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Резюме
Введение. Клинически доказана эффективность дифлунизала при лечении амилоидоза сердца. В настоящее время в мире зарегистрированы 
только таблетированные формы дифлунизала, однако длительное применение НПВП приводит к характерным побочным эффектам.  
Поэтому сейчас активно разрабатываются системы доставки дифлунизала (в том числе формы для наружного применения), позволяющие 
уменьшить побочные эффекты, улучшить его биодоступность.
Цель. Изучение динамики высвобождения действующего вещества дифлунизала из полимерной матрицы гиалуроновой кислоты.
Материалы и методы. Объектами исследования являются гели дифлунизала в гиалуроновой кислоте с концентрацией основного 
вещества 0,093, 0,14, 0,19 и 0,25 %. Количественное определение проводили методом обращенно-фазовой ВЭЖХ с использованием 
хроматографической колонки Prontosil С18,120-5, 75 × 2 мм, термостатируемой при 40 °С. Элюент: фосфатный буферный раствор с рН 3,0 и 
ацетонитрил (30 : 70), скорость потока 0,1 мл/мин. Детектировали элюаты на длинах волн 230, 270, 310 нм. 
Результаты и обсуждение. Разработана методика определения дифлунизала в матрице гиалуроновой кислоты методом ВЭЖХ. 
Высвобождение действующего вещества из матриц проводили в среде фосфатного буферного раствора с рН 7,6. Исследуемая система 
доставки значительно увеличивает растворимость дифлунизала в водном растворе по сравнению с растворением субстанции. Степень 
высвобождения для всех образцов превышает 90 % через 3 часа после начала эксперимента, при этом большая часть действующего 
вещества высвобождается в течение часа. 
Заключение. Полученные данные позволяют утверждать, что профиль высвобождения характерен для биодеградируемых матриц 
и диффузионно-контролируемых систем доставки. Достигнута полнота извлечения дифлунизала из ГК при использовании в качестве  
среды растворения ФБР с рН 7,6.

Ключевые слова: высокоэффективная жидкостная хроматография, дифлунизал, гиалуроновая кислота, полимерная матрица, 
высвобождение, система доставки
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Abstract
Introduction. The effectiveness of diflunisal in the treatment of cardiac amyloidosis has been clinically proven. Currently, only tablet forms of 
diflunisal are registered in the world, however, long-term use of NSAIDs leads to characteristic side effects. Therefore, delivery systems for diflunisal 
(including a form for external use) are now being actively developed to reduce side effects and improve its bioavailability.
Aim. Research of the dynamics of release of the active substance diflunisal from the polymer matrix of hyaluronic acid.
Materials and methods. The objects of the study are diflunisal gels in hyaluronic acid with a concentration of the main substance of 0.093, 0.14,  
0.19 and 0.25 %. Quantitative determination was carried out by reverse-phase HPLC using a Prontosil C18, 120-5, 75 × 2 mm chromatographic  
column, thermostatically controlled at 40 °C. Eluent: phosphate buffer solution (PBS) with pH 3.0 and acetonitrile (30 : 70), flow rate 0.1 ml/min.  
Eluates were detected at wavelengths of 230, 270, 310 nm.
Results and discussion. During the work, a method (HPLC) was selected and a method for determining diflunisal in a HA matrix was developed. The 
delivery system under study significantly increases the solubility of diflunisal in an aqueous solution compared to the dissolution of the substance. 
The release of the active substance from the matrices was carried out in a phosphate buffer solution with pH 7.6. The release rate for all samples 
exceeded 90 % after 3 hours after the start of the experiment, with most of the active substance released within an hour. 
Conclusion. The data obtained suggest that the release profile is characteristic of biodegradable matrices and diffusion-controlled delivery systems. 
Complete extraction of diflunisal from HA was achieved using PBS with pH 7.6 as a dissolution medium. 

Keywords: high performance liquid chromatography, diflunisal, hyaluronic acid, polymer matrix, release, delivery system
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ВВЕДЕНИЕ
Одним из развивающихся направлений фарма-

цевтической науки является создание и исследова-
ние систем доставки лекарственного препарата  – 
способа контролируемого введения медикамента 
в организм пациента, при котором повышается его 
эффективность, безопасность, точность дозирова-
ния, селективность, улучшаются фармакокинетика 
и фармакодинамика. Использование систем достав-
ки особенно оправданно при терапии тяжелых ор-
фанных заболеваний, к которым относится трансти-
ретиновая семейная амилоидная полинейропатия 
(ТСАП). ТСАП является генетическим системным за-
болеванием, возникающим вследствие мутации гена 
транстиретина. 

Дифлунизал (рисунок 1) – нестероидный проти- 
вовоспалительный препарат (НПВП), производное са-
лициловой кислоты с анальгетическим и противо- 
воспалительным действием. Рекомендован к приме- 
нению при легкой и умеренной боли, остеоартри-
те, ревматоидном артрите, воспалении, является 
потенциальным препаратом для лечения ТСАП I и 

II  стадии  [1]. В последние годы дифлунизал привлек 
внимание благодаря доказательствам его эффек-
тивности при лечении амилоидоза сердца, что было 
подтверждено в клинических исследованиях [2–4]. В 
нерандомизированном исследовании было проде-
монстрировано, что дифлунизал обеспечивает луч-
шую выживаемость пациентов по сравнению с кли- 
нически одобренным тафамидисом [5]. 

В настоящее время в мире зарегистрированы 
только таблетированные формы дифлунизала (Доло-
бид®). Однако длительное применение НПВП приво-

Рисунок 1. Структурная формула дифлунизала

Figure 1. Structural formula of diflunisal
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дит к почечной дисфункции, желудочно-кишечным 
кровотечениям, образованию язв и другим харак- 
терным нежелательным лекарственным реакциям.  
Поэтому сейчас активно разрабатываются новые  
системы доставки дифлунизала, позволяющие умень-
шить побочные эффекты, повысить его стабильность, 
улучшить биодоступность. Например, описана техно-
логия получения твердых липидных наночастиц для 
локального или кожного применения [6], изготовле-
ны стабильные многослойные полимерные наноча-
стицы методом послойной сборки [7], разработаны  
гидрогели состава хитозан – поливиниловый спирт 
без токсичных сшивающих агентов методом замора-
живания  – оттаивания [8], получены циклодекстрино- 
вые комплексы дифлунизала на основе β-циклодекст- 
рина или гидроксипропил-β-циклодекстрина  [9], изу-
чены комплексы с блок-сополимерами поли(этилен-
гликоля) и поли(ε-капролактона) [10]. Также для по-
вышения растворимости дифлунизала в воде и его 
пролонгированного высвобождения в одном из ис-
следований были использованы полиамидоаминовые  
дендримеры, сшитые с тиолированным полиэтилен-
гликолем, для образования гидрогеля [11].

Одним из вариантов систем доставки являются  
системы с диффузионно-контролируемым высвобож- 
дением. Активно в качестве матриц применяются  
биодеградируемые полимеры, такие как гиалуроно-
вая кислота (ГК). ГК действует как мукоадгезив, удер-
живая лекарство в определенном месте действия/вса-
сывания. Полимерная матрица также может изменять 
in vivo скорость высвобождения и всасывания тера-
певтического агента и способна локализовать достав-
ку лекарственного средства в эпидермис [12]. Кроме 
того, ГК сама может оказывать противовоспалитель-
ное  [13] действие посредством множества механиз-
мов, включающих рецепторы, ферменты и другие 
метаболические пути [14]. Авторами [15] была пред-
ложена система доставки дифлунизала в полимерной  
матрице гиалуроновой кислоты, которая стала объек-
том данного исследования.

Научные статьи и материалы, в которых прово- 
дится исследование высвобождения дифлунизала из 
матриц, представлены достаточно ограниченно  [7, 
9, 16, 17]. В большинстве таких исследований высво- 
бождение дифлунизала рассматривают в средах со 
значениями pH, близкими к нейтральным [7, 9, 18]. 
Процесс высвобождения непосредственно дифлуни- 
зала из матрицы ГК описан ранее не был, а потому  
требуется исследование его свойств и характери- 
стик. Кроме того, дифлунизал характеризуется низ-
кой растворимостью в нейтральных и кислых вод- 
ных средах (14,5  мг/л по данным PubChem), предпо-
ложительно, использование системы доставки позво-
лит увеличить его растворимость, а следовательно, 
биодоступность. Таким образом, важность исполь-
зования дифлунизала и известные ограничения его 
применения заставили разработать новые системы 

доставки дифлунизала, позволяющие уменьшить по-
бочные эффекты, повысить его стабильность, а так-
же улучшить его фармакокинетический профиль и 
биораспределение.

Целью исследования является изучение дина- 
мики высвобождения активной фармацевтической 
субстанции дифлунизала из полимерной матрицы ГК.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектами исследования являлись гели дифлу-

низала следующего состава: 5 мл дистиллированной  
воды, 5 мл диметилсульфоксида (ДМСО), 190 мг ГК и  
10 (15, 20 или 25) мг дифлунизала, что соответствует  
0,093 (0,14, 0,19 или 0,25) % [15]. В работе использова- 
ли стандартный образец дифлунизала (Diflunisal, ana- 
lytical standard). Количественное определение прово-
дили методом обращенно-фазовой ВЭЖХ на жидкост- 
ном хроматографе «Милихром-А02» (ООО ИХ «Эко- 
Нова», Россия).

Стандартные растворы дифлунизала. 10,0  мг 
дифлунизала (точная навеска) помещали в мерную 
колбу вместимостью 10 мл, растворяли в этиловом 
спирте 95%-м с использованием УЗ-бани и доводили  
раствор до метки этиловым спиртом 95%-м (исход- 
ный раствор). Исходный раствор разбавляли до тре- 
буемой концентрации дистиллированной водой.

Процедура процесса высвобождения дифлуни- 
зала из геля. К 100 мг (точная навеска) геля любой  
дозировки добавляли 10,0 мл фосфатного буферно-
го раствора (ФБР), растворы оставляли для высвобож- 
дения действующего вещества. Пробы отбирали сра- 
зу после добавления буфера, через 30, 60, 120 и 
180  мин, фильтровали (через мембранный фильтр с 
диаметром пор 0,45  мкм) и анализировали. Степень 
высвобождения рассчитывали относительно заявлен-
ной концентрации действующего вещества в геле.

Количественное определение дифлунизала про-
водили методом обращенно-фазовой ВЭЖХ с исполь- 
зованием хроматографической колонки Prontosil 120-
5, С18, 75 × 2 мм (ООО ИХ «ЭкоНова», Россия), термо-
статируемой при 40 °С. Элюент: фосфатный буфер- 
ный раствор (ФБР) с рН 3,0 и ацетонитрил (30 : 70),  
скорость потока 0,1 мл/мин, изократический режим 
элюирования. Детектировали элюаты на длинах волн 
230, 270, 310 нм. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Выбор метода анализа

Несмотря на то, что гель содержит только одно  
действующее вещество, применение простого мето- 
да УФ-спектрометрии невозможно. В УФ-спектре 
подкисленного раствора дифлунизала наблюдается  
3  максимума поглощения – 205, 228 и 314 нм (ε = 
17514, 14812, 2302  л/моль ∙ см соответственно). Со-
гласно данным литературы, максимум светопогло-
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щения ГК наблюдается при 230 нм [19], ДМСО – при 
210  нм1. ГК и ДМСО имеют собственные широкие по-
лосы поглощения (за счет большого содержания по 
сравнению с содержанием действующего вещества) 
в УФ-области спектра, которые перекрывают спектр 
дифлунизала в ФБР, что делает невозможным его  
количественное определение. Поэтому количество 
дифлунизала, высвободившегося из матрицы, опре-
деляли методом ВЭЖХ.

Оптимизация  
хроматографических условий

Ранее были выбраны хроматографические усло-
вия  [20] для количественного определения дифлу-
низала (выбор условий проводили с использова- 
нием стандартного образца дифлунизала), наилуч-
шие результаты были достигнуты при использовании  
0,03%-го раствора трифторуксусной кислоты (ТФУК). 
При апробации этих условий в процессе растворе- 
ния гелей в буферных растворах было показано, что 
буферной емкости ТФУК недостаточно для подавле-
ния влияния растворителя в пробе, из-за чего пик 
дифлунизала переставал удерживаться на сорбенте.  
Поэтому в качестве подвижной фазы выбрали ФБР 
с рН 3,0, вторым компонентом подвижной фазы был 
ацетонитрил, оптимальное соотношение элюентов 
30 : 70. Типичная хроматограмма раствора, получен- 
ного при растворении геля дифлунизала, представ- 
лена на рисунке 2.

1 National Center for Biotechnology Information. PubChem 
Compound Summary for CID 679, Dimethyl Sulfoxide. Available 
at: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Dimethyl-Sul-
foxide. Accessed: 17.08.2023.

На хроматограмме наблюдается пик дифлуниза- 
ла, имеющий оптимальные хроматографические ха-
рактеристики (фактор асимметрии = 1,14, эффектив-
ность = 3,8 ∙ 103 теоретических тарелок).

Для выбранных хроматографических условий 
оценили сходимость получаемых результатов, для 
чего 6  раз хроматографировали водно-спиртовой 
раствор дифлунизала с концентрацией 20  мкг/мл. От- 
носительное среднеквадратичное отклонение вре-
мен удерживания составляет 0,28 %, а площадей  
пиков – 2,2 %, что подтверждает сходимость полу- 
ченных результатов.

Для проверки наличия линейности отклика сиг- 
нала от концентрации был построен график в диа- 
пазоне концентраций дифлунизала 1–30 мкг/мл. По  
результатам анализа стандартных растворов была  
получена зависимость площади пика от концентра- 
ции. На графике наблюдается линейная зависимость 
площади пика дифлунизала от концентрации, зави-
симость аппроксимируется уравнением S = 0,4617С + 
0,7204 с коэффициентом корреляции (r) 0,9952. По- 
лученные результаты свидетельствуют о наличии ли-
нейного отклика в выбранном диапазоне концентра-
ций, в дальнейшем исследовании представленное 
уравнение будет использовано для количественной 
оценки степени высвобождения дифлунизала.

Для исследования динамики высвобождения 
дифлунизала из матрицы ГК использовали ФБР с 
рН 7,6. Это значение рН использовали, чтобы смо-
делировать кислотность воспаленной кожи чело-
века  [21]. Для этого к навеске геля добавляли бу-
фер, раствор оставляли при комнатной температуре, 
без перемешивания. При этом гель оставался на дне  
емкости и постепенно растворялся с поверхности, 

Рисунок 2. Хроматограмма раствора геля дифлунизала (пики 1–3 – матрица, пик 4 – дифлунизал)

Figure 2. Chromatogram of diflunisal gel solution (peaks 1–3 – matrix, peak 4 – diflunisal)
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приводя к высвобождению действующего вещества  
из матрицы. В последней временной точке исследу-
емый раствор представляет собой прозрачную бес-
цветную жидкость, без механических включений и 
раздела фаз. В предварительных исследованиях оце-
нили влияние перемешивания на процесс высвобо-
ждения, результаты показали, что высвобождение 
в первые минуты эксперимента достигает 100 % и в 
дальнейшем не меняется, что демонстрирует возмож-
ность полного перехода действующего вещества из 
геля в среду растворения, а также стабильность ана- 
лита в буферном растворе. По полученным результа-
там процесса высвобождения дифлунизала из гелей  
разных дозировок без перемешивания построили  
графики зависимости концентрации дифлунизала W 
(%) от времени высвобождения (рисунок 3).

Общий вид кривых высвобождения характерен 
для матриц ГК, описанных в статьях [16]. Наши ре-
зультаты демонстрируют, что независимо от дози-
ровки динамика высвобождения дифлунизала во 
всех образцах сопоставима друг с другом, степень 
высвобождения для всех дозировок в последней ана-
лизируемой точке превышает 90 %. При этом боль-
шая часть действующего вещества высвобождает-
ся в течение часа, последующие 2 часа происходит 
постепенное увеличение концентрации. Кроме то-
го, использование системы доставки значительно 
увеличивает растворимость дифлунизала в водном  
растворе, максимальная концентрация дифлунизала, 
которая была достигнута в ходе экспериментов, со-
ставляет 100 мг/л. 

Авторы [18] проводили исследование высвобож- 
дения в кислой среде, имитирующей среду желудка, 
и не наблюдали высвобождение дифлунизала из ма-
трицы, что было подтверждено экспериментально. 

При использовании буферных растворов с рН около  
2  дифлунизал выпадает в осадок и процесс высво- 
бождения невозможен.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Для изучения динамики высвобождения дифлу-

низала из матрицы гиалуроновой кислоты в качест- 
ве среды растворения использовали фосфатный бу-
ферный раствор с рН 7,6. Исследуемая система до- 
ставки значительно увеличивает растворимость диф- 
лунизала в водном растворе по сравнению с раство-
рением субстанции. Полученные данные позволяют 
утверждать, что профиль высвобождения характерен 
для биодеградируемых матриц и диффузионно-конт- 
ролируемых систем доставки. Степень высвобожде-
ния для всех образцов превышает 90 % через 3  ча-
са после начала эксперимента, при этом большая 
часть действующего вещества высвобождается в те-
чение часа. При перемешивании растворов в про- 
цессе высвобождения полнота извлечения дости- 
гается за первые минуты эксперимента.
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