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IZVESTAJ

A) PRIKAZ SADRZAJA DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija kandidata magistra farmadgeane Janko¥ipod nazivom
.Formulacija i karakterizacija polu ¢vrstih samomikroemulgujuéih sistema kao
potencijalnih nosafa nove generacije za peroralnu primenu aciklovira“napisana je
na 154 strane i sadrzi Sest poglavlja: Uvod (std2) Cilj istrazivanja (str. 43-44);
Eksperimentalni deo (str. 45-69); Rezultati i diskau (str. 70-131); Zaklgak (str. 132-
137); Literatura (str. 138-154). Na ¢eiku disertacije prilozen je rezime na srpskom i
engleskom jeziku. Sastavni deo disertacije je gtatija kandidata koja je prilozena na
kraju.

Doktorska disertacija napisana je jasnim i pregkedstilom i sadrzi 22 tabele (3
u Uvodu, 4 u Eksperimentalnom delu i 15 u Rezuitati diskusiji), 35 grafikin prikaza
(2 u Uvodu, 3 u Eksperimentalnom delu i 30 u Retinfta i diskusiji) i 246 literaturnih
navoda koji se &u razmatrane problematike.

U Uvodu je dat pregled dosadasnjin maih saznanja u oblasti koja je
prowtavana u okviru doktorske disertacije, jasno je rmdsfin predmet istrazivanja i
izlozena opravdanost istrazivanja. Uvod se sasijitri potpoglavlja: Aciklovir,
Savremeni pristupi u razvoju farmaceutskih formigacsa aciklovirom Samo-
mikroemulgujdi sistemi kao nosa lekovitih supstanci za peroralnu primenu

U prvom potpoglavljuprikazani su podaci o mehanizmu delovanja, &om
zn&aju, fizicko-hemijskim i biofarmaceutskim svojstvima aciklai koji je korigen
kao model lekovita supstanca u sprovedenom istajiv U nastavku su navedene
osnovne informacije o komercijalno dostupnim farmaskim preparatima aciklovira i
ukazano je nacinjenicu da se ovaj antivirotik ualdjeno primenjujeper 0s u
pojedin&noj dozi od 200 — 800 mg u terapiji infekcija izamh virusimaHerpes simplex
tip 1 i tip 2 i Varicella zoster S obzirom da je njegova apsorpcija iz gastrotirtakog
trakta (GIT) wvrlo spora, promenljiva i nepotpuna konvencionalnih ¢vrstih
farmaceutskih oblika (tableta, kapsula), a poluwesiiminacije mu je kratko ¢ 2,5 h),
ve¢ dugi niz godina se tezi ka poboljSanju dko-hemijskih karakteristika i
biofarmaceutskog profila aciklovira u cilju paamja oralne bioloSke raspolozivosti. U
ovom potpoglavlju su navedeni i literaturni pod&oiji ukazuju da se niska oralna
bioloSka raspolozivost aciklovira moze pripisateggvom kratkom zadrzavanju, niskoj
rastvorljivosti i/ili niskoj permeabilnosti na mes@apsorpcije (duodenum i jejunum).
Stoga se za aciklovir kao formulacioni izazovi pefgju kako povéanje njegove
rastvorljivosti, tako i pospesSivanje intestinalnerrpeabilnosti. Razvoj formulacionih
strategija za poboljSanje apsorpcije peroralno emj@nih lekovitih supstanci je
permanentan istrazivki interes, sa natitim znatajem kod antiretrovirusne hraime
terapije gde su terapijske doze u@peno visoke.
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U okviru drugog potpoglavljadat je pregled dosadasnjeg istraZkagy rada u
oblasti razvoja formulacija sa aciklovirom za réité puteve primene. Fokus je stavljen
na studije u kojima su postignuta poboljSanja ulguhg rastvorljivosti i/ili permeabilnosti
aciklovira zasnovana na inkapsulaciji aktivne sapsé u nosge na mikroskali i
nanoskali, kao jednoj od najaktuelnijih i najpelgpaijin oblasti istraZzivanja sa aspekta
potencijalnih poboljSanja terapijske efikasnosbezbednosti farmaceutskih proizvoda.
Detaljnije su opisani sastav i karakteristike ispibih mikraiestica, vezikularnih
nanonos&, nandestica i mikroemulzija sa aciklovirom. Pokazanalg mikroemulzije
kao termodinantki stabilne nanodisperzije koje se formiraju spoptau smeSama
surfaktanat/kosurfaktant/ulje/voda i prediganeiu nanonoséma u pogledu stabilnosti i
kapaciteta za rastvaranje/solubilizaciju lekovitpstance i modifikovanje permeabilnosti
bioloskih barijera, mé&utim, ovi sistemi nemaju pogodna fikb-hemijska svojstva za
primenu per os u ¢vrstom farmaceutskom obliku kao najprihvatljiviiema najSiru
populaciju pacijenata. Dostupna literatura ne dpg@atke o nanoinkapsuliranom
acikloviru u ¢vrstom farmaceutskom obliku za peroralnu priments, Bredstavlja
problem koji se moze dalje istrazivati.

U trecem potpoglavljusu izloZzeni osnovni podaci lpidnim formulacijamakao
terapijske doze i rizika od nezeljenih efekatazviga rezistencije, je ¥edemonstriran
kod tesSko rastvorljivin antiretrovirotika (ritonayi sakvinavir, tipranavir) u
farmaceutskim preparatima koji su registrovanificeani tokom poslednje dve decenije.
Ukazano je da poslednjin godina preovladava stavudastvarivanju navedenih
poboljSanja prednost imaju lipidne formulacije tgmmomikroemulguitih sistema(sin.
mikroemulzioni prekoncentrati(engl. Self-microemulsifying drug delivery system
SMEDDS). SMEDDS sadrze aktivhu supstancu rastvoignsuspendovanu u smesi
lipida, surfaktanata i hidrofilnih korastv&ei u kontaktu sa vodenim medijumima/GIT
tecnostima formiraju ulje-u-vodi mikroemulzije. Summia su aktuelni izazovi u
formulaciji SMEDDS koji se odnose na: kriterjume@ zzbor vrste i koncentracije
ekscipijenasa,n vitro karakterizaciju i diferencijaciju od drugih tipovi@rmulacija
slicnog sastava, procenu potencijala za poboljSanpgrugp lekovite supstange vitro i
in vivo. Istaknuto je da je u dve novije studije predladormulisanjepolucvrstih
lipidnih formulacija kao nove vrste no&a kojima se pripisuju bolja fizka stabilnost
(naraiito kod formulacija sa visokim sadrzajem aktivnepstance) i kontrolisano
oslobaianja leka, méutim do sada nisu formulisani i istrazivani néispa polucvrstih
SMEDDS S obzirom da bi se time otvorila mdgwst i za njihovo punjenje u kapsule,
kao ¢vrsti farmaceutski oblik za primenper os kandidat prepoznaje formulaciju i
karakterizaciju polévrstih SMEDDS kao izazov za detaljno istrazivanfemu je
posvé&ena ova doktorska disertacija.

SveukupanCilj istrazivanja koje je sprovedeno u okviru doktorske disertacije
bio je da se ispita mogénost za formulaciju nove generacije nos@a lekovitih
supstanci tipa poldvrstih SMEDDS, kao i sveobuhvatna fiztko-hemijska,
farmaceutsko-tehnoloska i biofarmaceutska karakterzacija u cilju sagledavanja
njihovog potencijala za peroralnu primenu aciklovira kao model aktivhe supstance
u obliku tvrdih kapsula. Dodatno, kod polwvrstih SMEDDS sa aciklovirom koji
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iIspunjava postavljene kriterjume u pogledu fizikko-hemijskih i farmaceutsko-
tehnoloskih karakteristika, kao i biofarmaceutskogprofila, bio je cilj da se proceni
uticaj nosata na bioloSku raspolozivost aktivhe supstance kao da se ispita
neskodljivostin vivo na animalnom modelu.

U poglaviju Eksperimentalni deo navedene su Kkarakteristike kdgaih
materijala i dat je detaljan opis eksperimentalprbcedura, opreme i utaja koji su
primenjeni za realizaciju postavljenih ciljeva &tivanja. Eksperimentalni rad odvijao se
u tri faze.

U prvoj fazi eksperimentalnog radge izvrSena formulacija iin vitro
karakterizacija t&nih SMEDDS sa aciklovirom. Formulacija je obuhwatiizbor
sastojaka sistema tipa ulje/surfaktant/kosurfaktamistvara koji predstavljaju
potencijalne SMEDDS i studiju njihove disperzibiftiou vodenim medijumima razlte
pH vrednosti (0,1 M HCI i fosfathom puferu pH 7,Rkapaciteta za inkapsulaciju
aciklovira sa ciljem da se identifikuju oni koji aju karakteristike SMEDDS. Na osnovu
literaturnin podataka razmotren jecvéoroj ekscipijenasa iz grupe ulja, surfaktanata i
korastvarda, a zatim je eksperimentalno odkeea rastvorljivost aciklovira u odabranim
ekscipijensima kako bi se izvrSila selekcija oniliji ksu potencijalno najpogodniji za
formulisanje SMEDDS sa visokim kapacitetom za irskdaciju ove aktivne supstance.
lzabrani ekscipijensi su upotrebljeni za pripremuseyroternernih  sistema
ulje/surfaktant/kosurfaktant/korastvardji je sastav definisan kord&njem metodologije
pseudoternernih faznih dijagrama geimu je pseudokomponenta bila smeSa surfaktanta i
kosurfaktanta. Pripremljeno je 60 pseudoternerigtesia koji su imali isti sadrzaj ulja
(10% m/m), a razlikovali su se u pogledu vrste surfaktantasenog odnosa surfaktanta i
kosurfaktanta (Km), vrste korastvaaai njihovih koncentracija (20%/mili 30% m/m).
Kod svih pseudoternernih sistema je i&koodreéivan kapacitet za inkapsulaciju
aciklovira. Karakterizacija njihove disperzibilnost kiselom i alkalnom vodenom
medijumu obuhvatila je organolegiti pregled, UV-Vis spektrofotometrijsko odiiganje
transmitancei odrelivanje veltine kapi fotonskom korelacionom spektroskopijom
(PCS). Brzina dispergovanja, transmitanca, phoseveltina kapi (Z-ave) i indeks
polidisperziteta (Pdl) koré&&ni su kao kriterijumi za identifikaciju pseudotemih
sistema koji su imali svojstva SMEDDS. Kod SMEDESprocenjivan uticaj noga na
brzinu oslobdanja aciklovira (kori&enjem modela difuzionecelije) i njegovu
permeabilnost (test permeabilnosti na paralelnigtarkim membranama, PAMPA).

Druga faza eksperimentalnog rada odnosila na formulaciju, fiko-hemijsku,
farmaceutsko-tehnolosku i biofarmaceutsku karakderju poldvrstih SMEDDS sa
aciklovirom u obliku tvrdih kapsula. Formulacija lpé&vrstih SMEDDS izvrSena je
pripremom novih uzoraka tako Sto je u sastanite SMEDDS, koji su optimizovani u
prethodnoj fazi istrazivanja, uklfen sintetski polimer makrogol 8000 (5-10#4m). Kod
polucvrstih sistema ispitivano je reoloSko ponaSanjdokiai se izvrSio izbor onih koji
imaju najpogodnije karakteristike za punjenje udkloe kapsule sa minimalnim rizikom
od curenja i drugih vidova figke nestabilnosti. SMEDDS sa optimizovanim reoloSkim
ponasSanjem upotrebljeni su za izradu uzoraka ddoasiom u koncentraciji koja je
odgovarala kapacitetu za inkapsulaciju (procenjengmethodnoj fazi istrazivanja) kao i
sa koncentracijom prikladnom za primenu terapijskeze od 200 mg ove aktivne
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supstance u jednodoznatwrstom farmaceutskom obliku (tvrda kapsula &ak 0). Da
bi se sagledale karakteristike polustin SMEDDSper sekao nosaa zaper osprimenu
aciklovira, ispitana je njihova disperzibilnost |1 WM HCI i fosfatnom puferu pH 7,2im
vitro brzina oslobdanja aktivhe supstance (kahjem modela difuzioneelije) u
poreienju sa suspenzijom aciklovira. Pored toga, za gmoc fizickkog stanja
inkorporiranog aciklovira i potencijalnih interajai aktivne supstance i sastojaka
formulacije izvrSena je analiza polustih SMEDDS optikom mikroskopijom i
diferencijalnom skenirajtom kalorimetrijom (DSC). Preliminarnim razmatrangim
utvrdena je zadovoljavaga kompatibilnost poktvrstih SMEDDS sa aciklovirom i
omota&em tvrdih kapsula od hipromeloze (HPMC), na osnoammatranja njihovih
organoleptikih svojstava i integriteta tokom 1 meseéavanja pod ambijentalnim
uslovima. Dodatno, izvrSena je DSC analizac¢kei smeSe polivrstih SMEDDS sa
hipromelozom. U zavrSnom delu druge faze ekspetiatemg rada, u cilju procene
stabilnosti poldvrstih SMEDDS sa aciklovirom u obliku tvrdih kapaulispitivane su
organoleptike karakteristike (oblik, boja, integritet, meh&@ svojstva), odidvan je
sadrzaj aciklovira, ispitivana je disperzibilnostafsmitanca, progea veltina kapi i
indeks polidisperziteta) i péano je in vitro osloba@anje lekovite supstance (u
standardnoj aparaturi sa rotiréum lopaticom) kod uzoraka koji stuvani u klima
komori na 25 °C/60% RH, odnosno, 5+3 °C tokom 3 eunasKako bi se procenio uticaj
omot&a kapsule na stabilnost i performanse SMEDDS dssgoredo su ispitivani i
polucvrsti SMEDDS koji nisu punjeni u kapsulbulk formulacije) i¢uvani su pod istim
uslovima.

U trecoj fazi eksperimentalnog rad&vedeni suin vivo testovi za procenu
farmakokinettkog profila aciklovira iz per os primenjenih SMEDDS i njihove
neskodljivosti. U bioloSkim testovima je upotrelpljeoluwvrsti SMEDDS koji je u okviru
zadovoljavajdu stabilnost u obliku tvrdih kapsulen vivo eksperimenti su sprovedeni na
laboratorijskim pacovima sojaVistar, uz odobrenje EKtke komisije Univerziteta u
Novom Sadu (br. 01-78/16-3). Za potrebe ispitivanjicaja SMEDDS nosa ha
farmakokinettki profil aciklovira u pordenju sacistom supstancom, pripremljeni su
uzorci polévrstog SMEDDS bez lekovite supstance i sa aciktowir kao i vodeni
rastvor i suspenzija aciklovira, koji su primenjeédd Zivotinja prema definisanom i
odobrenom protokolu. Da bi se iZwmali farmakokinetiki parametri za aciklovir
(maksimalna koncentracija u serumunf(@, koncentracija u nultoj tki (Coy), pros€éno
vreme potrebno za dostizanje.£e (Tmay), povrSine ispod krive zavisnosti koncentracije
od vremena (AUg:i AUCy.,), konstanta eliminacije {R, poluvreme eliminacije {),
volumen raspodele stacionarnog stanja (Vss), Wir@), srednje vreme zadrzavanja
(MRT) i apsolutna bioloSka raspolozivost (BA)), i&eni su podaci o sadrzaju aktivhe
supstance u serumu pacova koji je ddren hromatografskom analizom. Kako bi se
procenila neSkodljivost oralno primenjenih paltstih SMEDDS sa aciklovirom, u
serumu eksperimentalnih Zivotinja odgovaéaju analitickim postupcima su oddevani:
aktivnost jetrenih aminotransferaza (alanin trarivage (ALT) i aspartat transaminaze
(AST)), koncentracija moktme kiseline, uree i kreatinina. Za statikti analizu
dobijenih podataka je kotigén ANOVA test.
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PoglavljeRezultati i diskusija sadrzi62 stranice teksta, ukuju¢i 30 grafickih
prikaza i 15 tabela. Rezultati istrazivanja i njhao analiza izlozeni su kroz tri
potpoglavlja: Rezultati i diskusija | faze istrazivanjdRezultati i diskusija 1l faze
istrazivanjg Rezultati i diskusija Ill faze istrazivanja.

U poglavljuZaklju ¢ak kroz 14 taéaka detaljno i jasno su prikazana razmatranja i
izvedeni zakljdci koji su proistekli iz dobijenih rezultata istre@nja i njihove analize.

U poglavlju Literatura dat je spisak 246 referenci koje su citirane u akvi
doktorske disertacije.

B) OPIS POSTIGNUTIH REZULTATA

Rezultati doktorske disertacije podeljeni su u deline, shodno postavljenim
ciljevima i konceptu sprovdenja eksperimenatalnog dela istrazivanja.

U prvom deluprikazani su i analizirani rezultati odieanja rastvorljivosti
aciklovira u individualnim ekscipijensima iz grupdja, surfaktanata i hidrofilnih
korastvar&a na osnovuega je izvrSen izbor ekscipijenasa koji su u n&stakorigeni
kao sastojci potencijalnih SMEDDS. U nastavku pten uticaj razkiitin formulacionih
parametara (vrste i koncentracije surfaktanta agtvarga i masenog odnosa surfaktanta
I kosurfaktanta (Km)) na kapacitet za inkapsulaeigiklovira u t€nim pseudoternernim
sistemima pripremljenim od ulja (trigliceridi srgdnduzine lanaca) (10%), surfaktanta
(PEG-8 kaprilno/kaprinski gliceridi, polisorbat 20 makrogol glicerol hidroksistearat),
kosurfraktanta (poligliceril-3-dioleata) i korastega (glicerol, makrogol 400) (20% ili
30%), pri Km koji je variran u rasponu od 0,11 do @vrdeno je da je kapacitet
formulisanih pseudoternernih sistema za inkapgulaaciklovira iznosio 0,18-31,66
mg/ml. Razmatranje dobijenih rezultata je pokazidosu vrsta i sadrzaj surfaktanta i
korastvarda imali zn&ajan uticaj na kapacitet ispitivanih pseudoterrfersistema za
inkorporiranje aciklovira. Maksimalan kapacitet inkapsulaciju aciklovira je postignut
koris¢enjem makrogol glicerol hidroksistearata pri nagws ispitivanom Km (9).
Povecanje koncentracije hidrofilnog korastvaaa glicerola ili makrogola 400, uprkos
smanjenju ukupnog sadrzaja nejonskih surfaktanatijaj moze dovesti dpovecanja
rastvorljivosti aciklovira u pseudoternernim sistera kada se kao surfaktant upotrebi
makrogol glicerol hidroksistearat. U nastavku jeznnatren uticaj ispitivanih
formulacionih parametara na disperzibilnost pseemhetrnih sistema sa aciklovirom u
vodenim medijumima ragdlitih pH, uzimaji u obzir¢injenicu da je koger osprimene
fomulacija izloZzena razlitim vrednostima ovog parametra u raelm segmentima GIT-
a. Od ukupno 60 ispitanihdeih pseudoternernih sistema W&no je da su tri ispunili
kriterijume postavljene za SMEDDS u pogledu &gt karakteristika (transmiranca >
50%) i proséne veltine kapi (Z-ave< 100 nm) i indeksa polidisperziteta (PdD,250)
nakon dispergovanja u oba medijuma (0,1 M HCI fdbs pufer pH 7,2), a za dalja
ispitavanja su odabrana dva sistema koji su imaksimalni kapacitet za inkapsulaciju
aciklovira koji je iznosio 24,06 mg/ml (SMEDDS1)Ymosno, 21,12 mg/ml (SMEDDS3).
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PAMPA testom kod SMEDDS1 i SMEDDS3 je uleno zndajno povéanje
permeabilnosti aciklovira u patenju sacistom supstancom u baznom medijumu.
Ukupna koléina oslobdene lekovite supstance iz SMEDDS1 bila jecapao vea od
SMEDDSS3, iako je njen sadrzaj u ova dva sistemavbmma skan, Sto je dovedeno u
vezu sa razlikama u njihovom sastavu i hidrofobrinterakcijama izméu aktivne
supstance i nosa.

Dva t&&na SMEDDS koji su proistekli iz prve faze istrazijs u drugom delu su
koristeni za formulaciju pokvrstih sistema upotrebom makrogola 8000 (5-10%m)
kao sredstva za modifikaciju viskoziteta. RezultatiloSke karakterizacije pokazali su da
je polwvrsta konzistencija i odgovardg tiksotropija postignuta u uzorku koji je
pripremljen kombinovanjem SMEDDS1 i makrogola 8@0Roncentraciji od 7,5%m/m
Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja dispeiaist, kapaciteta za inkorporiranje i
kinetike oslobdanja aciklovira, dokazano je da je ispitivani gelsti SMEDDS imao
svojstva sistema koji formira ulje-u-vodi mikroemiji dispergovanjem u kiselom (0,1
M HCI) i alkalnom (fosfatni pufer pH 7,2) vodenomedijumu, sa zadovoljavajim
kapacitetom za solubilizaciju aktivhe supstancezuRati karakterizacije dobijenih
disperzija spektroskopskim tehnikama dokazali su sa bile transparentni,
termodinamiki stabilni sistemi organizovani na nanoskali dtdkgucna svojstva sistema
tipa mikroemulzija. Uticaj sadrzaja aciklovira natioke i termalne karakteristike
polutvrstog SMEDDS je ispitan primenom aofeé mikroskopije i DSC analizom.
Mikrografije su pokazale prisustvo kristala aciklav koji je bio suspendovan u
homogenom poktvrstom vehukulumu. Analiza dobijenih DSC termograrkazala je na
formiranje svojevrsnog polimernog matriksa kombiaagem makrogola 8000 i deih
SMEDDS. Dobijeni rezultatin vitro ispitivanja kinetike difuzije aciklovira pokazaiu
da je mobilnost molekula lekovite supstance u goktim SMEDDS bila relativho
visoka i da jein situ formiran nosa tipa mikroemulzije omogiio kompletno
rastvaranje/solubilizaciju aciklovira u medijumwgfatni pufer pH 7,2). Razmatranjem
DSC termograma je utden nizak rizik od interakcija omata HPMC kapsula sa
ispitanim polevrstim SMEDDS i curenja sadrzaja koji zadrzava paistu konzistenciju
na temperaturama do 50 °C. Analiza profila dolijein vitro ispitivanjem kinetike
oslobatanja aciklovira iz polévrstih SMEDDS u obliku tvrdih kapsula je pokazakagl
ovi sistemi, odnosnoin situ formirana ulje-u-vodi mikroemulzija u slabo alkamno
medijumu, zn&ajno uticali na brzinu rastvaranja inkorporiranaikkvira i mehanizam
ovog procesa, u pafenju sa kapsulama séstom lekovitom supstancom koje su
ispitivane na isti n&n. Polwvrsti SMEDDS je obezbedio odrzavanje aktivhe supstai
rastvorenom/solubilizovanom stanju i kontrolisaraspodelu aciklovira iz formirane
mikroemulzije u medijum i pri koncentraciji aktiviseipstance koja odgovara terapijskoj
dozi od 200 mg. Brzina difuzije aciklovira se péaeala sa pov@njem njegovog
sadrzaja u poltyrstom SMEDDS. Razmotrena je stabilnost petatih SMEDDS u
obliku tvrdih kapsula tokom 3 meseca na 25 °C/60Rh Bdnosno, 5+3 °C i dobijeni
rezultati su pokazali da nije bilo zZfa@nih promena u sadrzaju lekovite supstance,
pros€noj velicini kapi i indeksu polidisperziteta nakon dispergoja u vodenim
medijumima, kao ni u profilima oslobanja lekovite supstancéme je potvdeno da je
ispitivani sistem w&vrstom farmaceutskom obliku imaduwrana svojstva SMEDDS.
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U zavrSnom delu prikazani su rezultati ptavanja farmakokinatkog profila
aciklovira kod Wistar pacova nakon oralne primene poitstog SMEDDS koji je
formulisan i detaljno okarakterisan u prethodnaj fatrazivanja. Rezultati su ukazali na
zn&ajan uticaj polavrstin SMEDDS na bioloSku raspolozivost aciklovikaja je bila
1,6 puta véa u pordenju sacistom supstancom (primenjenom oralno u obliku
suspenzije), Sto je povezano sa&ekivanim relativno brzim procesom samo-
mikroemulgovanja i osloldanja lekovite supstance im situ formirane ulje-u-vodi
mikroemulzije u intestinalnom lumenu pacova, kpovetanjem permeabilnosti lekovite
supstance kroz intestinalnu membranu posredovarsaiem tipa mikroemulzije i
njegovim sastavnim komponentama. Tdéoupotreba poltvrstog SMEDDS dovela je
do statisttki znatajnog smanjenja Jax U poreélenju sacistom supstancom. Dobijene
vrednosti za Vd i Cl nisu bile statigti znatajno razltite od onih nakon.v. primene
aciklovira (u obliku rastvora), Sto je ukazalo padt ispitivani poltvrsti SMEDDS nije
bitno uticao na distribuciju aciklovira. Dodatnorikazani su rezultati oddévanja
biohemijskih parametara (aktivhost jetrenih transara, koncentracija mokiae
kiseline, uree i kreatinina) u uzorcima krvi Zivgd nakon oralne primene rastvora
aciklovira, odnosno, potwrstog SMEDDS, sa i bez aciklovira, na osnovu kggh
procenjena njihova neskodljivost. Pokazano je daoplpena (21 dan) i kratkotoa (7
dana) primena potwrstih SMEDDS sa aciklovirom nije z&ano uticala na bubreznu
funkciju izlucivanja i nije zabelezena hepatotaksist, cime je demonstrirana njihova
neskodljivost na korienom animalnom modelu.

C) UPOREDNA ANALIZA REZULTATA KANDIDATA SA PODACIMA 1z
LITERATURE

Do sada nije ustanovljen jedinstven pristup zadtrming lipidnih formulacija u
sistemima sastavljenim od ulja, surfaktanta i Hithih korastvarda, te je u prvoj fazi
istrazivanja osmisljen i po prvi put primenjen e&ksmentalni koncept za formulaciju i
preciznu diferencijaciju SMEDDS od drugih tipovasata slicnog sastava. Rezultati
eksperimentalno oddene rastvorljivosti aciklovira u ¥em broju ulja, surfaktanata i
korastvarda kori€eni su pri izboru ekscipijenasa iz navedenih grigpabzirom da su
dostupni literaturni podaci vrlo oskudni i nekoreigtni [1-3]. Maksimalna rastvorljivost
aciklovira meu ispitivanim uljima utv@ena je za trigliceride srednje duzine lanaca,&to |
bilo u saglasnosti sa rezultatom koji su objaviinkadan i sar. [4]. Prema kriterijumima
sistema klasifikacije lipidnih formulacijéengl. Lipid formulation classification system,
LFCS) koji je ustanovljen 2006. godine, SMEDDS gZadiskljwivo surfaktantetija je
HLB > 12 [6], a potencijalni zri@j kombinovanja surfaktanata zagno razltitih HLB
vrednosti u ovim sistemima do sada nije geuan. S obzirom da je utteno da je
rastvorljivost aciklovira u ispitivanim surfaktanta razléitih HLB vrednosti bila skina
sa izabranim surfaktantimagija je HLB > 12 (PEG-8 kaprilno/kaprinski glicerjdi
polisorbat 20 ili makrogol glicerol hidroksistegratkao kosurfaktant je odabran
poligliceril-3-dioleat (HLB 3) kao nejonski tenzidiske HLB vrednosti, kojima se
uobicajeno daje prednost u pogledu biokompatibilnogtdoosu na tenzide visokih HLB
vrednosti [5]. Kao sastojci iz grupe hidrofilnihrestvarga razmatrani su makrogol 400 i
glicerol, a interesantno je da je za ove ekscipgemtvidena skéna rastvorljivost
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aciklovira sa podacima dobijenim za rastvorljivastsurfaktanatima. Karakterizacija
pripremljenih 60 ténih pseudoternernih sistema omoéidp je detaljno i sistematno
prowavanje uticaja formulacionih parametara na mehamiprocesa dispergovanja i
kapacitet za inkapsulaciju aciklovirBovecanje Km i sadrzaja hidrofilnog korastvésau
pseudoternernim sisteminpavecava rastvorljivost aciklovira, a vrednosti su b@vise

u sistemima sa makrogol glicerol hidroksistearatagiicerolom. Dobijeni rezultati idu u
prilog stavu odréenog broja istrazivea da rastvorljivost lekovite supstance u
pojedin&nim ekscipijensima ne podrazumeva ekvivalentan d¢iggta za njenu
inkapsulaciju u samo-mikroemulgdpj formulaciji i da je neophodna eksperimentalna
procena rastvorljivosti u smeSama ekscipijenasaR@gultati ispitivanja disperzibilnosti
ukazali su na zr&ajan uticaj vrste surfaktanta, Km i vrste i konceaije korastvarga na
termodinamiku stabilnost, vetinu kapi i polidisperzitet disperzija pripremljenibd
pseudoternernih smeSa. Karakteristike SMEDDS pregrostavljenim Kkriterijumima
utvrdene su kod 3 sistema sa makrogol glicerol hidrédaiatom i 20% glicerola pri Km
9 (SMEDDS1), 20% makrogola 400 pri Km 9 (SMEDDSZ30P6 glicerola pri Km 2,33
(SMEDDS3). Dobijeni rezultati pokazali su da se IMES mogu formulisati
kombinovanjem surfaktanata visokih i niskih HLB dm@sti uodgovarajuéem masenom
odnosu uz optimalnu koncentracigdgovarajué¢eg hidrofilnog korastvata. Ovaj rezultat
predstavlja doprinos novom pristupu klasifikaciEDDS i ostalih lipidnih formulacija,
koji se primarno bazira na ftko-hemijskim karakteristikaman situ formiranog
disperznog sistema, a predlozili su ga Williamsui. $8]. Od skoro se is# potreba za
razvojem i primenonmn vitro testova za procenu biofarmaceutskog profila jp&ietnoj
fazi formulacije lipidnih formulacija [9], pa je wvom radu kod SMEDDS sa
maksimalnim kapacitetom za inkapsulaciju aciklovf@MEDDS1 i SMEDDDS3)
razmotrena modunost primene modela difuzioréelije za procenu brzine oslatanja
aktivne supstance iz naga(Sto gotovo da nije primenjivano u ove svrheAMPA testa
za ispitivanje permeabilnosti, koji je predlozen leovite supstance koje permeiraju
kroz bioloSke membrane pasivnhom difuzijom [10]. Manovu dobijenih rezultata
utvrdene su zn&jne razlike u kodiini oslobatenog aciklovira iz ispitivanih SMEDDS.
Permeabilnostistog aciklovira je bila stinave¢ objavljenim rezultatima Zhu i sar. [10],
a dva ispitivana SMEDDS su pokazala dwmsobno skinu, ali zn#&ajno veu
permeabilnost u podenju s&istim aciklovirom.

Rezultati ispitivanja koja su sprovedena u drugatu dstrazivanja ukazali su na
moguenost razvoja pokvrstin SMEDDS sa aciklovirom, iz prethodno optimianog
tecnog SMEDDS, i njihove primene kawrstog farmaceutskog oblika (tvrda kapsula) sa
terapijskom dozom aktivne supstance. Za formulagjolwvrstih SMEDDS je
upotrebljen makrogol 8000, jer je &ralemonstrirano da povava viskozitet ténih
lipofilnih podloga [11] i poboljSava rastvorljivastiekovitin supstanci ucvrstim
disperzijama [12, 13], ali ovaj farmaceutski ekgeips, kao ni drugivrsti makrogoli
(Mr >1000 g/mol), nisu do sada kai&i kao sastojci SMEDDS. ReoloSka analiza je
pokazala da je inkorporiranje makrogola 8000anéeSMEDDS dovelo do promene tipa
proticanja iz Njutnovskog u pseudoplégsth. DSC analizom je ufieno da formiranje
poluwvrstog sistema moze biti povezano sa formiranjertriksa od makrogola 8000 u
tecnom SMEDDS, $to je zapazeno i kod makrogola 40QQedu-vodi emulziji [14]. Na
prividni viskozitet i tiksotropiju polévrstog SMEDDS zngjan uticaj imali su
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koncentracija polimera i sadrzaj glicerola, a odgaycte vrednosti ovih parametara za
punjenje u kapsule bile su 7,5% makrogola 8000% 2flicerola. Poznato je da aciklovir
ima nekoliko vrsta polimorfnih oblika i hidrata [1Y], a opisana je i njegova
amorfizacija u polimernom matriksu namstica [18, 19]. Sa mikrografija i DSC
termograma je zapaZeno prisustvo kristala acikbo\Wuspendovanog u homogenom
polucvrstom SMEDDS nosal, pri¢emu nosé snizava té&ku topljenja aktivne supstance.
Efekat snizavanja tke toplijenja je opisan i kod progesterona u paistom
samonanoemulgugem nosau [20]. Ispitivani poldvrsti SMEDDS je brzo formirao je
ulje-u-vodi mikroemulziju u 0,12 M HCI i fosfatnomuferu pH 7,2 Sto je dokazano
vrednostima transmitance émn od 98%, termodinartkom stabilnodu pri izvadenju
testa centrifugiranja, unimodalnom raspodelomcusdi kapi u uskom rasponu v@ha i
pros&nom veltinom kapi (Z-ave) od 26,04+1,73 nm i 25,10+0,99 mbijeni rezultati
povezani su sa progresivhom difuzijom vode u paisti matriks i inhibicijom
precipitacijecestica lekovite supstance zbog hidrofobnih intejakié vodonicnih veza
izmedu leka i hidrofilnog polimera, Sto je ranije opisakod sistema na bazi hidrofilnih
polimernih matriksa [21, 22]. Brzina difuzije aakira iz pol&vrstog SMEDDS bila je
zn&ajno vea u pordenju sacistom supstancom, i pot@vala se pov@njem sadrzaja
aktivne supstance i njene mobilnosti, Sto je dakaaeno i za vankomicin-hidrohlorid u
matriksu na bazi makrogola [22]. Rezultati DSC mealikazali su na zadovoljavéju
kompatibilnost ispitivanih poltvrstih SMEDDS sa omotam HPMC kapsula, bez rizika
od curenja sadrzaja iz tvrdih kapsula na tempeaatarkoje su uobajene za skladistenje
I upotrebu farmaceutskih preparata. Reisti SMEDDS bili su pogodni za
inkorporiranje aciklovira u koncentraciji koja odgwa terapijskoj dozi aciklovira od 200
mg u obliku kapsula valine 0, a koja je bila viSestruko & u odnosu na one koje su
prethodno postigli drugi istrazivau tecnom SMEDDS [23] i mikroemulziji [24]. Profili
in vitro oslobaanja aciklovira iz tvrdih kapsula sa p&lustim SMEDDS zné&ajno su se
razlikovali u pordenju sacistom supstancom u istom obliku, za koju jecemm
nepotpuno rastvaranje usled &ih interakcija sa omotam kapsula, na koje su ukazali
rezultati DSC analize. Suprotno tome profili oskidda iz poldvrstih SMEDDS
povezani su sa prethodno dokazanom solubilizacigkovite supstance u koloidnom
nos&u formiranom u vodenom medijumu, Sto je u literatiasno prepoznato kao
preduslov za apsorpciju i smanjenje rizika od gieacije ili interakcija lekovite u GIT-u
[6, 9, 25, 26]. Masa, boja, fidi integritet kapsula sa palurstim SMEDDS, sadrzZajin
vitro profili oslobatanja lekovite supstancein vitro disperzibilnost u vodenim
medijumima i proséna veltina kapi ostali su nepromenjeni tokom celokupnogoga
ispitivanja (3 meseca) na 25 °C/60%RH, odnosnd; #a3 °C. Time je dokazano da se
formulacijom polévrstih SMEDDS mogu prevadiproblemi koji su opisani u literaturi
u pogledu kompatibilnosti taih SMEDDS i omoté&a kapsula, ujed@anosti sadrzaja
lekovite supstance i curenja sadrZaja iz kapsule32Z-29].

Rezultati koji su dobijeni i predstavljeni u okvitngte faze istrazivanja ukazali su
da aciklovir koji je primenjen kod pacova oralnosastavu ispitivanog poturstog
SMEDDS, ima 1,6 puta ve bioloSku raspolozZivost u palenju saper osprimenjenom
suspenzijom lekovite supstance, odnosno nacgna povéanje obima i brzine
apsorpcije aciklovira iz potivrstog SMEDDS u potenju sacistom supstancom. U
sli¢noj studiji [23] postignuta je oko 3,5 putacéeebioloSka raspolozivost aciklovira iz
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SMEDDS, kod pacova, ndatim, za pordenje je korigen rastvor lekovite supstance, pa
slaba rastvorljivost i proces rastvaranja nisu HKailii¢ni parametri za procenu apsorpcije.
Ghosh i sar. [24] su utvrdili 12,78 putaecu bioloSku raspolozivost aciklovira iz
mikroemulzije u poréenju sa tabletama, ali jendx u ovoj studiji bilo oko 12 puta duze u
poreienju sa polévrstim SMEDDS sa aciklovirom razmatranim u ovoj estaciji.
Povecanje apsorpcije lekovite supstance upotrebom vguitlg poldvrstog SMEDDS je
povezano sa brzom solubilizacijom aciklovira u veojesredini GIT-a ipovecanjem
permeabilnosti na mestu apsorpcije posredovanateosadnosno ekscipijenasima (ulje
i surfaktanati) za koje je dobro opisana ulogahibiciji efluksa aktivnih supstanci kroz
intestinalnu membranu [30]. Intersantno je da sfrithucija i eliminacija aciklovira iz
poluwvrstog SMEDDS bile sthe kao nakom.v. primene rastvora, a ovaj aspekt do sada
nije razmatran. Aciklovir ispoljava svoju antivirus aktivnost kompetitivnom
inhibicijom virusne DNK selektivnim vezivanjem zaSM-timidin kinazu sa 200 puta
ve¢im afinitetom nego za isti enzim kod sisara [3dine se argumentuje njegova
bezbedna primena kodoveka. Rezultati kvantifikacije biohemijskih paraara u
serumu pacova koji su povezani sa funkcijom jeB@-34] i bubrega [35] ukazali su na
neskodljivost SMEDDS noga nakon ponovljene primene.
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E) ZAKLJU CAK — OBRAZLOZENJE NAU CNOG DOPRINOSA DOKTORSKE
DISERTACIJE

Predmet natnog istrazivanja doktorske disertacije bio je folacija
biokompatibilnih poldvrstih samomikroemulgufih sistema (SMEDDS) i njihova
fizicko-hemijska, farmaceutsko-tehnoloSka i biofarmaslaut karakterizacija kao
potencijalnih nos& nove generacije za oralnu primenu antivirotikilacira u obliku
tvrdih kapsula kao finalnog farmaceutskog oblikakdde je ispitivana nesSkodljivosti i
uticaj polwvrstog SMEDDS na bioloSku raspolozivost aciklovieamodelu pacova.

Na osnovu rezultata ispitivanja rastvorljivosti ldevira u individualnim
ekscipijensima i pseudoternernim sistemima tipa/siljfaktant/kosurfaktant/korastvara
kao i rezultata pratavanja disperzibilnosti pseudoternernih sistema adewim
medijumima (0,1 M HCI i fosfatni pufer pH 7,2), foulisana su dva tea SMEDDS
sastava  trigliceridi  srednje  duzine lanaca  (10%n/m)/makrogolglicerol
hidroksistearat/poligliceril-3-dioleat/glicerol ~ sa maksimalnim  kapacitetom za
inkapsulaciju aciklovira od 24,06 mg/ml (sa 20%celola pri Km 9) (SMEDDS1) i
21,12 mg/ml (sa 30% glicerola pri Km 2,33) (SMEDDSRoji u oba medijuma
formiraju ulje-u-vodi mikroemulzije sa prag®m veltinom kapi manjom od 100 nm i
uskom raspodelom veélna (PdI< 0,250).

Utvrdeno je da su dva ispitivanacta SMEDDS omogtila zn&ajno veu
permeabilnost aciklovira u patenju satistom supstancom u baznom medijuimuwitro.
Pored toga, kotina oslobdenog aciklovira iz SMEDDS1 bila je z¥sgno vea u
poraienju sa SMEDDS3, Sto je direktno povezano sa raziiku sadrzaju korastvaeai
hidrofilnog surfaktanta.

Dokazano je da se iz&eog SMEDDS, koji je prethodno optimiziran u pogledu
permeabilnosti i kinetike osloBianja aciklovira, moze formulisati parsti SMEDDS
koris¢enjem hidrofilnog polimera makrogola 8000. Na osnoszultata reoloSke analize
utvrdeno je da je koncentracija polimera ¢amo uticala na prividni viskozitet i
tiksotropiju polévrstih SMEDDS, a vrednosti navedenih reoloskih peatara koje su
bile najprikladnije za punjenje u tvrde kapsuletgaite su pri koncentraciji polimera od
7,5%. Rezultati DSC analize su dokazali da je foamje poldvrstog sistema bilo
zasnovano na stvaranju polimernog matriksaamasm SMEDDS. Dokazano je da je
poluwvrsti SMEDDS bio pogodan za stabilno inkorporiraagklovira u koncentraciji
koja u kol&ini formulacije koja se moze puniti u tvrdu kapswelicine 0 odgovara
terapijskoj dozi od 200 mg. Mikrografije pahrstin SMEDDS sa razlitim sadrzajem
aktivne supstane pokazale su prisustvo kristal8ladra koji je bio suspendovan u
homogenom pokivrstom noséu.

Karakterizacija spektroskopskim tehnikama (UV-VIRCS) potvrdila je da su
formulisani polgvrsti SMEDDS i pri niskim (2%) i pri visokim (33,88)
koncentracijama aciklovira omogl brzo spontano dispergovanje i formiranje ulije-u
vodi mikroemulzije u kiselom i alkalnom medijumuX0M HCI i fosfatni pufer pH 7,2)
sa zadovoljavajtim kapacitetom za kompletnu solubilizaciju lekostgstance.
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Rezultati ispitivanjan vitro kinetike difuzije aciklovira iz polévrstih SMEDDS
ukazali su da je mobilnost molekula lekovite supstgau poldvrstom matriksu bila
relativno visoka, a da j& situ formiran nosa tipa mikroemulzije omogtio izbegavanje
rizika od njene precipitacije u akceptorskom mediju

Rezultati ispitivanja koja su sprovedena nakon 1,32meseca u cilju procene
stabilnosti poldvrstihn SMEDDS u obliku tvrdih kapsula koji suvani tokom 3 meseca
na 25 °C/60%RH, odnosno, na 5 + 3 °C, dokazali auige bilo zn&ajnih promena u
sadrZzaju lekovite supstance, prasg veli¢ini kapi i njihovoj raspodeli nakon
dispergovanja u vodenim medijumima u opsegu fiZkilo pH, kao i profiluin vitro
oslobaianja lekovite supstance. Tal& rezultati DSC analize dokazali su da ne postoji
rizik od curenja polévrstih SMEDDS iz tvrdih kapsula na temperaturamge ksu
uobicajene za skladiStenje i upotrebu farmaceutskingregp.

Analizom profilain vitro ispitivanja kinetike osloktanja aciklovira iz polévrstih
SMEDDS u obliku tvrdih kapsula utden je zn&ajan uticaj nos& na brzinu rastvaranja
inkorporiranog aciklovira i mehanizam ovog procesaoreienju sacistom lekovitom
supstancom koja je ispitivana u istom farmaceutskdiiku. Potvideno je da, nasuprot
nepotpunom rastvaranjévrste supstance oslofene iz kapsule u medijum (fosfatni
pufer pH 7,2), ispitivani poltvrsti SMEDDS po osloltanju iz kapsule, podleze brzom
dispergovanju u alkalnom medijumu i obedbje efikasnu solubilizaciju aciklovira, kao i
njegovo oslobdanje, pricemu su ovi procesi preduslov za apsorpciju.

Na osnovu rezultata studije farmakokidktig profila aciklovira na modelu
Wistar pacova ututeno je da je poltvrsti SMEDDS omogéio 1,6 puta véu oralnu
biolosku raspolozivost u patenju sacistom supstancom (primenjenom oralno kao
suspenzija). Utveno jepovecanje obima i brzine apsorpcije aciklovira iz isgathog
poluwvrstog SMEDDS, dok mu se distribucija nije statigtiznatajno razlikovala u
odnosu na.v. primenjen rastvor. Time je dokazano da formuligaoiucvrsti SMEDDS
sa aciklovirom ima svojstva nove generacije SMEDB&a&a sa demonstriranim
potencijalom za poboljSanje oralne bioloSke rasputisti aciklovira.

Na osnovu rezultata pranja osnovnih biohemijskih parametara koji su panez
sa funkcijom jetre i bubrega u serumu Zivotinjagksy tretirane potivrstim SMEDDS sa
aciklovirom tokom 7 dana i 21 dan, nije bilo proraémje bi ukazivale na agenje jetre
I bubregagime je dokazana neSkodljivost ovog n&saa peroralni put primene.

F) PREDLOG KOMISIJE ZA OCENU ZAVRSENE DOKTORSKE
DISERTACIJE

Uvidom u rezultate zavrSene doktorske disertacijeze se konstatovati da je
kandidat magistar farmacije Jovana JankouspeSno ostvarila postavljene ciljeve
istrazivanja, Sto je potkrepljeno objavljivanjenzuéiata disertacije u tri rada u vrhunskim
medunarodnimcasopisima sa SCI liste (dva radatasopisulnternational Journal of
Pharmaceutics jedan rad &asopisueEuropean Journal of Pharmaceutical Sciences
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