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SUMMARY

In view that as Diclofenac (DF) is a widely used NSAID for relieving symptoms of inflammation and
pain in the eyes, but the bioavailability of its conventional dosage forms (0.1 % eye drop solutions) is
low and fluctuated due to continuous lacrimation and eye blinking, and thereby, and therefrom, rises
the need of prolonging drug retention time of in the eyes and increasing treatment outcomes, at first
through evaluation of the time-dependent levels of formulated drugs in the eyes, ... a qualitative
method for analysing DF in rabbit lacrimal fluid was developed. The lacrimal fluid samples were
absorbed directly from the eyes with absorbing paper trips, and then, the absorbed DF was extracted
therefrom by a mixture of phosphate buffer (0,01 M; pH 2,5) and methanol (15 : 85, v/v). Finally, the
obtained extracts were analysed by reverse-phase HPLC (in observation to USP 41-NF 36, Monographs
NPG - 2018; with: HPLC system - Agilent 1200 Series, Agilent Technologies - Germ.); Column - C18 (4.6
x 250 mm); Packed particle size - 5 um; Temperature - 35 °C). The method was validated by the US-FDA
and ICH guidance and proposed for bioanalytical evaluation. The method proved evidently potent for
quantification of DF in the rabbit lacrimal fluid at 6 minutes after administion of a commercial DF eye
drop products of the kind. The developed method showed viable as a useful approach for the quality
control of DF eye drop products and further development of new DF ophthalmic dosage forms.

Tirkhéa: diclofenac, HPLC, nudc mdt, thuéc nhd mdt, luu thudc trén mdt.

Dat vén deé

Trong diéu tri nhan khoa, ché pham chua
DF dugc st dung dé gidm dau, gidam phu néva
dugc luu hanh chu yéu & dang dung dich 0,1
% (w/v). Tuy nhién, thu6c nhanh bi rita tréi dan
dén sinh kha dung ctia thuéc thap va dao dong
I6n. Cac bién phap tang thai gian luu ctia thudc
tai mat (bao gom tang dé nhét ctia dung dich
thudc, hoac bao ché thuéc duédi dang gel,
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thudc mé& hodc thudc dat tai mat) co thé giup
tang hiéu qua diéu tri ctia DF. Viéc xay dung
moét phuong phap dinh lugng DF trong nudc
mat 1a can thiét dé lam co s& theo doi bién
thién ndng d6 DF trén gidc mac cing nhu dé
nghién ctu ddng hoc giadi phdng dugc chat tai
mat ti cac cong thic bao ché khac nhau.
Trong dinh lugng thuéc trong nudc mat,
hai phuong phap phé bién dugc st dung la
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dung vi mao quan dé hat nuéc mat hoac gidy
tham thuong mai c6 chia vach dé tham nudc
mat, sau d6 mau dugc xu ly va phan tich [9],
[11]. Phuong phap dung mao quan cé uu
diém 1a thu dugc truc ti€p nudc mat, tuy
nhién lugng nuéc méat lay dugc rat han ché va
khé dugc lay ra do phan I6n nuéc mat tén tai
& dang film trén gidc mac. Hon nira, ki thuat
nay co thé gay kich ting mat va tang tiét nudc
mat lam cho thu6c bi pha loang va két qua
thiéu tin cdy. Phuong phap dung gidy tham
thuong mai c6 khé khan trong viéc xac dinh
chinh xac thé tich nuéc mat do chi can citrén
cac vach chia san trén gidy. Do d6, can thiét
phai c6 mot ki thuat 1ay mau dé dam bao do
chinh xac ctia két qua phan tich va cé thé ap
dung d@é dinh luong DF trong nuGc mat.

Trong nghién cuu trudc, chung t6i da phat
trién mot phuang phap dinh lugng dugc chat
trong nudc mat tho, trong dé nudc mat dugc
thadm vao cadc manh gidy tham; sau d6 dugc
chat dugc chiét va dinh lugng bang ki thuat
HPLC vd&i detector UV-Vis [1]. Trén co sG do,
phuaong phap chiét truc tiép dugc chat tir cac
manh gidy thdm nudc mat va ki thuat HPLC
da duoc lya chon dé dinh lugng DF trong
nuéc mat dong vat thi nghiém. Tho la dong
vat thi nghiém dugc lya chon do ¢6 su tuong
tuong tu vé cau truc giadi phau gitta mat tho
va mat ngudi. Phuong phap da dugc tham
dinh theo hudng dan ctia US-FDA va ICH vé
xay dung phuaong phdp phan tich trong dich
sinh hoc [3], [4]. Két qua clia nghién ctu nay
c6 thé dugc ap dung trong viéc danh gia hiéu
qua clia cac ché pham thuong mai ciing nhu
trong nghién ctiu phat trién cac dang thudc
dung tai mat cia DF.

Déi tuong va phuong phdap nghién cou

Héa chdt, dung méi

Chat chuan natri diclofenac la chat chuan
n6i bd (xuat x& Trung Quoc, s6 16 301181113-
5). Acid hydrocloric, acid phosphoric, natri
dihydrophosphat, natri hydroxyd dat tiéu
chudn tinh khiét phan tich c6 xuat x tiTrung
Qudc. Methanol dat tiéu chudn HPLC dugc
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san xuat bai Fisher (My). Ché pham thi trudng
Dilorop 0,1 % (dung dich natri diclofenac 5
mg trong 5 mL, Hanlim pharmaceutical Co.
Ltd, Korea). POng vat thi nghiém la thé duc
trdang New Zealand truéng thanh, can nang
khoang 3,0 - 4,0 kg.

Phuong phdp nghién cuu

Chudn bi mau chudn

Cac manh giay tham kich thudc 3 x 10 mm
dugc chudn bi tu gidy loc dinh lugng
(Newstar, Trung Quéc). Qua trinh lay mau
nudc mat placebo dugc thuc hién nhu sau:
dung panh kep y té gilr chat mot dau mau
gidy tham, dau con lai cho tiép xtc nhe véi
niém mac, & vung 8ng dan |é trén mat tho dé
mao dan nudc mat Ién gidy tham trong 10
gidy. Thé tich nuéc mat mao dan Ién gidy
tham dugc xac dinh bang cach can khéilugng
manh gidy tham trudc va sau mao dan nudc
mat, s&r dung can phan tich dién tir c6 dé nhay
cao (model ES-2255M-DR, Mettler Toledo,
Thuy si, d = 0,01 mg) [1]. Mau dugc bao quan
& nhiét d6 -20 °C trong lo thuay tinh c6 day kin
bang nut cao su.

Chuén bi cac dung dich chuan cta DF ¢6
néng do xac dinh trong hoén hop nudc :
methanol (30:70, tt/tt). R& dong cdc manh
gidy tham placebo va chuyén tirng mau gidy
placebo vao cac lo dung mau dung tich 0,5
mL. Nhanh chéng dua 5 pL cac dung dich
chudn bang micropipet (model EMC-
5720000, khodng hoat déng 0,5-5,0 pL,
EMCLAB Instruments GmbH, BPuc) Ién cac
manh gidy tham nay, sau dé day nép lo dung
mau. Cadc manh gidy tham chida dugc chat
dugc xt ly va phan tich trong ngay, hodc dugc
bao quan & nhiét do -20 °C cho dén khi dugc
xU ly va phan tich.

Chudn bi mau thu

Nhé dung dich Dilorop 0,1 % vao mat tho.
Sau d6 dung cac manh gidy tham dé |y nudc
mat, thao tac nhu doi véi mau placebo. Mau
th& dugc dat vao lo dung mau riéng biét
(dung tich 0,5 mL) va dugc bao quan & nhiét
dé -20 °C dé chd xr ly va phan tich mau.
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Xt ly méu

Cac mau gidy tham chia nudc mat bao
quan lanh (mau nudc mat trang (placebo);
mau chudn; hodc mau thu) dugc ra déng &
diéu kién nhiét d6 phong trong 30 phut. Sau
d6 DF dugc chiét ra khéi gidy tham bang cach
thém 200 uL hén hgp dém phosphat (0,01 M;
pH 2,5) : methanol (15 : 85, tt/tt), lac xody
trong 10 phut. Dich chiét dugc chuyén vao lo
chén cla lo sac ky, dat vao buéng bom mau
tu dong cla hé thong sac ky 16ng hiéu nang
cao chd phan tich.

Diéu kién sdc ky

Phuong phap phan tich mau dugc tham
khao tu phuong phap dinh lugng DF trong
Dugc dién My 41 [6] va dugc diéu chinh dé
phu hgp véi diéu kién thuc té: thiét bi HPLC
(Agilent 1200 Series, Agilent Technologies,
Puc); cot C18 4,6 x 250 mm, kich thudc hat
nhéi 5 um va dugc duy tri & 35 °C béi bd 6n
nhiét c6t (Athena Technology, India); pha
dong la hén hgp dém phosphat (0,01 M; pH
2,5) : methanol (15 : 85, tt/tt); toc do ria gii
1,030 mL/phut; tiém mau tu déng thé tich 40
uL; budc song phat hién 277 nm (cuc dai hap
thu khi quét phé DF trong pha déng). Két qua
dugc xtr ly trén phan mém ChemStation.

Phuong phap dinh lugng DF trong nudc
mat dugc tham dinh trén cac tiéu chi: dé thich
hop hé thong, d6 dac hiéu, khoang tuyén
tinh, d6 tim lai, do lap lai, theo tham khdo
hudng dan ctia US-FDA va ICH [3], [4].

Phuong phdp xtr ly sé liéu

Két qua thuc nghiém dugc x( ly théng ké
trén phan mém Microsoft Excel 2021 va dugc
trinh bay dudi dang trung binh + do léch
chuén (TB + SD).

Két qua nghién cvou va ban luan

D6 thich hop hé théng

Phan tich HPLC 6 1an dung dich chuén cua
DF trong pha déng (10,00 pug/mL), véi cac
théng s6 sac ky dugc néu & trén. Két qua cho
thay: thai gian luu cda DF la 5,935 + 0,004
phut (RSD = 0,1 %), dién tich pic cta DF la
902,4 + 0,0 mAu.s (RSD < 0,1 %), hé s6 can doi
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pic la 0,888 + 0,002. Diéu d6 ching té hé
théng cé tinh tuong thich tot.

Lua chon diéu kién chiét DF tir nuéc madt
tho

Tién hanh khao sat 3 hé dung méi chiét la
methanol, nudc tinh khiét, va hén hop dém
pH 2,5 : methanol (15 : 85, tt/tt) d€ lua chon
hé dung moi phu hop dua trén tiéu chi vé do
tim lai va muc dé thuan lgi khi x ly mau. Cac
mau gidy placebo da dugc tham nudc mat va
hdp phu 0,05; 0,50 va 5,00 ug DF dugc chiét
lan lugt bang 3 loai dung moi va dugc phan
tich bang ki thuat HPLC st dung dudng chuén
cla chat chudn dugc pha trong pha déng (y
= 84,73x + 3,555; R2 = 0,9999). K&t qua thi
nghiém & Bang 1 cho thay d6 tim lai thu dugc
khi s dung methanol khéng 6n dinh, dao
dong tir 95-126 %. Khi dung nudc tinh khiét
lam dung méi, d6 tim lai dao déng manh &
mau chia 0,05 pg dugc chat (74-95 %). Néu
xt ly mau bang hon hgp dung dich dém pH
2,5: methanol (15 : 85, tt/tt), 6 tim lai thu
dugc cao va 6n dinh (91-106 %) & ca ba muc
néng do. TU nhirng két qua trén, hon hagp
dung dich dém pH 2,5 : methanol (15 : 85,
tt/tt) dugc chon lam dung méi chiét DF tUu
mMau nudc mat cho cac thi nghiém tiép theo.

Do ddc hiéu

Phan tich HPLC cac mau: placebo (dich
chiét tu gidy tham chi chira nuéc mat), dung
dich DF pha trong pha dong, va dich chiét tu
cac manh gidy tham nuéc mat dugc hap phu
DF. Cac thi nghiém trén mau nudc mat
placebo dugc lay tu 3 tho thi nghiém. Sac ky
do dai dién clia cdc mau dugc trinh bay trong
Hinh 1.

Két qua thi nghiém cho thay sac ky do cla
mau placebo (Hinh 1A) khéng xuat hién pic
cb cung thai gian luu véi pic trong cac sac ky
dé cta dung dich chuan (Hinh 1B) va mau thi
(Hinh 1C va 1D). Sac ky d6 ctia dung dich DF
pha trong pha déng (Hinh 1B) va mau dich
chiét DF tUr gidy tham nudc mat (Hinh 1C va
1D) xuat hién cac pic chinh cé thai gian luu
giébng nhau (khoang 6,0 phut). Nhu vay
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Badng 1. D¢ tim lai DF khi st dung cdc hé dung méi khdc nhau (n=3).

Lugng
LUEing] . . Lugng A dugc  Kétqua
dugc Két qua bo dugc Két qua o A K N
N % A N . A n Do tim chat phan Do tim
Dung moéi chat phan tim lai chat phan : o p :
R , R , lai (%) thém tich lai (%)
thém tich (ug) (%) thém tich (ug) vao e
vao vao
(ug) ((¥c) (ug)
MeOH 0,06 + 110,3 0,54+ 1071+ 2,51+ 100,5 +
€ 0,01 +136 0,04 73 0,11 45
Nude 005 004t 875+ 450 051% 1029+ 559 245+  97.8%
0,01 1,1 0,02 39 0,05 1,8
meDti"a“n‘;T 555 é s 005+ 932+ 051+ 101,8% 253+ 1012+
ttt) 0,00 23 0,01 1,9 0,10 3,8
A

Hinh 1. Sdc ky d6 cia méu nudc mdt trdng (A); mau DF néng dg 5,00 ug/mL pha trong pha déng
(B); dich chiét t&r mau gidy thdm nudc mdt thé va chida 0,05 ug DF (C); dich chiét t&r mau gidy
thdm nudc mat thé va chira 2,50 ug DF (D).

phuong phap phan tich mau la chon loc véi
DF. Hinh 1A thé hién phé hap thu UV tai dinh
pic DF clia mau pha trong pha déng & néng
d6 0,20 pg/mL. Bang chuy, khi phan tich mau
nuGc mat chia 0,05 pug DF (tuong Ung véi
nong do DF trong dich chiét 1a 0,244 pug/mL),
phd hap thu UV tai dinh pic DF déng dang véi
phd dé tai cac diém khac cda pic (diém gila
dudng lén va diém gilia dudng xudng, Hinh
2B) va déng dang véi ph6 do trong pha dong
G cling muc néng do6 (Hinh 2A). Hé s6 purity
factor dac trung cho muc do giébng nhau
(match or similarity) cGia cac phé thudc pic so
vGi phé tai dinh (pic DF trong nuéc mat) dugc
tinh bang phan mém Chemstation la 999,937

(gid tri gan véGi 1000 thé hién d6 tinh khiét cta
pic cao). Hé s6 match gitta phé hap thu UV tai
dinh pic DF cla mau DF trong pha dong va
mau DF trong nuéc mat & cing muiic ndbng do
(Hinh 2) tinh dugc la 0,9989 (gia tri ~ 1 cho
thay 2 phé tuang tu nhau) [2]. Cac két qua nay
cho thay, pic chinh trong cac dich chiét tu
mau nudc mat la chon loc va tinh khiét véi DF.

Khodng tuyén tinh

Cac mau chuan DF trong nudc mat dugc
chuan bi bang cach dua 5 pL cac dung dich
chuan cua DF trong pha déng c6 néng do
chinh xac khoang 10,00; 20,00; 50,00; 100,00;
200,00; 500,00; 1000,00 pg/mL Ién cac manh
gidy tham chia nuéc mat. Sau d6 DF duoc
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Hinh 2. (A) Phé hdp thu UV tai dinh pic DF ciila mau DF pha trong pha déng (0,20 ug/mL).
(B) Phé hdp thu UV tai dinh pic, diém gitia dudng lén va diém gida dudng xuéng cta pic DF khi
phdn tich HPLC cua dich chiét t& mau gidy thdm nudc mdt thd va chda 0,05 ug DF.

chiét va phan tich theo phuong phap da dugc
mo ta & trén. Dudng chuan biéu dién tuang
quan gitta lugng DF c6 trong mau chuan vdi
dién tich pic dugc xdy dung bang phuong
phap hoi quy tuyén tinh. Két qua thi nghiém
dugc trinh bay ¢ Bang 2 va Hinh 3.

Bdng 2. Két qua khao sdt do tuyén tinh.

Khéi lugng DF

Khéi lugng Dién tich , :
. tinh lai
STT DF pic o 5
(u9) (MAu.s) st dung dudng
H9 ’ chuén (ug)
1 0,05 23,2 0,05
2 0,10 46,1 0,11
3 0,25 110,5 0,26
4 0,50 223,9 0,53
5 1,00 4189 0,99
6 2,50 10184 2,41
7 5,00 2127,4 5,04

Phan tich s6 liéu cho thay co su tuong
quan tuyén tinh gitra khéi lugng DF dugc hap
phu (trén gidy thdm nudc mat tho) va dién
tich pic trong khoang tir 0,05 dén 5,00 ug (R2
= 0,9995), tuong ung véi néng d6 DF trong
nudc mat khoang tir 10 dén 1000 pg/g. Theo
huéng dan ICH M10 va US-FDA déi vai
phuong phap phan tich sinh hoc c6 thé coi
diém thap nhat cta dudng chuan la gidi han
dinh lugng dudi (LLOQ) (CV = 4,9 % < 20 %,
n=5) [4]. Khi so sanh gia tri tinh lai theo dudng
chuan da xay dung (y = 421,92x + 0,3504) véi
gia tri thuc clia mau, cac su sai khac déu nam
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& khodng -1 % dén 9 % va thap hon ngudng
gia tri chdp nhan (< 20% 6LLOQva< 15% &
cac néng do con lai).

2400 r
y =421,92x + 0,3504

R2=09995 _.*

1600 r

=3
=3
o

Dién tich pic (mAu.s)

0 2 4 6
Khéi lwgng DF dwa vao (ug)

Hinh 3. Dé thi biéu dién tuong quan gitia khéi
lugng DF trong gidy thdm va dién tich pic
tuong (g trén sdc ky do.

Do dung, d6 lap lai

Do dung va do6 lap lai cia phuong phap
dugc xac dinh trén 3 muic ham lugng dugc chat
trén gidy tham nudc mat: 0,05; 0,50 va 2,50 ug.
Sau d6 DF duac chiét tir cdc manh gidy tham
va dugc phan tich theo phuong phap da moé ta
G trén, két qua dugc trinh bay 6 Bang 3. Nong
do DF dinh lugng dugc dao dong tir96,5-117,1
% so vGi nbng do ban dau (dat yéu cau vé do
dung, +20 % & LLOQ va * 15 % & cac néng do
khac). Phuong phap phan tich DF trong nudc
mat c6 doé lap lai tét & ca 3 miic ham lugng DF
(RSD < 5,0 %, dat yéu cau < 15 % do6i vai
phuong phap phan tich dich sinh hoc).

Do tim lai

D6 tim lai dugc xac dinh & ba mic néng dé
cUa dugc chat trong gidy tham: thap, trung
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Bdng 3. Két qua khado sdt do ding va dé Idp lai (n=5).

STT Lugng chuédn DF Dién tich pic Két qua phan tich Bo dung (%) RSD
thém vao (ug) (mAu.s) (1g) (%)
1 0,05 23,2+1,1 0,05+ 0,00 108,2+5,3 49
2 0,50 219,2+£ 8,1 0,52 +0,02 103,839 3,7
3 2,50 1062,3+45,3 2,52+0,11 100,7 £ 4,3 4,3
Bang 4. Két qua dinh lugng dugc chdt duoc chiét ra tir gidy thdm (n=3).
o Luong DF dua vao Dién tich pic Lugng DF tim lai + SD Ty Ié thu héi
(g) +SD (mAu.s) (g) +SD (%)
1 2,50 1048,8 £ 39,6 2,53+0,10 101,2+£3,8
2 0,50 2139+£4,0 0,51+0,01 101,8+ 1,9
3 0,05 22,8+0,5 0,05+ 0,00 93,2+23
Bang 5. Két qua dinh luong duoc chdt trong cdc mau thar dé 6n dinh (n=4).
Bao quan trong auto-sampler
Bao quan 14 ngay & -20°C .
Lugng 10 gi& sau khi chiét
DF ban
dau Dién tich pic Ham lugng % so vGi Dién tich pic Ham lugng % so v&i ban
(mAu.s) (ug) ban dau (mAu.s) (ug) dau
2,50 994,9 +40,8 2,36+0,10 943+39 1017,4+41,3 241+0,10 102,3+0,4
0,50 203,051 0,48 0,01 96,124 208,9+6,6 0,49 + 0,02 1029+1,3
0,05 225+03 0,05 £ 0,00 1052+ 1,6 23,2+0,5 0,05 £ 0,00 102,9+0,9

binh va cao. Cu thé, 5 uL cac dung dich chuan
DF c6 3 muic néng d6 chinh xac khoang 10,00;
100,00 va 500,00 pug/mL dugc dua lén cac
manh gidy tham chdra nudc mat. Sau d6, cac
mau gidy dugc xtt ly va phan tich theo phuong
phap da trinh bay & trén. S dung phuong
trinh biéu dién su phu thudc cda dién tich pic
vao ndng d6 DF trong pha dong (y = 84,73x +
3,555; R2 = 0,9999) dé tinh dugc néng dd DF
trong dich chiét, tir dé xac dinh dugc khéi
lugng DF trén cac manh gidy va ti 1é thu héi.
Két qua thi nghiém dugc trinh bay & Bang 4.
D6 tim lai DF tir gidy tham clia phuong phap
da xay dung & muc cao (trén 90 %), c6 do lap
lai t6t (RSD < 5 %) & ca 3 nong do thi nghiém.

D6 6n dinh mau khi bdo quan

Do 6n dinh bao quan ciia mau dugc danh

gia & hai diéu kién bao quan: nhiét do6 -20 °C
trong 14 ngay déi véi mau gidy tham chira nuéc
mat va DF, va nhiét d6 phong trong 10 gi trong
autosampler ctia mau dich chiét DF (tu gidy
tham chda nuéc mét va DF). G méi diéu kién
bdo quan, thi nghiém dugc tién hanh & ba muc
ham lugng cla DF trén gidy tham nudc mat:
0,05; 0,50 va 2,50 ug. Két qua phan tich dugc
trinh bay & Bang 5. Cac mau nudc mat chira DF
6n dinh trong 2 tuan & diéu kién bao quan -20
°C va mau dich chiét DF trong nudc mét 6n dinh
sau 10 gi& bao quan trong autosampler. Cac két
qua nay cling gdi y rang co thé tién hanh thu
thap mau nudc mat chiia DF va bao quan dai
han & diéu kién -20 oC trong vong 14 ngay trudc
khi phan tich, va c6 thé phan tich trong vong 10
gi® sau khi chiét DF.
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Hinh 4. Sac ky dé (A) va phé hdp thu UV tai dinh pic DF (B) cia mdu nuéc mat thé dai dién tai
thoi diém 6 phut sau khi nhé dung dich Dilorop 0,1 %. (C) Phé hdp thu UV tai dinh pic DF caa
dung dich chudn DF trong pha déng.

Ung dung dinh luong DF trong nuéc mdt

Phuong phap phan tich DF da dugc tham
dinh & trén dugc iing dung dé dinh lugng DF
trong nuéc mat tai thai diém 06 phut, sau khi
nhoé dung dich Dilorop 0,1 %. Hinh 4A minh
hoa sac ky d6 cila mau thirtir 1 ca thé tho va
phé UV-Vis tai dinh pic (Hinh 4B). Két qua cho
thay phé hap thu cla DF trong mau thuc tai
thoi diém 6 phut sau khi nhé thudc déng
dang véi phé ctia DF trong pha déng (Hinh
4C) va phé ctia DF trong mau chira nudc mat
trang dugc hap phu thém DF (Hinh 2B). Diéu
nay cho thay tinh chon loc ctia phuong phap
phan tich da xay dung d6i véi viéc dinh
lugng DF trong mau thuc. Chi tiét két qua
phan tich & 5 ca thé tho dugc trinh bay trong
Bang 6.

Bdng 6. Két qua dinh luong néng d@é DF trong
nudc mdt thé tai thoi diém 06 phut sau khi
nhé thuéc Dilorop 0,1 %.

Lugng . LugngDF  Noéng do
Ca nuéc mat Dlenl,EICh dinh lugng thuéc/
thé Iy duoc P dugc (ug)  nudc mét
(mg) (mAu.s) (ma/a)
1 7,30 237,7 0,56 0,077
2 3,76 92,1 0,22 0,058
3 4,49 145,3 0,34 0,077
4 5,47 195,6 0,46 0,085
5 3,64 2098 0,50 0,136
B 4,93 0,086
SD 1,51 0,030

Ban luéan

Trong nghién ctru nay, quy trinh x ly mau
va dinh lugng DF trong nudc mat thé da dugc
xay dung va thdm dinh. Phuong phép c6 thé
dung dé danh gia muc dé luu thudc trong
mat tai cac thoi diém khac nhau. So véi cac ki
thuat khac dé dinh lugng truc ti€p dugc chat
trong vong mac, nhu ky thuat st dung thudc
nhuém huynh quang [5], hay mdé hinh
microfluid s& dung mat dong vat da c6 lap [8],
phuang phéap da xay dung c6 uu diém la don
gian, c6 thé tién hanh véi cac phuong tién,
thiét bi thudng quy trong khi van dam bao
cac yéu cau khi thdm dinh theo huéng dan
cla US-FDA va ICH. Viéc sit dung gidy tham dé
lay nuéc mat thay vi dung cac phuong phap
lay nudc mat khac nhu 6ng mao quan,
Schirmer paper strips hoac ophthalmic
sponges [9] gilip han ché t6i da kich tng 1én
mat thir nhung van dam bao d6 chinh xac ctia
két qua thi nghiém.

Phuong phap chiét truc tiép DF tlr mau
gidy tham chira nudc mét thé dugc lua chon
dua trén két qua cta nghién ctu da cong bé
[1]. Trong s6 cac hé dung méi chiét dugc khao
sat, methanol bay hoi nhanh lam sai léch két
qua. Khi stir dung nudc tinh khiét, do6 tim lai
dao déng manh trong khi viéc chuyén dich
chiét vao cac lo chén (c6 dudng kinh mao
quan nhd) khéng thuan lgi do nudc cé stic
cang bé mat 1én (so véi dung méi hitu co).
Néu xUr ly mau bang hén hgp pha déng, d6
tim lai thu dugc cao va 6n dinh & cd ba muc
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néng d6. Do vay, hén hgp dung dich dung
moi pha dong la phu hgp nhat dé chiét DF tu
mau nudc mat. Phuong phéap x{ ly va dinh
lugng DF trong nudc mat da dugc tham dinh
theo huéng dan vé phuang phéap phan tich
trong dich sinh hoc cia US-FDA va ICH.

Két qua cla nghién clu nay khang dinh
tinh phu hop cta quy trinh ldy mau va phan
tich dugc chat trong nuéc mat ma ching toi
da phat trién [1]. Dac biét, gisi han dinh lugng
dudi chia ca hai dugc chat da khao sat déu &
muc thap so véi nong dé thudc ban dau ngay
sau khi nho thuéc (khoang 1,0 % d6i véi DF
va 0,1 % déi véi brinzolamid). Diéu nay cho
thay tiém nang ap dung ctia phuong phap
doi véi cac dugce chat khac. Phuang phap da
xay dung trong nghién ctiu nay cé thé dugc
dung dé xac dinh thai gian luu cia DF trong
nudc mat nham danh gia giai phdng thuéc in
vivo. Ngoai ra, mét s6 phuang phap dung dé
dinh lugng DF trong céc td chiic ciia mat va
nghién ctu sinh kha dung da dugc céng bé,
bao goém ldy mau tir dich sau véng mac hoac
dich tién phong [10], hodc c6 lap mat dong
vat dé thi gidi phdng sau d6 béc tach giac
mac [7] dé chiét va dinh luong.

Phuong phap da duoc ap dung dé xac
dinh néng d6 DF trong nudc mat tho & thai
diém 06 phut sau khi nhé dung dich Dilorop
0,1 %. Nong dé DF tai thai diém nay dao dong
& muc 50-150 pg/g, bang khoang 10 % néng

N

do thuéc ban dau, cho thay rang phan In
thudc bi ria tréi nhanh chéng do su tiét va
dan luu nuéc mat lién tuc qua 6ng théng mii-
l&. Trong khi d6, dugc chat brinzolamid dugc
luu lai trong nudc mat & muc 20,00-100,00
ug/g tai thai diém 30 phut sau khi nhé thuéc
[1]. Su khac biét gitia hai két qua co thé dugc
ly gidi dua trén su khac nhau gitta ndbng do va
dang bao ché cla hai ché pham. Diéu nay
khang dinh y nghia ctia phuong phéap da xay
dung trong viéc danh gid muc d6 gidi phong
dugc chat in vivo tir cac dang bao ché khac
nhau. Su dao déng I6n gilta nong d6 thudc tai
thai diém 06 phut sau khi nhé Dilorop & cac
cé thé thd (muic chénh léch I6n nhat khodng
2,4 1an) c6 thé la do su khac nhau vé sinh ly
mat gilfa cac ca thé, nhu tdc dé tiét nuéc mat
va tan suat chép mat.

Két lvan

Quy trinh x& ly mau va dinh lugng natri
diclofenac trong nudc méat thé da dugc tham
dinh theo hudng dan ctia US-FDA va ICH.
Phuong phép cé d6 chinh xac cao, dé lap lai
t6t va duoc ing dung dé dinh lugng néng dé
DF trong mat thé 06 phut sau khi nho san
pham thuong mai Dilorop. Phuong phéap nay
c6 thé sir dung nhu mét cong cu dé danh gia,
5o sanh thdi gian luu thudc trén mat gilia cac
céng thic bao ché cling nhu hiéu qua cla cac
gidi phap ky thuat trong viéc tang thdi gian
luu cla thubc trén mat.
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