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РЕЗЮМЕ

Интраназалното приложение на лекарствa 
предлага намалена периферна токсичност, на-
сочено доставяне до желаното място и подобре-
на бионаличност, особено за терапевтици, пред-
назначени за неврологични заболявания. Едно 
от широко разпространените лекарства за бо-
лестта на Паркинсон е ароматната аминоки-
селина леводопа (ЛД), чието хронично перорал-
но приложение предхожда възникването на on/
off феномен, дискинезия и други нежелани лекар-
ствени реакции. Освен това ЛД има ниска орал-
на бионаличност, а проблемите в терапията ос-
тават нерешени дори след комбинирането с ен-
зимни инхибитори. Целта на настоящото про-
учване е фокусирана върху ex vivo поведението на 
in situ желиращи системи с ЛД и сексвитерпена 
алфа-бизаболол, включен поради известните му 
свойства на пенетрант. Изследваните назални 
формулировки бяха създадени, за да доставят ак-
тивната съставка директно до мозъка, заобика-
ляйки first-pass метаболизма и кръвно-мозъчна-

ABSTRACT

The intranasal drug administration route offers re-
duced peripheral toxicity, targeted drug delivery, and 
improved bioavailability, especially for therapeutics 
intended for the treatment of neurological disorders. 
The most common therapy for Parkinson’s disease in-
cludes the use of the aromatic amino acid levodopa, 
whose chronic oral application precedes the onset of 
on/off phenomena, dyskinesia, and other adverse drug 
reactions. Additionally, levodopa has low oral bio-
availability, and therapeutic challenges remain un-
resolved even after combining it with enzyme inhibi-
tors. The aim of the present study is to investigate the 
ex vivo effects of in situ gelling systems with levodopa 
and the sesquiterpene alpha-bisabolol, included due 
to its known permeation-enhancing properties. The 
studied nasal formulations were designed to deliv-
er the active pharmaceutical ingredient directly to the 
brain through the olfactory region of the nasal cavity, 
bypassing first-pass metabolism and the blood-brain 
barrier. Two in situ thermogelling systems were pre-
pared, each loaded with 0.1% levodopa in Poloxam-
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фа-бизаболол в ролята на пенетрант в състава на 
in situ желиращи системи за назално приложе-
ние като първи етап от разработката на ефектив-
на система за доставка на активното вещество по 
оста нос-мозък. 

In situ желиращите системи са широко из-
ползвани при мукозното лекарствено доставяне, 
тъй като осигуряват продължително контактно 
време на лекарството с лигавицата и продължи-
телен ефект. По тази причина те имат потенциа-
ла да оптимизират доставянето на терапевтични 
средства до централната нервна система при ле-
чението на неврологични заболявания посред-
ством назалния път на въвеждане (18,26). Физи-
кохимичните свойства на полимерите, използ-
вани като носители в тези системи, позволяват 
трансформирането от зол в гел на мястото, къ-
дето се прилагат, под въздействието на стиму-
ли, свойствени за биологичната среда - темпе-
ратура, pH, йонен състав, магнитно поле. Това 
позволява задържане на лекарството в гъсто-
вискозен слой, прилепване към целевата област 
и устойчив ефект (3,25). Назалните in situ жели-
ращи формулировки са подходящи за включва-

ВЪВЕДЕНИЕ

Допаминовият прекурсор леводопа (ЛД) се 
прилага за контрол на двигателните нарушения, 
асоциирани с болестта на Паркинсон, но кли-
ничното му приложение е с ограничена тера-
певтичната ефективност поради ниската орална 
бионаличност (варираща между 10 и 30%) и още 
по-ниската бионаличност в мозъка (около 1%) 
(1,9,13). Това налага употребата на високи тера-
певтични дози за продължителен период от вре-
ме, което е свързано с риск от развитие на толе-
рантност и развитие на ЛД-индуцирани нежела-
ни лекарствени реакции (НЛР) (6,10,11,20). Не-
достатъчно ефективни се оказват лекарствени-
те форми с модифицирано освобождаване, как-
то и комбинирането на активната съставка с ен-
зимни инхибитори (17). Всички тези проблеми са 
предизвикателство и предпоставка за търсенето 
на алтернативни пътища за приложение (подко-
жен, назален, трансдермален, ректален), които да 
повишават ефикасността на терапията с ЛД и ка-
чеството на живот на пациентите (7,8,22,27).

Това проучване има за цел да изследва муко-
зната проницаемост на ЛД и влиянието на ал-

та бариера, достигайки дотам чрез обонятел-
ната зона на носната кухина. Бяха приготвени 
две in situ терможелиращи системи, заредени с 
ЛД 0,1% и носител Полоксамер 407 15%, като към 
втората система беше солубилизиран бизабо-
лол 1%. Тестваните формулировки бяха подложе-
ни на ex vivo изследване на мукозната проница-
емост, като за тази цел беше използвана като 
мембрана назална лигавица върху дифузионна 
клетка на Франц. Резултатите от проведения 
анализ показаха, че in situ желиращата систе-
ма, съдържаща алфа-бизаболол, осигурява по-ви-
сока степен на проникване на ЛД през лигавица-
та, с дифузионен поток (Jss) от 2,00 µg.cm-2.min-

1, в сравнение с референтната формулировка без 
бизаболол (Jss 1,35 µg.cm-2.min-1). Известният ме-
ханизъм на подобряване на лекарствената пене-
трация от страна на бизаболол чрез втечняване 
на мембранните липиди и получените резулта-
ти са причина да смятаме, че основният транс-
портен механизъм за преминаване на ЛД е тран-
сцелуларен - през липидните мембрани на епи-
телните клетки.

Ключови думи: терможелиращи системи, 
Полоксамер 407, алфа-бизаболол, интраназално 
приложение на леводопа, лекарстводоставяне от 
носа до мозъка, дифузионна клетка на Франц

er 407 15% hydrosol, with alpha-bisabolol solubilized 
at 1% in the second system. The test formulations un-
derwent an ex vivo permeation study using nasal mu-
cosa as a membrane on a Franz diffusion cell. The re-
sults of the conducted analysis showed that the in situ 
gelling system containing alpha-bisabolol ensured a 
higher drug permeation rate (Jss) of levodopa through 
the mucosa (2.00 µg·cm-2·min-1) compared to the ref-
erence formulation without alpha-bisabolol (1.35 
µg·cm-2·min-1). The well-known permeation-enhanc-
ing mechanism of alpha-bisabolol, which increases the 
fluidity of membrane lipids, along with the obtained 
results, suggests that the primary transport mecha-
nism for levodopa is intracellular, passing through the 
lipid membranes of epithelial cells.

Keywords: thermogelling systems, Poloxamer 407, 
alpha-bisabolol, intranasal application of levodopa, 
nose-to-brain drug delivery, Franz diffusion cell
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не на голям брой разтворими и неразтворими ле-
карствени вещества с различна молекулна маса. 
За разлика от конвенционалните лекарствени 
форми с ЛД, този тип проектирани системи оси-
гуряват по-ниска периферна токсичност, заоби-
калят first-pass метаболизма и кръвно-мозъчна-
та бариера и могат да контролират кинетиката на 
лекарственото освобождаване (24). Всичко това 
може да сведе до минимум недостатъците на ЛД 
и да предложи обещаващ подход за удължаване 
на времето за задържане върху носната лигави-
ца, подобряване на проникването през мукоза-
та, повишаване на интрацеребралната концен-
трация, с перспектива за намаляване на необхо-
димите дози ЛД и следователно за редуциране на 
риска от НЛР (23).

Като лекарствен носител в изследването е из-
бран термочувствителният полимер Полоксамер 
407 (П407) - поли(етилен оксид)-поли(пропилен 
оксид)-поли(етилен оксид) триблок съполимер. 
Температурата на желиране при Полоксамер за-
виси от дизайна на системата, концентрация-
та на полимера, наличието на активни фармаце-
втични съставки и ексципиенти (4). Желиране-
то на водни разтвори на П407 ≥15 w/w% настъп-
ва в температурен диапазон, подходящ за био-
медицински цели (5,21). За постигането на опти-
мална мукозна проницаемост решихме да ком-
бинираме П407 с алфа-бизаболол. Този моноци-
кличен сесквитерпен е с природен произход и 
влиза в състава на етерични масла от семeйства-
та Asteraceae и Lamiaceae, които се прилагат във 
фармацевтичната практика поради изразен про-
тивовъзпалителен, антимикробен и антиокси-
дантен ефект (19). От технологична гледна точ-
ка бизаболол притежава свойства на пенетрант 
и улеснява трансдермалното и трансмукозното 
преминаване на някои активни вещества (14).

МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ

Материали
Активната субстанция леводопа (ЛД) (>98,5%, 

Mm 197,19 g/mol) е закупена от Thermo Fisher 
Scientific; Полоксамер 407 (Kolliphor® P407) е по-
лучен от Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; сол-
на киселина 37% е получена от Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO, USA; алфа-бизаболол 85% 10 ml е до-
ставен от www.ekomama.net.

Методи
Аналитична процедура
UV/Vis спектрофотометричен метод бе из-

бран за анализ на ЛД. Изходен разтвор бе при-
готвен в 0,1 M солна киселина в концентрация 
3000 μg/ml и сканиран в диапазона 200–400 nm 

с цел установяване на абсорбционния максимум 
на съединението в разтвора. Алфа-бизаболол 
също бе сканиран в този диапазон на дължина-
та на вълната с цел да се изключи възможна ин-
терференция в анализа на ЛД. От изходния раз-
твор на ЛД, чрез подходящи разреждания, бяха 
получени разтвори с концентрации, пригодни 
за построяването на стандартна калибрационна 
права - 10, 20, 25, 30, 50, 100 μg/ml; това бе напра-
вено при дължина на вълната, отговаряща на ус-
тановения абсорбционен максимум на съедине-
нието - λ=280 nm. Измерванията бяха проведе-
ни на UV/Vis спектрофотометър PG Instruments, 
Lutterworth, UK. 

Приготвяне на in situ желиращи тестови 
състави

Тестовите състави бяха приготвени както 
следва: 30%-ен концентрат на Полоксамер 407 бе 
приготвен чрез разтваряне на студено в хладил-
ник за най-малко 24 часа преди употреба. 0,2%-
ен разтвор на ЛД бе приготвен в пречистена вода 
на електромагнитна бъркалка. Тестови състав 1 
(ЛД-П407) бе приготвен, като гореописаните из-
ходни разтвори бяха смесени на електромагнит-
на бъркалка в съотношение 1:1. Тестови състав 2 
(ЛД-П407-БИЗ) бе приготвен, като в дефинира-
ното количество концентрат на Полоксамер 407 
(50% от крайната маса на състава) бе солубили-
зиран бизаболол - 0,9%, а след това бе проведено 
разреждане с разтвор на ЛД до 100%. Подробно 
тестовите състави са описани в табл. 1. 

Ex vivo проучване на мукозна проницаемост
Подготовка на лигавичната тъкан
Методът за отпрепариране на носната лига-

вица е избран по методологията на Wadell et al. 
(28). Тъканите са получени от свинска муцуна 
на прасе с тегло 80–90 kg и възраст 7–8 месеца в 
сертифицирана кланица (Варна, България). Му-
цуната беше отворена от патолозите с помощта 
на форцепс и скалпел, а парченцата носна лига-
вица бяха изолирани от лигавицата на кухината 
и поставени върху лед по време на транспорти-
рането до лабораторията. В рамките на 60 мину-
ти след отстраняване парчета от носната лигави-

Състав ЛД-П407 ЛД-П407-
БИЗ

ЛД, % 0,1 0,1
Полоксамер 407, % 15 15
Бизаболол, % - 0,9

Табл. 1. Описание на съдържанието на тестовите 
състави
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ца бяха внимателно изрязани със скалпел с под-
ходящ размер за провеждане на теста за ex vivo 
проницаемост.

Процедура
Ex vivo изследване на мукозното прониква-

не на ЛД беше проведено с помощта на дифу-
зионна клетка на Франц с рецепторен обем от 
8,0 ml и площ на отвора от 0,98 cm2 (PermeGear, 
Hellertown, PA, USA), представена схематично на 
фиг. 1. 

Рецепторният обем беше запълнен почти до 
върха с дестилирана вода, а клетката - темпе-
рирана при 34±0,5°C с помощта на циркулато-
рен термостат. Използваният от нас като мем-
брана експлант от носната лигавица беше вни-
мателно поставен и фиксиран с помощта на фа-
бричен пръстен и Parafilm®. Мукозната цялост на 
експланта бе проверена преди започване на екс-
перимента посредством тест за наличие на ме-
хурчета (bubble test). Проба от тестовия състав с 
обем 1 ml беше внимателно нанесена върху по-
върхността на назалната мембрана през отвора 
на донорния компартимент. Рецепторният обем 
бе допълнен до върха с помощта на спринцовка 
и игла през ръкава за пробовземане. Беше зада-
дена скорост на разбъркване от 1000 rpm. Проби-
те за определяне на концентрацията на проник-
налата през мукозата ЛД бяха изтеглени на 15-, 
30-, 60- и 120-ата минута, анализирани спектро-
фотометрично при λ=280 nm и възвърнати обра-
тно в рецепторната среда. Данните за кумулатив-
но проникналото лекарство в средата (CDP) бяха 
използвани за последващи изчисления и постро-
яване на графичната зависимост CDP%/време. 

Анализ на резултатите
С цел улесняване на анализа при провежда-

нето на експеримента върху мукозата бе прило-
жено количество от всяка лекарствена форма в 
значително по-голямо от обичайното за тази по-
върхностна площ количество, така че концен-
трационният градиент да не се променя същест-

вено (повече от 10%) за времето на изследването. 
Това ни позволи да приложим опростената вер-
сия на първия закон на Фик за дифузия в стацио-
нарно състояние: 

Jss=Kp. ΔC,

където Jss е потокът в стационарно състоя-
ние, Kp е коефициентът на проницаемост, a ΔC 
е концентрационният градиент, който предста-
влява разликата между концентрацията на ле-
карството в донорния компартимент - Cd, и ре-
цепторния компартимент - Cr. 

Необходимите данни за изчисленията бяха 
извлечени от графиките CDP (µg)/време. Пото-
кът в стационарно състояние (Jss) беше изчис-
лен от наклона на линейната регресия и пред-
ставен като µg.cm-2.min-1. Линейният регресио-
нен коефициент също бе приложен към резулта-
тите. Коефициентът на проницаемост (Kp) беше 
изчислен като Kp=Jss/ΔC, с допускането, че кон-
центрационният градиент (ΔC=Cd–Cr) е посто-
янен и следователно ΔC може да бъде заменено с 
началната концентрация на лекарството в лекар-
ствената форма (Cd) [µg.cm-3] (ΔC≈Cd, и Kp≈Jss/
Cd). В това изследване заложената изходна кон-
центрация бе 1 µg/ml (0.1%), а изходното количе-
ство на ЛД, съдържащо се в приложения 1 ml ле-
карствена форма, съответно - 1 µg. Знаейки при-
близителната дебелина на използваната мукозна 
тъкан (0,09 cm), следващите изчисления бяха на-
правени с помощта на познатата зависимост:

Kp=P.D/h,

където P е коефициентът на разпределение на 
лекарството в бариерата, D е дифузионният кое-
фициент, а h е дебелината на мембраната. Произ-
ведението P.D=Kp.h бе представено в резултати-
те като cm2.min-1 (2,12,15,16).

РЕЗУЛТАТИ И ДИСКУСИЯ

Стандартна калибрационна права за UV/
Vis спектрофотометричен анализ

Абсорбционният максимум на поглъщане на 
ЛД в UV областта бе открит при λ=280 nm. Ал-
фа-бизаболол не показа абсорбируемост в интер-
вала от 200 до 400 nm дължина на вълната. Стан-
дартната калибрационна права на ЛД бе полу-
чена с регресионен коефициент R2=1 и съответ-
стваща на уравнението: A=0,01362.c+0,01653 (фиг. 
2). 

Фиг. 1. Схематично устройство на дифузионната 
клетка на Франц
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Ex vivo проучване на мукозна проницаемост 
Параметрите, характеризиращи мукозна-

та проницаемост на ЛД от двата тестови съста-
ва, са обобщени в табл. 2. Графичната зависимост 
CDP%/време е представена на фиг. 3. 

In situ желиращата формулировка, съдържа-
ща бизаболол (ЛД-П407-БИЗ), показа значител-
но подобряване в пропускливостта на назалната 
мукоза спрямо ЛД и засилен дифузионен поток 
на лекарственото вещество. Познати са два ос-
новни механизма за лекарствен транспорт през 
мукозни мембрани, а именно парацелуларен 
(между епителните клетки) и трансцелуларен 
(през мембраните на клетките, които са изграде-
ни от двоен фосфолипиден слой). Фактът, че би-
заболол подобрява проницаемостта на ЛД през 

мукозата, ни насочва, че преобладаващ в случая 
е трансцелуларният транспорт. Този извод съот-
ветства на факта, че ЛД се характеризира с огра-
ничената водоразтворимост въпреки хидрофил-
ната си природа; именно това се явява вероятна 
причина за затрудненото дифундиране на актив-
ното вещество през хидрофилния екстрацелула-
рен матрикс. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Бяха разработени и сравнени две in situ же-
лиращи системи, предназначени за лекарствено 
доставяне на леводопа през назалната лигавица 
до мозъчните структури, с носител П407 15% и 
допълнително включен алфа-бизаболол (0,9%) 
към единия състав. Резултатите от ex vivo ана-

лиза на мукозната проницаемост ни позволиха 
да направим следните изводи: 1. Алфа-бизабо-
лол в състава на in situ терможелиращата систе-
ма с носител П407 15% подобрява назалната му-
козна проницаемост на ЛД и има ролята на пе-
нетрант; 2. Преобладаващият транспортен меха-
низъм на лекарственото вещество следва да бъде 
прието, че е трансцелуларен, предвид липофил-
ната природа на сесквитерпеновия алкохол. Сле-
дователно алфа-бизаболол осигурява трансцелу-
ларното транспортиране на ЛД в назалната му-
коза като доминиращ механизъм - през липид-
ните клетъчни мембрани. 
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