP 11 MSBP 2), nie potwierdzita jednak
wynikéw badan skumulowanego uwalniania in vitro.
Po domigsniowym zastosowaniu BP w postaci mi-
krosfer polimerowych typu Il spodziewano sie szyb-
szego uwolnienia substancji czynnej, skutkujacego
przyspieszeniem eliminacji leku z ustroju. Tymcza-
sem analiza poréwnawcza parametrow farmakoki-
netycznych dokonana miedzy obydwoma typami
mikrosfer wykazata znaczne ograniczenie dostep-
nosci biologicznej oraz zdecydowane spowolnienie
eliminacji substancji leczniczej inkorporowanej w ma-
trycy mikrosfer typu Il. Zastosowanie polimeru R104
nie wptyneto zatem w warunkach in vivo na szyb-
sze uwolnienie BP z mikrosfer polimerowych typu |l
(MSBP 2) i sprawito, Zze po 5 godzinach przeprowa-
dzonego doswiadczenia dostepnos¢ biologiczna ba-
danej substancji leczniczej ulegta ograniczeniu do
30%. Analiza dokonanych obserwacji potwierdzita
ich duza zgodnos¢ z wynikami doswiadczen, ktérych
celem byta ocena BP inkorporowanej w matrycy mi-
krosfer polimerowych zastosowanych celem wykona-
nia blokady splotu ramiennego u owiec. Estebe i wsp.
[16] oraz Le Corre i wsp. [29] wykazali, Ze pomimo ist-
nienia réznic w uwalnianiu in vitro pomigdzy rézny-
mi typami badanych mikrosfer z BP, wykonanie badan
z uzyciem modelu zwierzecego sprawito, ze takie réz-
nice nie zostaty ujawnione.

Ponadto, zastosowanie w niniejszych badaniach
BP w postaci iniekcji domiesniowej mikrosfer poli-
merowych typu | (MSBP 1) pozwolito wykaza¢, ze
u dwéch z badanych zwierzat, ktérym podano BP
w postaci iniekcji domieéniowej mikrosfer typu |,
stwierdzono gwattowne uwolnienie duzych ilosci ba-
danej substancji leczniczej. U pierwszego z nich po
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24.130. godzinach od momentu podania leku ozna-
czono stezenie substancji leczniczej na poziomie ok.
300—400 ng/ml. U drugiego zwierzecia dokonano
analogicznych obserwacji, oznaczajac prébke krwi
pobrang w 30. godzinie, 3. dobie oraz 4. tygodniu
prowadzonego doSwiadczenia. Dokonane spostrze-
zenia sprawity, ze zwierzeta te zostaty wykluczone
z dalszych badan. Po wyeliminowaniu mozliwosci
btedu analitycznego stwierdzono, ze wyjasnienie
niekontrolowanego uwolnienia substancji leczniczej
wymaga przeanalizowania warunkéw przechowy-
wania oraz technologicznego procesu otrzymywa-
nia badanych mikrosfer. Do uwolnienia substancji
leczniczej z matrycy polimerowej dochodzi w efek-
cie jej powierzchniowej erozji i jednoczesnej dyfuzji
leku, totez przyczyn obserwacji mozna szukac w nie-
réwnomiernym rozmieszczeniu substancji leczniczej
w masie matrycy. Powodem, dla ktérego substancja
lecznicza nie ulegta réwnomiernemu rozmieszcze-

niu w matrycy mogg by¢ nieodpowiednie warunki

Ponadto, potwierdzenie ograniczonego ryzyka wy-
stapienia objaw6w dziatania toksycznego, bedacego
wynikiem niezamierzonego, donaczyniowego poda-
nia Srodkow znieczulenia regionalnego w postaci mi-
krosfer polimerowych, wymaga przeprowadzenia
badan z wykorzystaniem odpowiednich dawek leku
oraz poszerzonych o oceng stopnia blokady czucio-
wej i motorycznej.

Przyjeto: 2009.01.12 - Zaakceptowano: 2009.01.22
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czynnej podanej w postaci
mikrosfer polimerowych
moze sprzyjac obnizeniu
wysokiej toksycznosci.
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wystapienia objawéw
toksycznego dziatania Srodka
znieczulenia regionalnego
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odpowiedzialnej za ich
wystapienie.
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