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SAZETAK

Poslednjih godina sve veci broj novosintetisanih lekovitih supstanci su nisko rastvorljive u
vodi. Jedan od nacina za povecanje brzine rastvaranja/rastvorljivosti lekovitih supstanci
jeste formulacija ¢vrstih samo-dispergujucih sistema.

Sveobuhvatni cilj ove doktorske disertacije jeste formulacija, izrada i1 karakterizacija
¢vrstih samo-disperguju¢ih sistema sa karbamazepinom, uz koriS¢enje prirodnih i
sintetskih adsorpcionih nosaca, radi povecanja brzine rastvaranja i permeabilnosti
karbamazepina.

U prvoj fazi istrazivanja izvrSen je odabir teCnih samo-dispergujucih sistema, razli¢itog
stepena disperziteta, za razliCite kombinacije ulja/surfaktanta/kosurfaktanta (korastvaraca).
U prvom delu su, nakon metode titracije vodom, za sisteme trigliceridi srednje duZine
lanaca/Polisorbat 80/Makrogol 400/voda i trigliceridi srednje duZine lanaca/Cremophor®
EL/Makrogol 400/voda, konstruisani pseudo-ternerni fazni dijagrami. Odabran je te€ni
samo-mikroemulgujuéi nosa¢ (SMEDDS) trigliceridi srednje duZine lanaca/Cremophor™
EL/Makrogol 400 (10:66,75:22,25). U nastavku ove faze je na isti nacin odabran te¢ni
samo-emulgujuéi nosa¢ (SEDDS) trigliceridi srednje duzine lanaca/Polisorbat
80/Transcutol® HP (20:60:20). Primenom eksperimentalnog dizajna, dizajna smese,
odabran je te€ni samo-nanoemulgujuéi nosa¢ (SNEDDS) za kombinaciju trigliceridi
srednje duzine lanaca/Polisorbat 80/Labrasol®/Transcutol® HP (21,21:21,12:21,12:36,64).
U ovoj fazi je pokazano veliko slaganje izmedu predvidenih i eksperimentalno dobijenih
vrednosti za veli¢inu kapi 1 Pdl.

U drugoj fazi istraZivanja izvrSena je formulacija, izrada 1 karakterizacija ¢vrstih samo-
disperguju¢ih nosata. U prvom delu, izradene su binarne <¢vrste disperzije
karbamazepina i adsorpcionih nosada (Neusilin® UFL2, Neusilin® FL2, Sylysia® 320,
dijatomiti), uz variranje odnosa karbamazepin/nosa¢ 1:1, 1:2 i 1:6 1 dve metode izrade,
uparavanja etanola na sobnoj temperaturi i na 70 °C. Uoceno je da se formulacijom ¢vrstih
disperzija sa Neusilin®-om UFL2, Neusilin®-om FL2 i Sylysia®-om 320, pri odnosima
karbamazepin/nosa¢ 1:2 1 1:6 postize znaajno povecanje brzine rastvaranja
karbamazepina, dok je iz ¢vrstih disperzija sa karbamazepinom, pri odnosu 1:1 i u svim
formulacijama sa dijatomitima brzina oslobadanja sli¢na prasku karbamazepina. U svim
formulacijama je doslo do prelaska karbamazepina u amorfni oblik ili u polimorfni oblik
II. U nastavku ove faze pristupilo se formulaciji, izradi i1 karakterizaciji €vrstih samo-
mikroemulgujuéih sistema sa karbamazepinom (SSMEDDS), pri ¢emu je udeo
karbamazepina bio stalan (20%), dok je odnos SMEDDS/nosa¢ (Neusilin® UFL2,
Neusilin® FL2, Sylysia® 320 i dijatomiti) variran i iznosio je 1:1 ili 3:1. Formulacije su
izradene koriS¢enjem dve metode (metoda direktne adsorpcije i metoda uparavanja).
Uoceno je da metoda uparavanja, uz koriS¢enje etanola, nije pogodna zbog prelaska
karbamazepina u polimorfni oblik II. Iz SSMEDDS postize se znaajno povecanje brzine
rastvaranja (preko 90% za 30 minuta). Rezultati ispitivanja brzine rastvaranja
karbamzapina iz izradenih SSMEDDS pokazuju da se redosled brzine oslobadanja
karbamazepina smanjuje redom koriséenjem slede¢ih nosaca Neusilin® UFL2 > Sylysia®
320 > Neusilin® FL2 > dijatomiti. Znagajna razlika u brzini oslobadanja karbamazepina iz
formulacija izradenih sa razli¢itim odnosima adsorpcioni nosa¢/SMEDDS nije uocena.
Cvrsti samo-nanoemulgujuéi sistemi sa karbamazepinom (SSNEDDS) izraden su
metodom direktne adsorpcije, uz variranje odnosa SNEDDS/nosa¢ (Neusilin® UFL2,
Neusilin® FL2, Sylysia® 320 i dijatomiti) 1:1 ili 2:1, pri ¢emu je udeo karbamazepina bio
stalan (20%). Formulacija SSNEDDS iz koje je postignuto najbrze oslobadanje



karbamazepina sadrzi jednak udeo SNEDDS-a i adsorpcionog nosa¢a (Sylysia® 320), iz
ove formulacije je za 30 minuta oslobodeno oko 90% karbamazepina. Cvrsti samo-
emulgujuéi sistem sa karbamazepinom (SSEDDS) je formulisan primenom dizajna
smese uz variranje udela karbamazepina, SEDDS-a i Neusilin®-a UFL2, u slede¢im
odnosima: 30-50%, 10-30%, 40-60%, redom. Nakon optimizacije dobijeni su matematicki
modeli koji opisuju uticaj komponenti SSEDDS na brzinu oslobadanja karbamazepina.
Rezultati pokazuju da je postignuto veliko slaganje izmedu predvidenih i dobijenih
vrednosti (faktori sli¢nosti za tri test formulacije od 77,17 do 81,78), da je formulisan
sistem sa visokim udelom karbamazepina (40%), iz koga se za 30 min oslobodi preko
80% lekovite supstance.

Primenom PAMPA testa utvrdeno je da se iz odabrane formulacije ¢vrstih disperzija i
samo-disperguju¢ih sistema sa karbamazepinom znafajno povecava permeabilnost
karbamazepina (koeficijent prividne permeabilnosti) u odnosu na cist karbamazepin.
Najvece povecanje se postize primenom SSMEDDS-a (Papp (21,42 + 1,67) X 107 cm/s),
u odnosu na &ist karbamazepin (Papp (11,77 + 0,34) x 10°° cm/s). Primenom
komjuterskog programa Simcyp ™ pokazano je da se formulacije SSMEDDS, izradene
metodom direktne adsorpcije, sa Neusilin®-om UFL2, Sylysia®-om 320 Neusilin®-om
FL2, mogu smatrati optimalnim zbog znacajno brzeg postizanja maksimalne koncentracije
karbamazepina u plazmi (tmax 2,52-3,36 h), uz ocuvanje optimalnih vrednosti Cyax 1 PIK, u
poredenju sa referentnim preparatom, tabletama karbamazepina sa trenutnim
oslobadanjem kod koga je vrednost ty.x 7,2h.

U prvom delu cetvrte faze pristupilo se izradi €vrstih surfaktantnih sistema sa
karbamazepinom uz primenu metode brzog hladenja otopljene mase. Primenom
frakcionog faktorskog eksperimentalnog dizajna doslo se do optimalne formulacije koja
sadrzi 75% poloksamer 338, 10% Brij® 35, 15% karbamazepina, a meSavina surfaktantne
smese i Neusilin® UFL2 kao nosada je u odnosu 2:1. Iz ove formulacije se za 30 minuta
oslobada 95,66% karbamazepina. Medutim, pokazano je da u formulaciji CEvrstih
surfaktantnih sistema dolazi do prelaska karbamazepina u amorfni oblik. U nastavku su
formulisane tablete karbamazepina sa trenutnim oslobadanjem, dobijene
komprimovanjem granulata izradenog metodom topljenja, koji u svom sastavu sadrzi
samo-emulgujuci sistem, uz primenu frakcionog faktorskog i centralnog kompozitnog
eksperimentalnog dizajna. Dobijeni su matematicki modeli koji opisuju zavisnost procenta
oslobodenog karbamazepina nakon 10, 20, 30, 45, 60 i 120 minuta od udela Labrafil®-a
2130CS i Cremophor®-a RH40. Vrednost koeficijenata korelacije za dobijene modele je
izrazito visoka i krece se u opsegu od 0,9220 do 0,9863. Utvrdeno je i da se najveca brzina
oslobadanja karbamazepina postiZe pri vi§im udelima Labrafil®-a 2130CS (20%) i niZim
udelima Cremophor®a RH40. Optimalna formulacija tableta sadrzala je 20%
karbamazepina, a iz nje se za 30 minuta oslobodilo 88% karbamazepina. Primenom
analitickih tehnika je utvrdeno da je karbamazepin u tabletama prisutan u polimorfnom
obliku III 1 da su tablete stabilne 2 meseca, Cuvanjem pod ambijentalnim uslovima.

Kljuéne re€i: cvrsti samo-dispergujuci sistemi, adsorpcioni nosaci, PAMPA test,
Simeyp®, fazno ponaSanje, velicina kapi, indeks polidisperziteta, eksperimentalni dizajn,
polimorfni oblik karbamazepina.
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UDK broj: 615.213:[615.015.14:004.896(043.3)



ABSTRACT

In latest years, an increasing number of newly synthetized drugs have low solubility in
water. Formulation of solid self-dispersing drug delivery systems is one of many
approaches to increase the dissolution rate/solubility of these drugs.

The overall aim of this doctoral dissertation is formulation, making and characterization
of solid self-dispersing drug delivery systems with carbamazepine, using natural and
synthetic solid carriers, in order to increase the dissolution rate and permeability of
carbamazepine.

In phase I of this research, proper selection of solid self-dispersing drug delivery systems,
with different dispersity degree, for different oil/surfactant/cosurfactant (cosolvent) ratio
was done. In the first part, after titration with water, pseudo-ternary phase diagrams were
constructed for systems medium chain triglycerides/Polysorbate 80/Macrogol 400/water,
and medium chain triglycerides/Cremophor® EL/Macrogol 400/water. Liquid self-
emulsifying system (SEDDS) composed of medium chain triglycerides/Cremophor®™
EL/Macrogol 400, in a 10:66,75:22,25 ratio was selected. Furthermore, liquid self-
nanoemulsifying system (SNEDDS) composed of  medium chain
triglycerides/Polysorbate 80/Transcutol® HP, in 20:60:20 ratio was also selected. Using
mixture experimental design, liquid self-nanoemulsifying system (SNEDDS) composed
of medium chain triglycerides/Polysorbate 80/Labrasol®/ Transcutol® HP, in
21,21:21,12:21,12:36,64 was selected. In this phase, a high matching between the
predicted and the experimentally obtained values for droplet size and Pdl was
demonstrated.

In phase II of the research, formulation, preparation and characterization of solid
dispersing drug delivery systems were conducted. In its first stage, binary solid
dispersions of carbamazepine and solid carriers (Neusilin® UFL2, Neusilin® FL2,
Sylysia®™ 320, diatomites) were prepared, varying the carbamazepine/carrier ratio (1:1, 1:2
and 1:6) and two formulation methods - evaporation of ethanol at room temperature, and
at 70 °C. It was observed that solid dispersions made of Neusilin® UFL2, Neusilin® FL2
and Sylysia® 320, with carbamazepine/carrier ratios 1:2 and 1:6 leads to a significant
increase in the dissolution rate of carbamazepine, whereas in formulations with a 1:1
carbamazepine/carrier ratio, and also in all formulations with diatomites, the dissolution
rate of carbamazepine was similar to carbamazepine powder. In all formulations,
carbamazepine was converted to the amorphous form or to polymorph form II. In the next
stage of this phase, formulation, preparation and characterization of solid self-
microemulsifying drug delivery systems with carbamazepine (SSMEDS) were done.
The carbamazepine ratio was constant (20%), while the SMEDDS/carrier (Neusilin®
UFL2, Neusilin® FL2, Sylysia® 320, diatomites) ratio was varied (1:1 and 3:1).
Formulations were made using two methods (direct adsorption and evaporation with
ethanol (99,5% v/v)). It was noted that the ethanol formulation method is not adequate,
because of the conversion of carbamazepine into polymorph form II. A significant
increase in the dissolution rate of carbamazepine from SSMEDS occurred (more than 90%
in 30 minutes). The results of the dissolution test show that the dissolution rate of
carbamazepine from SSMEDS formulations decreases with use of Neusilin® UFL2,
Sylysia® 320, Neusilin® FL2 and diatomites, respectively. A significant difference in
dissolution rate of carbamazepine from formulations with different carbamazepine/carrier
ratio was not observed. Solid self-nanoemulsifying drug delivery system with
carbamazepine (SSNEDS) was made by direct adsorption method, whereby
carbamazepine ratio was constant (20%), and the SNEDDS/carrier (Neusilin® UFL2,



Neusilin® FL2, Sylysia® 320, diatomites) ratio was varied (1:1 and 2:1). The SNEEDS
formulation that showed the highest release rate of carbamazepine was the one containing
an equal amount of SNEDDS and adsorbent carrier Sylysia® 320 (about 90% in 30
minutes). The solid self-emulsifying drug delivery system with carbamazepine
(SSEDDS) was formulated using mixture experimental design, varying carbamazepine,
SEDDS and Neusilin® UFL2 ratios (30-50 %, 10-30%, 40-60%, respectively).
Mathematical models that describe the influence of SSEDS on dissolution rate of
carbamazepine were obtained after optimization. Results show that a high matching was
attained between the predicted and experimentally obtained values (similarity factors for
three test formulations 77,17-81,78) and that a system with a high carbamazepine ratio
(40%), that releases over 80% of carbamazepine in 30 minutes, was formulated.

Using the PAMPA test, it was shown that the permeability of carbamazepine (apparent
permeability coefficient) from the selected solid dispersion formulations, as well as
selected self-dispersing drug delivery systems with carbamazepine is significantly
increased, compared to pure carbamazepine. The greatest increase was achieved using
SSMEDDS (Papp (21,42 + 1,67) x 10° cm/s), compared to pure carbamazepine (Papp
(11,77 + 0,34) x 10°° cm/s). Simcyp® computer software has shown that SSMEDS
formulations, made by direct adsorption method, with Neusilin® UFL2, Sylysia® 320,
Neusilin® FL2 can be considered optimal, due to faster achievement of maximal
concentration of carbamazepine in plasma (tmax 2,52-3,36 h), while preserving optimal
values of Cp.x 1 PIK, compared to reference formulation, immediate-release
carbamazepine tablets with a 7,2h tp.x value.

In the first part of phase IV solid surfactant systems with carbamazepine were made
using the fast cooling of melted mass method. Using fraction experimental design, the
optimal formulation was determined, containing 75% Poloksamer 338, 10% Brij® 35, 15%
carbamazepine, and surfactant mixture/Neusilin® UFL2 in 2:1 ratio. This formulation,
after 30 minutes of dissolution test releases 95,66% of carbamazepine. However, it was
shown that in formulations of surfactant systems carbamazepine is converted to
amorphous form. Further, immediate-release tablets with carbamazepine were
formulated, by compression of the granulate, earlier obtained by hot-melt granulation
method, containing a self-emulsifying system, by use of fraction experimental design and
central composite design. Mathematical models that describe the dependence of the
amount of released carbamazepine after 10, 20, 30, 45, 60 and 120 minutes, from
Labrafil® 2130CS and Cremophor® RH40 ratio were obtained. The value of correlation
coefficients for the obtained models is extremely high, ranging between 0,9220 and
0,9863. It was concluded that the highest dissolution rate of carbamazepine was achieved
with higher ratios of Labrafil® 2130CS, and lower ratios of Cremophor® RH40. The
optimal tablet formulation contained 20% of carbamazepine and released 88% of the drug
after 30 minutes of the dissolution test. Using analytic techniques, it was determined that
carbamazepine in tablets was in polymorph form III and that these tablets are stable for 2
months, under ambient conditions.

Key words: solid self-dispersing drug delivery systems, adsorbent carriers, PAMPA test,
Simcyp®, phase behavior, droplet size, polydispersity index, experimental design,
polymorph form of carbamazepine.

Scientific field: Pharmacy
Specific scientific field: Pharmaceutical technology
UDK number: 615.213:[615.015.14:004.896(043.3)
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1. Uvod

Vecina lekova dostupnih danas na svetskom trziStu se primenjuje peroralno. Efikasnost
ovih lekova zavisi od njihove bioraspolozivosti, koja je uslovljena razli¢itim faktorima,
a najvazniji su rastvorljivost lekovite supstance u vodenoj sredini i permeabilnost kroz

lipofilne membrane.

Oko 70 — 80% postojecih i oko 40% novosintetisanih lekovitih supstanci ima lipofilni
karakter i pokazuje nisku rastvorljivost u vodi, a peroralno primenjeni lekovi mogu se u
potpunosti resorbovati samo ako se dobro rastvaraju u te¢nosti gastrointestinalnog trakta
(GIT) (Lipinski, 2002; Palmer, 2003; Bandopadhyay i sar., 2009). Na osnovu faktora
rastvorljivosti u vodi i permeabilnosti lekovitih supstanci kroz bioloske membrane
profesor Amidon i saradnici su 1995. godine uveli Biofarmaceutski sistem klasifikacije
lekova (BSK, eng. Biopharmaceutics Classification System (BCS)). Po ovom sistemu,
sve supstance su svrstane u Cetiri grupe u zavisnosti od njihove rastvorljivosti u vodi i

permeabilnosti kroz bioloske membrane (Tabela 1.1.) (Amidon i sar., 1995).

Tabela 1.1. Biofarmaceutski sistem klasifikacije lekova (Amidon i sar., 1995)

Klasa II1 Klasa IV

(visoko rastvorljive, nisko permeabilne) (nisko rastvorljive, nisko permeabilne)

Prema kriterijumu BSK, nisko rastvorljivim lekovitim supstancama se smatraju
supstance koje ¢e se u koli¢ini jednakoj maksimalnoj terapijskoj dozi rastvoriti u 250 ml
(¢asi), ili manje vodenog medijuma, ¢ija je pH vrednost od 1,0 do 7,5, na temperaturi od
37£0,5 °C. U suprotnom, supstanca se smatra slabo rastvorljivom. Pod permeabilnoS¢u
se, u smislu BSK lekova, podrazumeva efektivnha permeabilnost kroz membranu
humanog jejunuma. Supstanca se smatra visoko permeabilnom ukoliko se resorbuje vise
od 90% primenjene koli¢ine lekovite supstance i1 ukoliko nema dokumentovanih
podataka o nestabilnosti supstance u gastrointestinalnom traktu. Ako se resorbuje u

manjem procentu, kaze se da je nisko permeabilna (Amidon i sar., 1995).
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Veliki broj novijih lekovitih supstanci danas spada u Il grupu po Biofarmaceutskom
sistemu klasifikacije, Sto jeste jedan od osnovinih problema za njihovo pojavljivanje na
trzistu, uprkos tome Sto poseduju odlicnu terapijsku aktivnost. Zbog esencijalnog uticaja
rastvorljivosti lekovite supstance na bioraspolozivost, razvijene su brojne strategije za
poboljsanje rastvorljivosti, kao §to su (Leuner i Dressman, 2000; Mohanachandran i

sar., 2010):

formulisanje farmaceutskih oblika sa prolekom;
promena pH;

izrada soli;

formulisanje eutektickih smesa;

primena korastvaraca;

hidrotropija;

prevodenje lekovite supstance u amorfno stanje;
smanjenje veliCine Cestica;

primena nanotehnologija;

kompleksacija sa ciklodekstrinima;

formulisanje ¢vrstih disperzija;

V V. V V V VYV YV V V V V VY

formulisanje lipidnih formulacija.
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2. Lipidne formulacije/nosaci za peroralnu primenu
lekovite supstance

Primena lipidnih formulacija u cilju poboljSanja gastrointestinalne resorpcije slabo
rastvorljivih lekovitih supstanci je dobro dokumentovana u literaturi. Primeéeno je da
peroralna primena tesko rastvorljivih lekovitih supstanci sa masnom hranom poveéava
njihovu resorpciju, samim tim i1 bioloSku raspolozivost (Gursoy i Benita, 2004;

Humberstone i Charman, 1997).

Samo-dispergujuc¢i nosaci lekovitih supstanci, kao jedna vrsta lipidnih formulacija
predstavljaju homogene, izotropne smese ekscipijenasa tipa lipida i/ili surfaktanata i
hidrofilnih korastvarac¢a. Lekovita supstanca moze biti rastvorena ili suspendovana u
formulaciji. Prilikom razblazivanja, u vodenom medijumu, ove formulacije se
transformiSu u nosace tipa micela, emulzija ili mikroemulzija sa solubilizovanom
aktivhom supstancom u nosacu. Lekovi na bazi samo-dispergujucih nosaca su prisutni
na trziStu viSe od 2 decenije i1 ¢ine oko 2-4% registrovanih lekova na trziStu Velike
Britanije, Sjedinjentih Americkih drzava (SAD) 1 Japana. Farmaceutski oblici ovih
lekova su oralni rastvori, meke ili tvrde kapsule, pri ¢emu tvrde kapsule mogu biti
izradene od zelatine ili hidroksipropilmetilceluloze (HPMC). Pojedinacna doza lekovite
supstance u kapsulama iznosi od 0,25 pg do 500 mg, a u oralnim rastvorima od 1 pg/ml
do 100 mg/ml. Dnevna doza lekovite supstance koja se moZe primeniti u navedenim

oblicima iznosi od 0,25 pg do 2000 mg (Hauss, 2007).
2.1.Klasifikacija lipidnih formulacija/nosaca

Pouton je 2000. godine uveo sistem klasifikacije ovog tipa nosaca koji su originalno
oznaceni kao ,lipidne formulacije* (eng. Lipid Formulation Classification System,
LFCS). Prema ovom sistemu klasifikacije lipidne formulacije mogu se podeliti na Cetiri
osnovna tipa. Klasifikacija je zasnovana na vrsti 1 udelu koris¢enih pomo¢nih supstanci
1 morfologiji lipidnih agregata, koji se formiraju prilikom razblaZivanja u vodenom
medijumu (Pouton, 2000). Klasifikacija je dopunjena 2006. godine, kada je Pouton
podelio samo-dispergujuce nosace tipa III na tip IIIA 1 tip IIIB, na osnovu odnosa

izmedu lipofilnih i hidrofilnih komponenti i tipa koloidnog nosaca koji se formira

5
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(Pouton, 2006). U tabeli 2.1. je prikazan sastav, osnovne karakteristike i prednosti i
nedostaci pojedinacnih tipova samo-disperguju¢ih nosaca. Ovaj klasifikacioni sistem
olakSava izbor najprikladnije formulacije za odredenu lekovitu supstancu, u skladu sa
njenim fizickohemijskim karakteristikama 1 omogucava lakse tumacenje in vivo studija

(Pouton, 2000; Pouton, 2006; Song, 2011).

Samo-dispergujuci nosaci tipa I su jednostavni i u svom sastavu sadrze samo uljanu
fazu, ali je osnovni nedostatak ovog tipa nosaca $to imaju mali kapacitet za rastvaranje
lekovite supstance. Pogodne lekovite supstance za inkorporiranje u ovaj tip nosaca jesu
izrazito lipofilne aktivne supstance, sa koeficijentom lipidno-vodene raspodele (logP)
veéim od 4 1 one koje imaju zadovoljavajucu rastvorljivost u upotrebljenom uljanom
vehikulumu. Nosa¢ se wuobicajeno sastoji od dugolancanih ili srednjelanc¢anih
triglicerida, samostalno ili u smesi sa parcijalnim gliceridima (Tabela 2.1.). Od
proizvoda parcijalne lipolize triglicerida u GIT-u (slobodne masne kiseline i
monogliceridi), koji imaju povrSinsku aktivnost, endogenih fosfolipida, proteina i
polisaharida iz hrane 1 sastojaka Zzuci formiraju se meSane micele u kojima je
solubilizovana lekovita supstanca. Ovaj tip lipidnih formulacija nije pogodan za
lekovite supstance koje nisu izrazito lipofilnog karaktera, podloZne su oksidaciji, a
resorpcija lekovitih supstanci je uslovljena varenjem lipida u GIT-u. Primeri
registrovanih preparata sa samo-dispergujuéim nosa¢ima tip I su: Fortovase™, meke
kapsule (Hoffman-La Roche) (rastvor sakvinavira u srednje-lan¢anim mono- 1
digliceridima); Depakene™, meke kapsule (Abbott) (rastvor valproinske kiseline u
kukuruznom ulju), Marinol®, meke kapsule (Roxane and Unimed) (rastvor dronabinola
u susamovom ulju); Prometrium®, meke kapsule (Solay) (rastvor progesterona u
kikirikijevom ulju); Roaccutane®, meke kapsule (Hoffman-La Roche) (rastvor
izotretinoina u smesi hidrogenizovanog sojinog ulja, hidrogenizovanog biljnog ulja,
sojinog ulja, pcelinjeg voska, uz dodatak butilhidroksianizola (BHA) i
etilendiamintetrasiréetne kiseline (EDTA)); Avodart”, meke kapsule (Catalent France
Beinheim s.a.) (rastvor dutasterida u kaprilno-kaprinskim mono- i digliceridima, uz
dodatak BHT); Rocaltrol®, meke kapsule (Hoffman-La Roche) (rastvor kalcitriola u
srednjelancanim trigliceridima kokosovog ulja); Rocaltrol®, oralni rastvor (Hoffman-La
Roche) (rastvor kalcitriola u srednjelandanim trigliceridima palminog ulja); Vesanoid®,

meke kapsule (Hoffman-La Roche) (rastvor tretinoina u smesSi hidrogenizovanog
6
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sojinog ulja, sojinog ulja, péelinjeg voska, uz dodatak BHA 1 EDTA) (Pouton, 2006;

Song, 2011; Elektronska baza podataka i).

Tabela 2.1. Sistem klasifikacije lipidnih formulacija (Pouton, 2000; Pouton, 2006; Song,
2011)

. IITA I1IB
SEDDS | (sNEDDS) | (SMEDDS)

Gliceridi
(TG, DG, 100%
MG)
Surfaktanti
(HLB<12) -
(HLB>12) -
Hidrofilni
korastvarac -
i
Velicina Gruba
kapi disperzija
Uticaj Ogranicen
vodenog .
o uticaj
medijuma
Znacaj
procesa Neophodan
varenja
lipida
GRAS status,
jednostavna
formulacija,
Prednosti visoka
kompatibilno
st sa
kapsulama
Formulacija
ima lo§
kapacitet za
Nedostaci ra‘stvaranj.e
osim ako je
supstanca
izuzetno
lipofilna

TG- trigliceridi, DG- digliceridi, MG- monogliceridi, HLB- hidrofilno-lipofilna ravnoteza

40-80%

20-60%

250-2000 nm

Ne utic¢e na
solubilizacioni
kapacitet

Odigrava se,
ali nema
presudnu ulogu
na
dispergovanje

Mala
verovatnoca
gubitka
solubilizaciono
g kapaciteta
prilikom
dispergovanja

Zamuc¢ena U/V
disperzija
(velicina kapi
0,25-2um)

40-80% <20%
20-40% 20-50%
0-40% 20-50%
100-250 nm <100 nm
Moguca
Smaniens destabilizacij
manjenje a sistema i
solubilizaciono .
g kapaciteta lekovite
supstance
Nije od Nema
kljuénog .
. znacaja
znacaja

Bistra ili skoro bista disperzija,
resorpcija aktivne supstance

bez varenja

Mogu¢ gubitak
solubilizacionog kapaciteta

prilikom dispergovanja, teze za

varenje

0-20%
20-80%

0-80%

<50 nm

Moguca
destabi-
lizacija
sistema i
precipitacija
lekovite
supstance

Nema
znacaja

Formulacija
poseduje
dobru
sposobnost
rastvaranja
velikog broja
aktivnih
supstanci
Verovatan
gubitak
kapaciteta
rastvaraca
prilikom
dispergovanj
a, moze biti
nesvarljiva
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Samo-dispergujuc¢i nosaci tipa II (enmg. Self-Emulsifying Drug Delivery System,
SEDDS) se sastoje od lako disperzibilne smeSe ulja, surfaktanta i aktivne supstance,
koja prilikom razblazenja u GIT-u spontano formira finu ulje-u-vodi (U/V) emulziju.
Prisustvo povrSinski aktivnih supstanci i1 korastvaraCa obezbeduje znacajno vecu
rastvorljivost lekovitih supstanci, sa vredno$é¢u logP izmedu 2 i 4 (tj., imaju slabu
rastvorljivost u vodi i lipidima). SEDDS sistemi su u vidu zamucene disperzije, sa
veli¢inom kapi ve¢om od 250 nm. Samo-disperguju¢i nosaci tipa IIIA (eng. Self-
Nanoemulsifying Drug Delivery System, SNEDDS) spontano formiraju U/V
nanoemulziju (veli¢ina kapi: 100 - 250 nm). Samo-dispergujuc¢i nosaci tipa IIIB (eng.
Self-Microemulsifying Drug Delivery System, SMEDDS) spontano formiraju U/V
mikroemulziju (veli¢ina kapi: 10 - 100 nm). Prilikom razblazivanja, SMEDDS
formiraju male kapljice (mikroemulzije), pa je disperzija transparentna, te¢na, opticki
izotropna i termodinamicki stabilna. Klju¢na razlika izmedu mikroemulzija i nano- i
(makro)emulzija je njihova razli¢ita fizicka stabilnost. Mikroemulzije su
termodinamicki stabilni sistemi dok nanoemulzije i emulzije predstavljaju kineticki
stabilizovane disperzije. Takode, mikroemulzije su po svom izgledu transparentni
sistemi, dok su nanoemulzije 1 (makro)emulzije opalescentne ili mle¢no bele boje. Za
nastajanje mikroemulzija nije neophodan utroSak energije (rad) i1 jednom formirana
mikroemulzija je neograniceno stabilna. Za dobijanje emulzija potreban je rad i ovi
sistemi se odlikuju kineticki kontrolisanom nestabilno$¢u. Uvodenjem surfaktanata i
korastvaraca, pored ulja, poboljSava se kapacitet za rastvaranje lekovite supstance i
disperzibilnost formulacije prilikom razblazivanja u vodenoj sredini gastrointestinalnog
trakta. Pri razblaZzenju sa vodom, aktivna supstanca se nalazi u kapljicama uljane faze
1/ili surfaktanta, koji obrazuje medupovrSinski film na granici izmedu vodene i uljane
faze. Kao rezultat velike povr§ine medupovrSinskog filma kod mikroemulzija, dolazi do
povecanja brzine rastvaranja aktivne supstance, ¢ime se omogucava odrzavanje slabo
rastvorljivih supstanci u rastvorenom obliku (Song, 2011). Primeri lekova sa samo-
disperguju¢im nosacima tip II 1 III koji su prisutni na trzistu su: Sandimmune®, oralni
rastvor i meke kapsule (Novartis) (ciklosporin A, SEDDS (kukuruzno ulje/maslinovo
ulje, Labrafil® M 1944 CS, etanol, d-a-tokoferol)), Neora1®, oralni rastvor 1 meke
kapsule (Novartis) (ciklosporin A, SMEDDS (mono-, di- i trigliceridi kukuruznog ulja,
Cremophor® RH40, propilenglikol, etanol, d-a-tokoferol)), Norvir®, meke kapsule

8
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(Aesica Queenborough) (ritonavir, SEDDS (oleinska kiselina, Cremophor® EL, etanol,
BHT)), Kaletra®, meke kapsule (Abbott) (lopinavir + ritonavir, SEDDS (oleinska
kiselina, Cremophor® EL, propilenglikol)), Rapamune®, oralni rastvor (Wyeth-Ayerst)
(sirolimus, SMEDDS (Phosal® 50, mono- i digliceridi, masne kiseline iz sojinog ulja,
Polisorbat 80, etanol, propilenglikol, askorbil-palmitat)). Nedostaci samo-dispergujuéih
nosaca tip II 1 IIT su: moguénost precipitacije lekovite supstance u GIT-u, moguénost za
nastanak nezeljenih dejstava zbog visoke koncentracije surfaktanata u ovim
formulacijama, kao i1 to da je razvoj ovakvih nosaca izuzetno kompleksan (Pouton,

2006; Strickley, 2007; Song, 2011; Elektronska baza podataka 7).

Samo-dispergujuci nosaci tipa IV su izradeni od surfaktanata ili smeSe surfaktanata i
korastvara¢a, u kojima je lekovita supstanca rastvorena/solubilizovana. Prilikom
razblazenja, u vodenom medijumu formira se micelarni rastvor §to dovodi do brzog
oslobadanja 1 povecanja brzine resorpcije lekovite supstance (Song, 2011). Kod ovog
tipa formulacije postoji visok rizik za precipitaciju lekovite supstance tokom prolaska
kroz GIT. S druge strane, izuzetno visoka koncentracija surfaktanata moze dovesti do
iritacije sluzokoze 1 loSe gastrointestinalne podnoSljivosti. Primeri lekova sa samo-
disperguju¢im nosacima tip IV su: Targretin®, meke kapsule (Ligand) (beksaroten sa
polisorbatom 20, makrogolom 400, povidonom i BHA), Lipirex®, meke kapsule
(Sanofi-Aventis) (fenofibrata sa Gelucire®-om 44/14, makrogolom 20 000, makrogolom
800) i Cicloral®, meke kapsule (Salutas Pharma) (ciklosporina A sa Cremophor®-om
RH 40, makrogolom 400, tokofersolanom, etanolom) Gengraf® , tvrde kapsule (Abbott)
(ciklosporin A sa Cremophor®-om EL, etanolom, propilenglikolom, polisorbatom 80,
polietilenglikolom, sorbitan monooleatom) (Pouton, 2006; Strickley, 2007; Song, 2011;
Elektronska baza podataka i).
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2.2. Aktivne i pomocne supstance koje ulaze u sastav lipidnih
formulacija

Prilikom izrade lipidnih formulacija veoma je bitno prvo razmotriti karakteristike same
aktivne supstance, a nakon toga odabrati odgovarajuci tip lipidnih formulacija i odabrati
odgovaraju¢e pomocéne supstance. Intenzivan napredak farmaceutskih nauka i
tehnologije omogucdio je razvoj velikog broja pomoc¢nih supstanci koje ulaze u sastav
samo-dispergujucih nosaca lekovitih supstanci, ali je njihov izbor i dalje vrlo slozen.
Postoji veliki broj ulja, surfaktanata i kosurfaktanata, razli¢itih osobina, koji utiu na
svojstva ovih sistema i njihovom izboru treba posvetiti veliku paznju. Prilikom izbora
pomoc¢nih supstanci treba uzeti u obzir potencijal za iritaciju, bezbednost pri peroralnoj
primeni, disperzibilnost, svarljivost, stabilnost i1 kapacitet za rastvaranje/solubilizaciju
lekovite supstance, kao 1 njihovu cenu (Yadav i sar., 2011). Mada se u formulacijama
koriste pomo¢ne supstance koje su odobrene za farmaceutsku primenu, za veéinu ne
postoje podaci o posledicama hronicnog unosa u organizam, u relativno velikim
koli¢inama. Generalno, primena surfaktanata, kosurfaktanta i korastvaraca povecava
rizik od alergijskih reakcija, iritacije GIT-a ili toksi¢nih efekata. Zbog toga je imperativ
pri izboru pomo¢nih supstanci fizioloska prihvatljivost surfaktanata 1 kosurfaktanata 1
smanjenje njihovih koncentracija u formulaciji. U SAD, Americka agencija za hranu 1
lekove (eng. Food and Drug Administration (FDA)) je objavila listu supstanci koje su
generalno prepoznate kao bezbedne (imaju GRAS status (eng. Generally Recognized As
Safe). FDA je takode izdala ,,/nactive Ingredient Guide*. Ovaj vodi¢ je koristan jer
pruza podatke o dozvoljenim pomoc¢nim supstancama i njihovim maksimalnim
koli¢inama/koncentracijama u sastavu formulacija. Tokom izbora pomo¢nih supstanci
treba voditi raCuna i o kompatibilnosti sa lekovitom supstancom 1 njenom
biofarmaceutskom klasifikacijom. Prilikom formulacije lipidnih nosaca od primarnog
znacaja je sposobnost dispergovanja samo-dispergujuceg nosaca i solubilizacija lekovite
supstance, kao 1 maksimalno povecanje rastvorljivosti lekovite supstance u

gastrointestinalnom traktu (Hauss, 2007; O'Driscoll i sr., 2008).
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Lekovita supstanca

Samo-dispergujuci nosa¢i mogu da predstavljaju potencijalno reSenje za poboljSanje
bioraspolozivosti lekovitih supstanci, posebno onih koji pripadaju II i IV klasi prema
BSK. Kandidati za samo-dispergujuce nosace su lekovite supstance kod kojih je
ogranicenje resorpcije posledica loSe rastvorljivosti i male brzine rastvaranja, gde
permeabilnost nije ograniavaju¢i faktor (npr. BSK klasa II) 1 gde pristupi razvoju
formulacija kao $to su, na primer, smanjivanje veli¢ine Cestica, formiranje soli,
dodavanje tenzida, nisu dali rezultate u poboljSavanju rastvorljivosti, a time i resorpcije
lekovite supstance. Osnovni kriterijum pri odabiru komponenti lipidnih formulacija su
lipofilnost lekovite supstance i rastvorljivost u odgovarajuc¢im lipidnim ekscipijensima,
kojih treba da bude u dovoljnoj koli¢ini da obezbede da se celokupna doza lekovite
supstance primeni u jednoj jedinici doziranja. Da bi se predvidelo da 1i ¢e lekovita
supstanca ispoljiti odgovaraju¢u resorpciju i permeabilnost, ,,Lipinskijevo pravilo
petice” je naSiroko koriS¢en model. Pravilo petice objasnjava da loSa resorpcija i
permeabilnost lekovite supstance postoje u situaciji kada je broj donora vodoni¢nih veza
veci od 5, broj akceptora vodoni¢nih veza ve¢i od 10, molekulska masa veca od 500 1
logP ve¢i od 5. Oba, BSK 1 ,,Lipinskijevo pravilo petice® su koriS¢eni uglavnom u
ranim fazama preformulacionog odabira komponenti samo-dispergujuc¢ih nosaca, ali oni
imaju 1 ograni¢enja. Smatra se da se ,,Lipinskijevo pravilo petice* primenjuje samo za
jedinjenja koja nisu supstrati za aktivne transportere na nivou enterocita. Medutim,
istrazivanja poslednjih godina ukazuju da je vecina lekovitih supstanci supstrat za
aktivne transportere (efluks 1 influks transportere), §to znafajno moZe ograniciti
primenu ovog pravila (Kohli i sar., 2010). Takode, znacajno je ista¢i da sama lekovita
supstanca moze uticati na proces samo-dispergovanja i to prilikom formulacije treba
uzeti u obzir. Upotreba samo-dispergujuc¢ih sistema je opravdana i kod lekovitih
supstanci kod kojih je uocen jak pozitivni uticaj hrane, tj. povecanje resorpcije kada se
lekovita supstanca primenjuje uz masni obrok, za razliku od primene na prazan stomak.
To ukazuje na potencijalnu korist odgovaraju¢ih nosaca u ¢iji sastav ulaze lipidi za

smanjenje uticaja hrane na resorpciju aktivnih supstanci.
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Ulja

Ulja predstavljaju najznacajnije pomoéne supstance, koje omogucavaju rastvaranje
velike koli¢ine lipofilnih lekovitih supstanci. Zasluzna su i za povecanje transporta
lipofilnih lekovitih supstanci putem limfotoka. Egzogeni lipidi produzavaju vreme
praznjenja zeluca, a time 1 prisustvo lekovite supstance u tankom crevu, koje za veliki
broj lekovitih supstanci predstavlja glavno mesto za resorpciju. Takode, lipidni
ekscipijensi indukuju sekreciju zuci i pankreasnog soka, i pospesuju formiranje mesanih
micela od Zuénih soli, fosfolipida i1 holesterola, tako da se povecava ukupan
solubilizacioni kapacitet GIT-a za teSko rastvorljive lekovite supstance (Patel i sar.,

2010; Porter i sar., 2008; Yanez i sar., 2011).

Biljna ulja, pre svega zbog svoje bezbednosti, predstavljaju jednu od pozeljnih
komponenti samo-dispergujuc¢ih nosaca lekovitih supstanci, ali je njihova upotreba
ograniCena, pre svega zbog slabe rastvorljivosti lipofilnih lekovitih supstanci i loSih
samo-disperguju¢ih osobina. Molekulska struktura ulja uti¢e na sposobnost
emulgovanja (Shah, 2011). Poslednji godina se smatra da treba ograni¢iti upotrebu
nezasi¢enih lipida, koji podlezu oksidaciji, jer dovode do stvaranja peroksida, koji mogu
prouzrokovati oSte¢enje omotaca kapsule 1 nepovoljno uticati na oslobadanje lekovite
supstance. Biljna ulja se sastoje od meSavine triglicerida razli¢ite duZine lanaca masnih
kiselina 1 stepena nezasicenosti. Trigliceridi se mogu podeliti na kratkolan¢ane (manje
od 5 ugljenikovih atoma), srednjelancane (6-12 ugljenikovih atoma) i dugolancane (vise
od 12 ugljenikovih atoma) tigliceride. Srednjelancani 1 dugolancani trigliceridi,
razli¢itog stepena zasi¢enja, koriste za rastvaranje liposolubilnih lekovitih supstanci pri
formulaciji samo-disperguju¢ih nosaca. Tacka topljenja odredenih ulja povecava se
srazmerno sa povecanjem duzine lanca masnih kiselina, a smanjuje sa povecanjem
stepena nezasi¢enja Sto povecava relativnu podloznost oksidaciji. Generalno, biljna ulja
su bogata nezasiCenim dugolancanim trigliceridima, sa izuzetkom kokosovog i
palminog ulja, koja su bogata zasi¢enim srednjelananim trigliceridima. Srednjelancani
trigliceridi su poZeljniji zbog veceg kapaciteta za rastvaranje lekovite supstance i
otpornosti prema oksidaciji. Osim toga, brze se vare, usled Cega je i resorpcija leka brza,
u odnosu na resorpciju iz formulacija sa dugolanc¢anim trigliceridima. S druge strane,

produkti varenja dugolanCanih triglicerida povecavaju transport lekovite supstance
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limfotokom u ve¢em obimu od triglicerida srednje duzine lanca (Williams i sar., 2012;
Kalepu 1 sar., 2013). Dugolancani trigliceridi se dobijaju iz biljnih izvora kao §to su
sojino, Safranovo, maslinovo, kikirikijevo, suncokretovo i susamovo ulje, dok se
trigliceridi srednje duzine lanca dobijaju esterifikacijom frakcionisanih masnih kiselina

iz kokosovog ulja.

Radi prevazilazenja nedostataka biljnih ulja sve ¢eSc¢e se koriste hidrogenizovana biljna
ulja, koja se dobijaju hidrogenizacijom nezasi¢enih veza prisutnih u uljima ¢ime se
povecava stabilnost, jer su manje podlozna oksidaciji (npr. hidrogenizovano ulje semena
pamuka (Lubritab®, JRS Pharma), hidrogenizovano palmino ulje (Dynasan®, Cremer
Oleo Division), hidrogenizovano ricinusovo ulje (Cutina HR®™, BASF Care Creations) i
hidrogenizovano sojino ulje (Lipo®, Vantage). Takode, Siroko se istraZuju i
modifikovana hidrogenizovana biljna ulja, pre svega zato S§to njihovi proizvodi
razgradnje 1imaju slicnosti sa krajnjim proizvodim gastrointestinalnog varenja.
Galaktolipidi pokazuju dobra emulgujuca svojstva, slicna fosfolipidima, s tim S$to, za
razliku od fosfolipida, ne poseduju naelektrisanje i smatraju se bezbednim za dugotrajnu
upotrebu (Gursoy 1 sar., 2004; Hauss, 2007 a, b; Shobhit 1 sar., 2012). Zbog visoke
fluidnosti, kapaciteta solubilizacije 1 potencijala samo-emulgovanja, ove pomocéne
supstance su pogodne za formulaciju samo-disperguju¢ih nosafa lekovite supstance

(Patravale 1 sar., 2003).

SmesSe parcijalnih glicerida dobijaju se parcijalnom hidrolizom triglicerida prisutnih u
biljnom ulju 1 ¢ine smeSu mono-, di- 1 triglicerida. Separacijom prirodnih proizvoda ulja
u njihove sastavne gliceridne frakcije, maksimalno se poboljSavaju njihove Zeljene
fizicke osobine 1 pozitivan uticaj na resorpciju lekovite supstance, dok se istovremeno

smanjuju problemi kao S$to je podloZnost oksidaciji.

Fizi€kohemijske osobine i HLB vrednost ulja, zavise od masnih kiselina i stepena
esterifikacije. Kao lipidna komponenta Cesto se koriste trigliceridi srednje duzine lanca,
dobijeni iz kokosovog ulja, koji predstavljaju smesu kaprilne i1 kaprinske kiseline u

odnosu 55:45 (Prajapati i sar., 2012).
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Surfaktanti

Surfaktanti su pomo¢ne materije amfifilnog karaktera, koje pomazu rastvaranje lipofilnh
lekovitih supstanci. U lumenu gastrointestinalnog trakta surfaktanti sprecavaju
precipitaciju, Sto produzava prisustvo lekovitih supstanci, a samim tim i njihovu
raspolozivost za resorpciju. Pokazano je da neki surfaktanti imaju znacajnu ulogu u
usporavanju praznjenja zeluca, ¢ime se produzava vreme za koje se lekovita supstance
moze rastvoriti i resorbovati. Ispitivanja su pokazala da, na primer, kaprilno-kaprinski
makrogolgliceridi ispoljavaju ovakav efekat i time povecavaju bioloSku raspolozivost

lekovitih supstanci (Shah, 2011).

Pored nezamenljive uloge u formulaciji samo-dispergujucih nosaca, Cesto je znacajna
uloga surfaktanata u poboljSanju resorpcije lekovite supstance, usled promene u
permeabilnosti bioloskim membranama (Shobhit 1 sar., 2012). Visoka HLB vrednost i
posledi¢na hidrofilnost surfaktanta neophodna je za trenutno formiranje U/V emulzije,
obezbeduju¢i dobre samo-disperguju¢e osobine nosaca (Bandopadhyay i sar., 2009;
Bhupinder i sar., 2013). Osnovni faktor za odabir nekog ekscipijensa jeste bezbednost
primene. Izbor surfaktanata ograni¢en je na mali broj, s obzirom na to da je malo onih
koji su prihvatljivi za peroralnu primenu. Smatra se da su surfaktanti prirodnog porekla
bezbedniji od sintetskih 1 preporucuje se njihova primena u formulaciji samo-
dispergujucih nosaca, uprkos ograni¢enoj sposobnosti samo-emulgovanja. Surfaktanti
nerastvorljivi u vodi teZe da penetriraju 1 fluidiziraju bioloske membrane, dok
surfaktanti rastvorljivi u vodi poseduju moguénost solubilizacije komponenti bioloskih
membrana. Zbog toga svi surfaktanti, nezavisno od tipa, poseduju mogucnost iritacije 1
posledi¢ne niske tolerancije. Pored vrste surfaktanta, neophodno je dobro razmotriti i
njegov udeo u kona¢noj formulaciji. Takode je poznato da su nejonski surfaktanti manje
toksi¢ni u poredenju sa jonskim povrsinski aktivnim materijama. Katjonski surfaktanti
su vise toksi¢ni u odnosu na anjonske, koji su viSe toksi¢ni u odnosu na nejonske
surfaktante. Prilikom formulacije lipidnih sistema najviSe se koriste nejonski surfaktanti
tipa polisorbata ili polioksietilovana jestiva ulja. Postoji veliki broj nejonskih
surfaktanta, za koje postoje podaci o njihovoj bezbednosti prilikom peroralne primene.
Vecina nejonskih surfaktanata poseduje peroralnu LD50 vrednost od 50 g/kg, tako da se

1 g surfaktanta u formulaciji namenjenoj za jednokratnu peroralnu primenu dobro
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podnosi (Attwood i1 Florence, 1983). Kada su lipidne formulacije namenjene za lecenje
hroni¢nih bolesti, prilikom izbora surfaktanta treba biti obazriv, zbog nedostatka
podataka o njihovoj toksi¢nosti nakon peroralne primene u toku duzeg vremenskog

perioda (Strickley, 2007).

Surfaktanti niskog stepena etoksilacije imaju ograni¢enu rastvorljivost u vodi 1 najceSce
se u vodi disperguju. Ove pomocéne supstance formiraju micele, ali zbog nedovoljne
hidrofilnosti imaju nisku sposobnost za samo-dispergovanje. Surfaktanti sa HLB oko ili
ve¢e od 12 mogu formirati micelarne rastvore, rastvaraju¢i se u vodi u koncentraciji
koja je iznad kritiéne micelarne koncentracije. Ove supstance se mogu sintetisati iz
makrogola sa hidrolizovanim biljnim uljima. Alternativno, alkoholi mogu da reaguju sa
etilenoksidom 1 da nagrade alikil etar etoksilat koji, se uobicajeno koristi kao surfaktant
(npr. cetostearil alkohol etoksilat, cetomakrogol). Reakcijom sorbitanskih estara sa
etilenoksidom nastaju polisorbati (Rowe 1 sar., 2006). Makrogol-40 hidrogenizovano
ricinusovo ulje (Cremophor® RH40, BASF) i makrogol-60 hidrogenizovano ricinusovo
ulje (Cremophor® RH60, BASF) su primeri pomo¢nih supstanci dobijenih iz
hidrogenizovanog ricinusovog ulja. Makrogolglicerol ricinioleat (Cremophor® EL,
BASF) koji nije hidrogenizovan se takode Siroko koristi u formulisanju samo-

dispergujucih nosaca (Collnot i sar, 2006; Cuine i sar., 2007).

Prilikom formulacije samo-disperguju¢ih nosafa lekovitih supstanci koncentraciju
surfaktanata i kosurfaktanata treba svesti na minimum. Vise koncentracije surfaktanta u
samo-dispergujucoj formulaciji ne dovode uvek do smanjenja veli¢ine kapi unutra$nje
faze emulzija dobijenih nakon razblaZivanja samo-disperguju¢ih nosa¢a vodom, vecé
mogu dovesti ¢ak i do povecanja (Kommuru i sar., 2001; Craig i sar., 1995). Povecanje
veli¢ine kapi se deSava usled povecanja penetracije vode i posledi¢nog narusavanja
medupovrsinskog filma, §to dovodi do izbacivanja uljanih kapi u spoljasnju vodenu

fazu (Pouton, 1997).

15



Doktorska disertacija Opsti deo

Kosurfaktanti/korastvaraci

Kosurfaktanti povecavaju elasticnost medupovrsSinskog filma izmedu dispergovanih
kapi i spoljasnje faze koji formira surfaktant i smanjuje medupovrsinski napon. Kao
posledica toga dolazi do smanjenja dijametra kapi i povecanja stepena solubilizacije za
lekovitu supstancu u odnosu na Cist surfaktant (Patel 1 sar., 2007). Korastvaraci
omogucavaju rastvaranje vecih koli¢ina hidrofilnog surfaktanta ili lekovite supstance u
odgovaraju¢em lipidu. Alkoholi i isparljivi korastvaraci se koriste retko, jer mogu da
prodiru u zid kapsula ¢ime se narusava mehanicka stabilnost, menja sastav formulacije i

povecava rizik za precipitaciju lekovite supstance (Pouton, 2006).

U samo-disperguju¢im nosac¢ima se, u kombinaciji sa surfaktantima, najcece koriste
kosurfaktanti HLB vrednosti od 10 do 14. Oni snizavaju medupovrSinski napon,
fluidizuju ugljovodoni¢ni lanac u medupovrSinskom filmu i omogucéavaju spontani
nastanak mikroemulzije. Izbor surfaktanta i kosurfaktanta je kriti¢na tacka ne samo u
formulaciji samo-dispergujuc¢ih nosaca, ve¢ 1 za njihovu sposobnost dispergovanja i

solubilizacije lekovite supstance (Patravale 1 sar., 2003).

U formulaciji samo-dispergujucih nosaca lekovite supstance obi¢no se kombinuju dve
povrsinski aktivne supstance (surfaktant i kosurfaktant). Friberg (2012) navode da

kosurfaktanti:

» povecavaju fluidnost medupovrsine izmedu dispergovanih kapi i spoljasnje faze;
» spreCavaju formiranje faze tecnih kristala, koja onemoguéava proces
mikroemulgovanja;
» uti¢u na raspodelu molekula surfaktanta na medupovrsini i doprinose njenom
Sirenju.
NajceSc¢e korisc¢eni lipidi, surfaktanti, kosurfaktanti i korastvaraci u formulaciji samo-

dispergujucih nosaca prikazani su na slici 2.1.

U formulaciji samo-dispergujucih nosaca se pored opisanih pomoc¢nih supstanci ¢esto
koriste 1 druge pomocne supstance kao Sto su: sredstva za povecanje viskoziteta,
sredstva za modifikaciju oslobadanja lekovite supstance, antioksidansi. Sredstva za

povecanje viskoziteta, kao §to su tragakanta, cetil alkohol, stearinska kiselina ili pcelinji
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vosak, mogu se dodavati u cilju modifikacije konzistencije i poboljSanja fizicke

stabilnosti samo-dispergujucih sistema (Osol, 1975).

Za postizanje produzenog oslobadanja iz samo-dispergujuc¢ih nosaca koriste se inertni
polimeri koji ne jonizuju u fizioloSkom opsegu pH vrednosti i koji mogu da formiraju
matriks, u koncentracijama od 5 do 40%. Mogu se koristiti hidroksipropilmetilceluloza 1

etilceluloza (Barthelemy i Benameur, 2001; Alexander i sar., 2011).

U cilju zastite formulacije od oksidacije, mogu se koristiti razni lipofilni antioksidansi:
a-tokoferol, B-karoten, propil galat, butilhihroksitoluol (BHT) ili butilhidroksianizol
(BHA) (Gibson, 2007).
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Korastvaraci

Lipidi

Dugolancani tigliceridi

Maslinovo ulje
Kukuruzno ulje

Sojino ulje

Ricinusovo ulje
Susamovo ulje
Kikirikijevo ulje
Repicino ulje
Hidrogenizovana biljna
ulja (ricinusovo, sojino,
pamukovo, palmino)

Makrogol 400
Etanol
Propilenglikol
Glicerol

Pomocne supstance

Masne kiseline

Trigliceridi srednje

Dietilenglikolmonoetiletar (Transcutol “HP

Surfaktanti/kosurfaktanti

Polioksietilen polioksipropilen
blok kopolimeri

¢ Poloxamer” 188
e Poloxamer® 407

Polietoksilovani gliceridi iz
biljnih ulja

Makrogol -8 kaprilno/kaprinski

s 2 R
gliceridi (Labrasol™)
Makrogol -300 gliceridi linoleinske
kiseline (Labrafil® M-2125CS)
Makrogol -300 gliceridi Oleinske
kiseline (Labrafil® M 1944CS)
Polioksietilen gliceril trioleat
(Tagat® TO)

Polietoksilovani gliceridi iz
hidrogenizovanih biljnih ulja

Sorbitanski estri

duzine lanca

Trigliceridi dobijeni iz
palminog i kokosovog
ulja
Trigliceridi sednje
duzine lanca koji se
razlikuju od stpene
estreifikacije i vrste
lanca (Miglyol 810,
Miglyol 812, Captex
255, Captex 300)

Oleinska kiselina
Palmitinska kiselina
Masne kiseline soje

Ostali ekscipijensi

e d-o-tokoferol (vitamin E)
e Pcelinji vosak

Makrogol -1500 digliceridi
laurinske kiseline (Gelucire™ 44/
14)

Makrogol -40 Hidrogenizovano
ricinusovo ulje (Cremophor
RHA40)

Makrogol -60 Hidrogenizovano
ricinusovo ulje (Cremophor®
RH60)

Makrogol -35 ricinusovo ulje
(Cremophor” EL)

Sorbitan-monolaurat (Span” 20)
Sorbitan-monopalmitat (Span®™ 40)
Sorbitan-monostarat (Span® 60)
Sorbitan-monooleat (SpsmCE 80)

Mono-/di-gliceridi

Polietoksilovani alkil etri

Glicerilmonokaprilat

Glicerilmonooleat (Pecol®)
Glicerilmonostearat

Propilenglikol monokaprilat (Capryol 90)
Propilenglikol monolaurat (Lauroglycol ® 90)

¢ Polioksietilen(23)-lauriletar (Bri%’ 35)
e Polioksietilen(10)-cetiletar (Brij~ 56)

dl

e Polioksietilen-oksadeciletar(Brij " 78)

Makrogolni estri masnih kiselina

e Makrogol -8 stearat

d-a-tokoferil-
polietilenglikol-1000
sukcinat (TPGS)

sar., 2013; Strickley, 2007)

e Makrogol -40 stearat

Polietoksilovani estri
sorbitana
Polisorbat 20
Polisorbat 40
Polisorbat 60
Polisorbat 80

Slika 2.1. Najcesce koris¢ene pomocéne supstance u formulacijama samo-dispergujucih nosaca lekovite supstance (Song, 2011; Williams 1 sar., 2012; Kalepu 1



Doktorska disertacija Opsti deo

2.3. Ponasanje lipidnih formulacija/nosaca lekovite supstance u
organizmu

Smatra se da je primarni mehanizam kojim lipidne formulacije poboljSavaju resorpciju,
isporuka aktivne supstance u solubilizovanom obliku u gastrointestinalni trakt, na taj
nacin $to ubrzavaju stvaranje micela koje sadrze tesko rastvorljivu supstancu unutar
intestinuma. Takode, smatra se da ubrzavanje stvaranja micela nije toliko posledica
direktnog delovanja lipida, koji ulaze u sastav formulacije, koliko posledica proizvoda
njihovog varenja, prvenstveno mono- i di- glicerida zahvaljuju¢i njihovoj povrsinskoj
aktivnosti. Pri izradi lipidnih formulacija, lipofilna lekovita supstanca se rastvara, rede
suspenduje, u lipidnom medijumu koji je dodatno S§titi od hemijske i enzimske

degradacije.

Nakon primene lipidnih formulacija dolazi do niza promena u GIT-u. U Zelucu, pod
dejstvom gastricne lipaze, koja se oslobada iz mukoze Zeluca, dolazi do hidrolize
triglicerida (TG - predstavljaju najzastupljenije lipidne komponente lipidnih nosaca) i
oslobadanja diglicerida (DG) 1 slobodnih masnih kiselina (MK) kao produkata hidrolize
(koji imaju potencijalnu sposobnost solubilizacije lekovite supstance). Gastricna lipaza
pokazuje vecu selektivnost ka srednjelanéanim MK u odnosu na dugolan¢ane MK.
Motilitet Zeluca, brzina praznjenja Zeluca, kao 1 prisustvo fosfolipida, proteina 1
polisaharida 1 amfifilnih proizvoda parcijalne lipolize triglicerida olakSavaju proces
emulgovanja. U Zelucu se formiraju grube emulzije, ¢ija je veli¢ina kapi od 1-100 pm.
Lipidne formulacije iz Zeluca prelaze u tanko crevo. Prisustvo lipidnih formulacija u
duodenumu stimuliSe sekreciju zucnih soli, fosfolipida (pre svega fosfatidilholina) i
holesterola iz Zu¢ne kese 1 pankreasnog soka (koji sadrzi pankreasnu lipazu/kolipazu) iz
pankreasa. Neki fosfolipidi 1 holesterol se adsorbuju na povrSinu emulgovanih kapi i
zajedno sa produktima razgradnje triglicerida i zu¢nim solima koje su prisutne u
duodenumu doprinose stabilnosti sistema i1 smanjenju veli¢ine nastalih kapi, uz
povecanje slobodne povrSine. Ove promene olakSavaju dalju razgradnju masti
posredovanu aktivno$¢u pankreasne lipaze i1 kolipaze 1 oslobadanje 2-monoglicerida 1
slobodnih MK. Ovi proizvodi razgradnje (masne kiseline 1 monogliceridi) su efikasni
emulguju¢i agensi, a masne kiseline dodatno stimuliSu vezivanje lipaza/kolipaza

kompleksa za povrSinu emulzije (enmg. emulsion surface), cine¢i ovaj proces
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autokatalitickim. U prisustvu zu¢nih soli proizvodi hidrolize se inkorporiraju u
multilamelarne i unilamelarne vezikule, micele i meSane micele. Oni zajedno doprinose

solubilizaciji lipofilnih lekovitih supstanci (Slika 2.2.) (Hauss, 2007; Porter i sar., 2008).

Zeludac
nedispergovani lipidi
gastrifna lipaza
uljane kapi

endogene ZS/FL
micele

. tanko crevo

pankreasna kolipaza meiane micele

pankrea?na paza tanko crevo. n:l.lc.e{e_.
_ o o @ 3,3 ‘e‘-’b‘p

seldac — _vezikule .,?, < QH Q
t@ fp o dp

apsorpcija lipida i lekcovite supstance .- -

Slika 2.2. Varenje lipida i solubilizacija lekovite supstance u gastrointestinalnom traktu
iz lipidnih formulacija (ZS/FL - Zuéne soli/fosfolipidi) (prilagodeno iz: Porter i sar.,
2008).

Mesane micele omogucavaju olakSano dopremanje lipofilnih komponenti do enterocita.
Iako njihovo prisustvo u GIT-u uslovljava vecu permeabilnost spoljasnje membrane
enterocita, takvi slozeni sistemi se ne mogu resorbovati u intaktnom obliku. Mogu se
resorbovati u enterocite tek nakon disociranja i oslobadanja emulgovanih lipidnih
sistema, Sto je uslovljeno kontaktom sa crevnim resicama i1 nizom pH vrednoscu koja
vlada u tom podrucju. Transport se vrsi ili pasivnom difuzijom ili uz pomo¢ posebnih
proteina nosaca na nivou spoljasnje membrane enterocita. Kratko- i srednjelan¢ane MK
sa solubilizovanom lekovitom supstancom se dalje transportuju uglavnom portalnim
krvotokom do jetre, pa onda dospevaju u sistemsku cirkulaciju, a kompleks
dugolan¢anih MK sa solubilizovanom lekovitom supstancom se na nivou
endoplazmatskog retikuluma enterocita reesterifikuju do TG 1 u obliku hilomikrona

transportuje putem limfe do sistemske cirkulacije, zaobilaze¢i jetru i efekat prvog
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prolaza (Hauss, 2007). Takode, prisustvo lipida u gastrointestinalnom traktu dovodi do
odlaganja praznjenja Zeluca. Kao rezultat toga povecava se vreme zadrzavanja lipofilne
lekovite supstance u tankom crevu, Sto obezbeduje bolje rastvaranje lekovite supstance
na mestu resorpcije, a samim tim i povecanje resorpcije (Ingle i sar., 2013). Limfati¢ni
transport omogucen je i kod visoko lipofilnih lekovitih supstanci (LogP > 5) koje
pokazuju visoku rastvorljivost u trigliceridima (manje od 50 mg/ml). Visoko lipofilne
lekovite supstance se resorbuju preko limfnih sudova koji su odgovorni za resorpciju
lipida. Time se zaobilazi metabolizam u jetri §to za posledicu ima povecanje bioloske
raspolozivosti ovih lekovitih supstanci. Pokazano je da lipidni sistemi koji se sastoje od
estara nezasi¢enih dugolancanih masnih kiselina povecavaju bioloSku raspolozivost
odredenih lekovitih supstanci olakSavaju¢i transport limfnim putem. Na primer,
ontazolast, ima izraZen metabolizam prvog prolaza, ali upotreba ove lekovite supstance
sa gliceril monooleatom (Peceol™, Gattefosse) omogucéava resorpciju preko limfnih
sudova i time zaobilazenje metabolizma u jetri (Hauss 1 sar., 1998). U literaturi se
navodi sa se limfnim putem resorbuje sakvinavir iz formulacija sa poligliceril-3
dioleatom (Plurol® Oleique CC497, Gattefosse) ili makrogolglicerol ricinoleatom
(Cremophor® EL, BASF) i1 halofantrina iz formulacija sa razli¢itim trigliceridima 1

njihovim derivatima (Hauss, 2007; Khoo 1 sar., 1998).

Takode, novija istrazivanja pokazuju da odredeni lipidi poboljSavaju bioloSku
raspoloZivost lekovitih supstanci inhibicijom P-glikoproteina, proizvoda MDR1 gena,
koji predstavlja glavni protein-nosa¢, odgovoran za efluks ksenobiotika. Uoceno je da
pojedine komponente lipidnih formulacija dovode do inhibicije aktivnosti CYP 450,
enzima koji dovodi do metabolicke degradacije lekovitih supstanci u crevnom epitelu
(Hauss, 2007). Inhibitorni efekti nekih surfaktanata (npr. Polisorbata, Cremophor®-a i
D-a-tokoferol makrogol 1000 sukcinat (D-a-tokoferol polietilen glikol 1000 sukcinat
(TPGS)) na CYP3A i efluks P-glikoproteina, omogucavaju povecanje bioloske
raspolozivosti. Posle peroralne primene mekih kapsula Neoral® inhibitorni efekat na
CYP3A i efluks P-glikoproteina se moze pripisati delovanju Cremophor®-a RH40 koji
ulazi u sastav ovog preparata. Slicni mehanizmi uticaja pomo¢nih supstanci koje ulaze u
sastav formulacije, na povecanje biolosSke raspolozivosti nisko rastvorljivih lekovitih
supstanci nakon peroralne primene su opisani i za talinolol i1 sakvinavir, iz formulacija

koje u svom sastavu sadrze nejonski surfaktant TPGS ili Cremophor® EL (Agrawal i
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sar., 2009; Agrawal i sar., 2012; Collnot i sar, 2006; Cuine i sar., 2007; Grove 1 sar.,
2007; Shono i sar., 2004; Hugger i sar., 2002). Surfaktanti iz grupe Cremophor®-a
smatraju se inhibitorima efluks pumpe, ali mehanizam inhibicije jo$ nije utvrden.
Pretpostavlja se da su u pitanju nespecificne konformacione promene efluks pumpe
izazvane penetracijom molekula surfaktanata u plazma membrani, adsorpcijom
surfaktanata na spoljasnjoj povrSini efluks pumpe ili interakcijom malih molekula sa
intracelijskim domenima efluks pumpe. Medutim, hemijska heterogenost ovih

ekscipijenasa otezava identifikaciju preciznog mehanizma inhibicije efluks pumpe

(Shah, 2011).

Vecina surfaktanata dovodi do inhibicije efluksnih transportera na nivou enterocita, kao
$to su: TPGS, Cremophor® EL i RH40, polioksilgliceridi i makrogolni estri kao §to su
Labrasol®, Gelucire® 44/14, polioksietilen (40) stearat (Myrj® 52, Croda) ili makrogol
(15) hidroksistearat (Solutol® HS15, BASF), estri sorbitana (etoksilovani ili ne) ili &ak
parcijalni gliceridi. Osobine koje treba da poseduju pomoéne supstance, posebno
surfaktanti, da bi doveli do inhibicije efluksa P-glikoprotein supstrata su rastvorljivost u
vodi, prisustvo estarske veze, da sadrze srednjelanCane masne kiseline 1
polietoksilovane grupe. Labrasol® poseduje prethodno navedene osobine i oznaden je

kao najefikasniji medu deset ispitivanih pomo¢nih supstanci (Hauss, 2007; Shah, 2011).

Mnoge pomocéne supstance, u prvom redu surfaktanti (npr. Clremphor® EL, polisorbat
80, Labrasol®), su odgovorni za fluidizaciju intestinalne ¢elijske membrane, narusavaju
strukturnu organizaciju membrane i1 time povecavaju njenu permeabilnost (Shah, 2011;

Ingle i sar., 2013).

Sumarno gledano mehanizmi kojima lipidi 1 lipidni ekscipijensi povecavaju

bioraspolozivost su (Porter i sar., 2007):

» solubilizacija lekovite supstance u intestinalnoj te¢nosti;
» izmena transportnih mehanizama u enterocitima;
» izmena puta lekovite supstance u sistemsku cirkulaciju (portalni krvotok vs.
limfni sudovi).
Medutim, neki autori smatraju da SMEDDS ne podleZzu ovakvim promenama na nivou

GIT-a i1 da nije potrebno da dode do njihove digestije posto je lekovita supstanca u
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mikroemulgovanom obliku, u kom vrlo lako moze da penetrira kroz spoljas$nju
membranu enterocita (Kyatanwar i sar., 2010). Sa druge strane, jedna in vivo studija u
kojoj je procenjen uticaj primene samo-mikroemulgujuceg sistema na bioraspolozivost
sirolimusa, kao model supstance, nakon peroralne primene, pokazala je znaCajan uticaj
komponenti formulacije, lipida i surfaktanata na povecanje bioraspolozivosti. Naime, iz
formulacije bez lipida resorpcija lekovite supstance se uglavnom odvijala portalnim
krvotokom, dok se iz formulacije sa samo-mikroemulguju¢im sistemom, koja sadrzi
viSe od 25% srednjelancanih triglicerida transport odvijao prvenstveno putem limfe. Na
osnovu ove studije je zakljuceno da je glavni doprinos povecanju bioraspolozivosti
sirolimusa iz samo-mikroemulguju¢ih sistema, resorpcija lekovite supstance limfnim
putem. Osim toga, ve¢i sadrzaj surfaktanata moze pozitivho da uti¢e na bioloSku
raspolozivost, ali je taj uticaj relativno slabiji (Sun 1 sar., 2011). MozZe se zakljuciti da je
ponasanje ovakvih sistema u zivom organizmu jo§ nedovoljno ispitano i da se zbog toga
ne moze zakljuciti sa potpunom sigurno$c¢u, koje su to tacno promene kojima podleze

primenjeni sistem.
2.4.Studije faznog ponasanja

Pri formulisanju samo-disperguju¢ih nosaca lekovitih supstanci moraju se paZzljivo
razmotriti uskladenost fizickohemijskih osobina pomoc¢nih supstanci 1 njihovih
koncentracija ili odnosa, jer ovi parametri imaju veliki uticaj na osobine formiranih
nosaca. Proces samo-emulgovanja je specifican za pojedine kombinacije pomoc¢nih
supstanci, a zavisi od vrste i odnosa ulja i surfaktanta, koncentracije surfaktanta i
temperature na kojoj se samo-emulgovanje deSava. Prvi korak u formulaciji samo-
dispergujuc¢ih nosaca je identifikacija specificnih kombinacija pomo¢nih supstanci 1
konstruisanje faznog dijagrama, koji prikazuje razliCite koncentracije pomoc¢nih
supstanci koje imaju sposobnost samo-emulgovanja. Tokom izbora pomo¢nih supstanci
bitna je 1 njithova sposobnost meSanja. Trigliceridi dugolanc¢anih masnih kiselina se
obi¢no ne mesaju sa hidrofilnim surfaktantima 1 korastvara¢ima. Polarna ulja, kao Sto su
mesani gliceridi, dobro se meSaju sa hidrofilnim surfaktantima i na taj na¢in pomazu u
samo-dispergovanju formulacije. Razli¢itost hemijske prirode ulja moze dovesti do
razdvajanja komponenti samo-emulgujuceg sistema tokom cuvanja, pa je neophodno
obaviti ispitivanja fizicke stabilnosti formulacija. Ako se koriste voskovi (Cvrste masne
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komponente) moraju se otopiti pre mesanja sa ostalim te¢nim ekscipijensima. Medutim,
ovo moze dovesti do meSanja zasi¢enih masnih kiselina sa ostalim pomo¢nim
supstancama 1 rastvaranja lekovite supstance na povisenoj temperaturi, ali prilikom
hladenja na sobnoj temperaturi moze do¢i do precipitacije lekovite supstance ili do
razdvajanja komponenti samo-dispergujuceg nosaca, usled ocvrSéavanja voskova.
Ispitivanja sa promenama temperature mogu pomoc¢i u identifikaciji potencijalnih
problema koji tokom cuvanja (hladenja) mogu dovesti do nestabilnosti samo-

dispergujucih formulacija (Miillertz i sar., 2010).

Veliki je broj razli¢itih vrsta ulja, surfaktanata i kosurfaktanata, koji se koriste u
formulaciji samo-disperguju¢ih nosaca, ali je malo sistematskog ispitivanja uticaja
osobina ovih komponenata, kao §to su HLB vrednosti i duzine lanca lipida, na
formiranje i osobine mikroemulzija. Polarnost uljane faze je jedan od faktora koji utice
na oslobadanje lekovite supstance iz samo-disperguju¢ih nosaca. Na polarnost kapi
uticu HLB vrednost, duzina lanca, stepen nezasi¢enosti masnih kiselina, molekulske
mase hidrofilne supstance 1 koncentracija 1 kriticni parametar pakovanja surfaktanta.
Nepostojanje sistemskog ispitivanja otezalo je donoSenje opSteg zakljucka ili koncepta
iz literature kojim bi se napravio brZi i jednostavniji odabir pomoc¢nih supstanci
prilikom formulacije samo-dispergujuc¢ih nosaca lekovite supstance. Sistem klasifikacije
samo-dispergujuc¢ih nosaca, koji primenjuje osnovne fizickohemijske osobine lipida 1
surfaktanata, dao je veliki doprinos racionalizaciji razvoja ovakve vrste nosaca

(Miillertz i sar., 2010).

PronalaZenje optimalnog odnosa odabranih komponenti tradicionalno obuhvata
promenu koli¢ine jedne po jedne komponente (pristup jedan-po-jedan faktor). Za
odredivanje mikroemulzione oblasti koriste se studije faznog ponasanja. U
istrazivanjima faznog ponaSanja sistema koriste se razli¢iti tipovi faznih dijagrama.
Fazni dijagrami sadrze podatke o uzajamnoj rastvorljivosti sastojaka u
dvokomponentnim i viS§ekomponentnim sistemima. Fazni trougao je jednakostrani¢ni
trougao, a svaka tacka unutar trougla odgovara smesi komponenata sistema odredenog
procentnog sastava sistema. Za sistem sastavljen od tri komponente, svaka strana
trougla odgovara jednoj komponenti sistema, pri ¢emu teme trougla predstavlja 100%

jedne komponente tog sistema Stranice trougla predstavljaju nezavisno promenljive
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parametre, najes¢e njihovu koncentraciju. Svaka tacka unutar faznog dijagrama
predstavlja sastav rezultujuce termodinamicki ravnotezne faze na odredenoj temperaturi

(Dekié, 2011; Djeki¢ i sar., 2012).

Pri ispitivanju faznog ponaSanja ¢etvorokomponentnih i sloZenijih sistema najcesce se
koristi fazni dijagram tipa faznog trougla, kod koga se dve komponente, u odredenom
masenom odnosu predstavljaju kao jedna promenljiva u faznom dijagramu (tzv. pseudo-
komponenta). Tada se fazni dijagram oznacava kao pseudo-dijagram. Najcesce je
pseudo-komponenta smesa surfaktanta i kosurfaktanta/korastvaraca ili smesa ulja i
kosurfaktanta (Friberg i Aikens, 2009.). Primenom pseudo-ternernih dijagrama moze se
mapirati oblast nanoemulzija/mikroemulzija. Pseudo-ternerni fazni dijagram se koristi
za odredivanje optimalnog raspona koncentracija ekscipijenasa u skladu sa veli¢inom
kapi, sposobno$¢u samo-emulgovanja i stabilnosti nakon dispergovanja. Konstrukcija
faznih dijagrama obuhvata eksperimentalno odredivanje polozaja i1 veli¢ine oblasti
razli¢itih faza u faznom dijagramu. Za kreiranje faznih dijagrama moze se primeniti
titraciona metoda, gde se meSavinama ulja sa surfaktantima i1 kosurfaktantima
(korastvarac¢ima), u razli¢itim odnosima dodaje vodena faza (u malim koli¢inama, kap
po kap). Tokom titracije detektuju se transformacije jedne faze u drugu (fazni prelazi)
tokom sukcesivnog dodavanja jedne komponente smesi preostalih sastojaka. Homogene
transparentne termodinamicki ravnotezne faze (micele, mikroemulzije 1 te€ni kristali)
vizuelno se razlikuju od nanoemulzija 1 (makro)emulzija (Alany 1 sar., 2009; Dekic¢,

2011).

Veli¢ina 1 polozaj mikroemulzione oblasti se procenjuju preko kapaciteta za
solubilizaciju vodene faze na granici oblasti mikroemulzija (Fanun, 2008). Ovaj
parametar opisuje potencijal mikroemulzionih koncentrata (smesa ulja 1 surfaktanta) za
razblazivanje vodenom fazom bez naruSavanja termodinamicke stabilnosti sistema
(Fanun, 2009; Ezarhi i1 sar., 2005; Lee 1 sar., 2005). Kod faznog dijagrama

mikroemulzija je podrucje bistrih i izotropnih sistema (Sprunk i sar., 2012).

Iako ovaj pristup moze otkriti uticaj individualnih komponenti na osobine samo-
dispergujucih nosaca, zahteva utroSak velike koli¢ine pomo¢nih materija, pri cemu se
interakcija izmedu komponenti ne moze proucavati pa se ni optimalna formulacija ne

moze naci. Ovakav pristup zahteva dugotrajan rad 1 pripremu velikog broja
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potencijalnih smeSa koje se ispituju. Osim toga, interakcije izmedu sastojaka, na
molekulskom nivou, jako su slozene i otezavaju uspostavljanje korelacije izmedu
fizickohemijskih osobina sastojaka, njihove koncentracije i faznog ponasanja sistema
(beki¢, 2011). Razvoj samo-disperguju¢ih nosaca moze biti efikasniji primenom in
silico pristupa u pracenju faznog ponasanja. Ovim pristupom se istovremeno menjaju,
viSe promenljivih koje uti¢u na svojstva formulacije u Sirem opsegu vrednosti. Rezultat
in silico pristupa su manji broj eksperimenata, identifikacija interakcija promenljivih 1
efikasniji odabir optimalne formulacije. Eksperimentalni dizajn, hemometrija i vestacke
neuronske mreze koris¢ene su u nekoliko studija za optimizaciju razvoja samo-
dispergujucih nosaca (Peki¢, 2011; Djeki¢ i sar 2008; Meng i Zheng, 2006; Gao i sar.,
2004; Jeirani i sar., 2012). Medutim, u literaturi nije opisan sistematski pristup koji

istovremeno identifikuje najbolji izbor pomocnih supstanci kao i njihov najbolji odnos.
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3. Cvrsti samo-dispergujudi sistemi

Samo-dispergujuéi nosaci nude niz prednosti u reSavanju problema slabe rastvorljivosti
lekovitih supstanci, a samim tim i postizanje adekvatne biolosSke raspolozivosti; slede¢i
problem koji ostaje jeste pronalaZzenje prihvatljivog farmaceutskog oblika sa ovim
formulacije nude velike moguénosti jer se mogu nac¢i u te¢nim, polucvrstim i ¢vrstim
farmaceutskim oblicima za peroralnu primenu. Medutim, konvencionalni farmaceutski
oblici sa samo-disperguju¢im nosacima, najcesce su tecni, a to za sobom nosi odredene
nedostatke, kao S§to su: niska stabilnost, ireverzibilna precipitacija lekovite supstance,
visoki troSkovi proizvodnje, otezan i zahtevan transport i relativno nizak stepen
ponovljivosti, nizak sadrzaj lekovite supstance u samoj formulaciji, visok sadrzaj
surfaktanta koji mogu dovesti do potencijalne iritacije na nivou GIT-a, kao 1 mali broj
te¢nih farmaceutskih oblika za peroralnu primenu. Da bi se ovi problemi prevazisli,
poslednjih godina istrazivanja su usmerena ka razvoju cvrstih samo-dispergujucih
sistema (eng. solid self-emulsifying drug delivery systems (SSEDDS)). Ovi sistemi se
dobijaju prevodenjem te¢nih samo-emulguju¢ih sistema u prasak, od kojih ¢e se
proizvesti razli€iti ¢vrsti farmaceutski oblici. Te¢ni SEDDS mogu da se prevodu u
¢vrsto stanje bez uticaja na oslobadanje lekovite supstance, ili ¢ak mogu dovesti do
povecanja brzine i obima oslobadanja lekovite suspstance. Prema tome, SSEDDS
kombinuju prednosti SEDDS (poboljSane rastvorljivosti i bioraspolozivosti) sa
prednostima c¢vrstih farmaceutskih oblika (visoka stabilnost 1 reproduktivnost,
kompaktan oblik za doziranje, jednostavnost rukovanja i transporta, nizi troSkovi
proizvodnje, laksi prenos sa laboratorijskog na industrijski nivo, bolja prihvatljivost od
strane pacijenta) (Prajapati 1 Patel, 2007; Tang i sar., 2008). Nakon prevodenja tecnih u
¢vrste samo-dispergujuée sisteme mogu se dobiti suve emulzije, pelete, Cvrste
disperzije, mikrosfere, nanocestice, iz kojih se nakon toga mogu izraditi razli¢iti ¢vrsti
farmaceutski oblici kao §to su: tablete, kapsule, supozitorije, implanti (Tang i sar., 2008;
Attama 1 sar., 2003; Nazzal i Khan, 2006; Jannin i sar., 2008; Abdalla i Mader, 2007;
Katteboina i sar., 2009).
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3.1. Postupci za prevodenje tecnih samo-emulgujucih sistema u évrste
samo-emulgujuce sisteme

Velika paznja istrazivaca je usmerena na razvoj postupaka za prevodenje tecnih samo-
emulgujuc¢ih sistema u C¢vrste samo-emulgujuce sisteme. Kao najcesce koriséeni
postupci u literaturi se navode: adsorpcija na ¢vrst nosa¢, granulacija topljenjem,
ekstruzija 1 sferonizacija i1 direktno punjenje kapsula tecnim samo-emulgujué¢im

formulacijama.

Adsorpcija na ¢évrst nosaé

Adsorbovanje te¢ne samo-emulguju¢e formulacije na odredeni nosa¢ predstavlja
jednostepeni postupak, koji ukljuuje mesanje formulacije i nosaca, koris¢enjem
razli¢itth tehnika meSanja. Upotrebom novijih adsorbenasa, sa posebnim
fizickohemijskim karakteristikama (specificna aktivna povrSina, porozitet, hemijski
obradena povrSine itd.) kao nosaca za te€ne samo-emulguju¢e formulacije otvara se
veliki broj moguénosti poboljSanja 1 modifikovanja oslobadanja lekovite supstance.
Najces¢e koriS¢eni su razliCiti nosa¢i na bazi silicijum-dioksida, magnezijum-
aluminometasilikata, mikroporozni kalcijum-silikat, magnezijum-hidroksid, talk,
umrezeni povidon (krospovidon), karboksimetilceluloza i njeni derivati, metakrilna
kiselina 1 njeni derivati (Boltri 1 sar., 1997; Venkatesan i sar., 2005; Balakrishnan 1 sar.,
2009). UmreZeni polimeri na bazi derivata celuloze, na bazi metakrilne kiseline 1
povidona, osim sto dovode do povecanja brzine rastvaranja lekovite supstance,
sprecavaju ili usporavaju talozenje i precipitaciju lekovite supstance (Boltri i sar., 1997).
Upotrebom poroznih nosaca, visoke specificne povrSine, ostvaruje se dodatno
povecanje brzine rastvaranja slabo rastvorljivih lekovitih supstanci. Dobra ujednacenost
sadrzaja i visok stepen adsorbovanja su prednosti metode adsorbovanja na ¢vrst nosac
za dobijanje SSEDDS. Jedan od nedostataka je Sto se ovom metodom dobijaju
formulacije sa niskim sadrzajem lekovite supstance (Katteboinaa i sar., 2009; Milovi¢ i

sar., 2012).
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SuSenje raspr$ivanjem

Susenje rasprSivanjem je jedna od Siroko koris¢enih metoda prevodenja te¢nih SEDDS
u ¢vrste SEDDS. Ova metoda podrazumeva pripremu uzorka meSanjem lipidnih
ekscipijenasa, lekovite supstance i1 Cvrstog nosaca rastvorenog (dispergovanog) u
pogodnom rastvaracu (vehikulumu). Nakon toga vrSi se atomiziranje mesSavine i
rasprSivanje u komori za suSenje, pri ¢emu dolazi do isparavanja lako isparljivih
komponenti (npr. vode iz emulzije, ili koriS¢enog rastvaraca - vode, etanola, nekog
drugog organskog rastvarata) pod kontrolisanim uslovima temperature i protoka
vazduha. Prasak koji se dobija potom se moze tabletirati ili puniti u kapsule (Yi i sar.,
2008; Tang i sar., 2008; Tao i sar., 2008). Kao ¢vrsti nosa¢i za ovu namenu najéesée se
koriste silicijum-dioksid (Aerosil® 200, Pharma) suspendovan u etanolu (99,5 v/v)

(Balakrishnan i sar., 2009) ili dekstran 40 rastvoren u vodi (Y1 i sar., 2008).

Granulacija toplienjem

Granulacija topljenjem predstavlja proces u kome se granulacija praska postize
dodatkom sredstva za vezivanje koje se omekSava ili se topi na relativno niskoj
temperaturi. Ovaj postupak je pogodan zbog svoje jednostavnosti i zato Sto nije
potrebno koristiti rastvarafe, a osim toga moguce ga je izvoditi u jednom koraku.
Parametre koje treba kontrolisati su brzina i vreme meSanja 1 viskozitet otopljenog
sredstva za vezivanje. Kao sredstvo za vezivanje moze se Kkoristiti veliki broj
ekscipijenasa kao §to je grupa ekscipijenasa pod zaitiéenim nazivom Gelucire® (smesa
mono-, di- 1 triglicerida i estra polietilen glikola), lecitin, parcijalni gliceridi, polisorbati.
U svim slu¢ajevima ekscipijensi koji se koriste moraju biti polucvrste konzistencije na
sobnoj temperaturi. U literaturi se navodi da se ovom metodom u formulaciju moze
inkorporirati i do 80% lekovite supstance (Gupta i sar., 2001; Gupta i1 sar., 2002;
Verreck i Brewster, 2004; Seo i sar., 2003;).

Ekstruzija 1 sferonizacija

Ekstruzija i sferonizacija podrazumevaju: mesanje lekovite supstance i smese lipidnih
pomo¢nih materija, vlaznu granulaciju dodavanjem rastvora sredstva za vezivanje, a
nakon toga ekstruziju i sferonizaciju. Relativna koli¢ina vode i tecnog SEDDS koje se

koristi u ovom procesu imaju uticaj na raspodelu veli¢ina dobijenih peleta, hrapavost
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povrsine peleta i brzinu oslobadanja. Povecanjem udela vode u masi za ekstruziju,
najcesc¢e dolazi do sporije brzine oslobadanja lekovite supstance. Ovu tehniku
karakteriSe visok stepen inkorporacije lekovite supstance u formulaciji, uz izrazenu
ujednacenost sadrzaja (Newton 1 sar., 2001; Newton 1 sar., 2005; Jannin i sar., 2008;

Abdalla i sar., 2008; Iosio i sar., 2011).

Direktno punjenje u kapsule

Prednosti punjenja samo-dispergujucih sistema u kapsule su: jednostavnost proizvodnje
1 moguénost jednostavne promene doze lekovite supstance promenom volumena
punjenja kapsule. Ukoliko je samo-disperguju¢a formulacija te¢na, proces punjenja
kapsula je dvostepen i ukljucuje punjenje i zaptivanje kapsula bilo dodatnom zastitom
na spoju dva dela tvrde zZelatinske kapsule ili mikrosprej zaptivanjem (oblaganje kapsula
zaStitnim omotacem koriS¢enjem mikrospreja) (Jannin 1 sar., 2008). Punjenje polucvrste
samo-disperguju¢e formulacije u kapsule se vrsi u Cetiri koraka: zagrevanje smese
lipidnih pomo¢nih supstanci 20 °C iznad temperature topljenja smeSe pomocnih
supstanci, rastvaranje ili suspendovanje lekovite supstance u rastopu (rastvoru),
punjenje kapsula sa rastopom (rastvorom) i naknadno hladenje na sobnoj temperaturi.
Prilikom odabira lipidnih ekscipijenasa neophodno je wuzeti u obzir njihovu
kompatibilnost sa omota¢em kapsule. Spisak kompatibilnih te¢nih 1 poluc¢vrstih lipidnih

ekscipijenasa sa zidom tvrdih kapsula navode Cole i saradnici (Cole i sar., 2008).

Smrzavanje/hladenje raspr$ivanjem (eng. spray cooling)

Kod ovog postupka se sadrzaj koji je u teCnom agregatnom stanju rasprsuje pomocu
spreja u komoru za hladenje 1 u kontaktu sa hladnim vazduhom te¢ne kapljice prelaze u
¢vrste sferne Cestice koje potom padaju na dno komore i mogu da se skupljaju kao fini
prasak. Ovaj praSak se moZe koristiti za izradu tableta ili puniti u kapsule (Rodriguez i

sar., 1999; Cavallari i sar., 2005; Passerini 1 sar., 2006).

Liofilizacija

Liofilizacija se koristi za dobijanje ,,suvih emulzija® od ulja-u-vodi emulzija. Proces
zapocinje meSanjem lekovite supstance i samo-dispergujuceg nosaca i rastvaranjem u

zajednickom rastvaracu, nakon cega se vr§i zamrzavanje, a nakon toga sublimacija
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rastvaraca. Na kraju procesa se dobija liofilizat, fini prasak visokog poroziteta.
Usporeno hladenje i dodavanje amorfnih krioprotektora (npr. maltodekstrin) je jedan od
nacina da se poveca stabilnost nastalog liofilizata (Bamba 1 sar., 1995; El-Badry i Fathy;
2006).
Osim ovih opisanih postupaka u fazi istrazivanja se ispituju i druge metode za
prevodenje tecnih u ¢vrste samo-dispergujucée sisteme (Tang i sar., 2008; Katteboinaa i
sar., 2009; Cha i sar., 2012):

» primena superkriticnog fluida;
primena homogenizacije pod visokim pritiskom,;
metoda kapanja;

metoda o¢vr§¢avanja (metoda brzog hladenja otopljenog materijala);

vV V VYV V

oblaganje praska (peleta) u komori sa fluidiziraju¢im vazduhom.
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4. Adsorpcioni nosaci

Poslednjih godina veliki broj adsorpcionih nosaca prirodnog i sintetskog porekla
privlace sve viSe paznje zbog svoje biokompatibilnosti, prihvatljivih ekoloskih i
toksikoloskih osobina, velike mogucnosti za modifikaciju fizickohemijskih osobina,
jednostavnog dobijanja, visoke stabilnosti i relativno niske cene. Ovi nosaci su sli¢ne
hemijske strukture, najées¢e neorganskog porekla, a medusobno se razlikuju po
poroznosti struktura, specifinoj povrsini, veliini, zapremini i obliku pora kao i
mogucnosti funkcionalizacije povrSine. Adsorpcioni nosaci se danas Siroko koriste kao
pomocne supstance u formulaciji farmaceutskih oblika, sa ciljem da povecaju brzinu
rastvaranja lekovite supstance, a samim tim i bioloSku raspolozivost, ali i u formulaciji
preparata sa modifikovanim ili ciljanim oslobadanjem lekovite supstance u odredeno
tkivo. NajceScée se koriste u izradi ¢vrstih disperzija sa slabo rastvorljivom lekovitom
supstancom, ili kao adsorbensi za razliite lipidne formulacije (Malmsten, 2013,

Mamaeva i sar., 2013, Vallet-Regi i sar., 2007).

Porozni adsorbensi su hemijski najcesce silikatni nosaci ili nosaci na bazi kalcijum-
fosfata. Upotreba silikatnih nosaca pocinje pocetkom 21. veka, kada je prvi put jedan
sintetisani mezoporozni silikatni nosa¢, oznacen kao MCM-41, koris¢en za lokalnu
isporuku ibuprofena (Vallet-Regi 1 sar., 2001). Od tada, istraZivanja vezana za primene
ovih nosaca u razvoju sistema za isporuku lekovite supstance beleze pravu ekspanziju.
Razvijeno je viSe poroznih adsorpcionih nosaca kao Sto su MCM - 48, SBA
mezoporozni nosaci (SBA — 15, SBA — 1, SBA — 3, SBA — 16), HMS nosaci, MSU
nosaci (Taguchi i Schuth, 2005).

Adsorpcija lekovite supstance na nosa¢ moze biti fizicka ili hemijska (Rupprecht i Lee,
1988). Fizicka adsorpcija se ostvaruje zahvaljuju¢i Van der Waals-ovim silama,
vodoni¢nim vezama, kao i elektrostatickim silama, dok hemijska adsorpcija predstavlja
stvaranje novih kovalentnih veza izmedu adsorbensa 1 adsorptivnog materijala.
Adsorpcija leka na adsorbens sa velikom specifiénom aktivnom povr§inom povecava
kontaktnu povrSinu izmedu lekovite supstance i medijuma, Sto moZe potencijalno
povecati brzinu rastvaranja. Kada porozni hidrofobni nosac, na koji je adsorbovana

lekovita supstanca, dode u kontakt sa medijumom za ispitivanje brzine rastvaranja,
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oslobadanje lekovite supstance se deSava rastvaranjem lekovite supstance sa povrSine
nosaca i iz pora koje su ispunjene medijumom, kao i difuzijom lekovite supstance kroz
kanale koji su ispunjeni medijumom (Gurny i sar., 1981). Prema Neyes Whitney — evoj
jednacini brzina prenosa mase rastvorenih cCestica u kontinualnu fazu tj. brzina
rastvaranja lekovite supstance direktno je proporcionalna specifi¢noj aktivnoj povrsini

adsorpcionog nosaca (formula 4.1.).
dm/dt=DACs/h 4.1)

gde je (Serajuddin, 2007):

dm/dt — brzina prenosa mase/brzina rastvaranja;

D — koeficijent difuzije;

A — povrsina Cestica koje se rastvaraju (specifi¢na aktivna povrSina);
Cs — koncetracija Cestica na grani¢nom sloju;

h — visina grani¢nog sloja.

Postoji moguénost da lekovita supstanca nakon adsorpcije u manjem ili ve¢em obimu
prede iz kristalnog u amorfni oblik, prilikom ¢ega se brzina rastvaranja u najvecem
broju slucajeva povecava. Nakon adsorpcije vodenog/nevodenog rastvora lekovite
supstance, moguc je 1 suprotan proces, naknadna kristalizacija, §to dovodi do smanjenja

brzine rastvaranja.

Noviji sintetski, amorfni, porozni nosaci se sastoje od magnezijum-aluminometasilikata
(poznati pod komercijalnim nazivom Neusilin®, Fuji Chemical Industry Co., Ltd, Japan)
kao i od silicijum-dioksida (poznati pod komercijalnim nazivom Sylysia®, Fuji Sylysia
Chemical, Japan). Navedeni nosaci se danas intenzivno istraZzuju zbog prihvatljivih
bioloskih 1 toksikoloskih osobina, ali pre svega zbog velike specificne povrSine i
potencijalne mogucnosti za povecanje brzine rastvaranja nisko rastvorljivih lekovitih
supstanci, kao 1 zbog mogucnosti za adsorbovanje velike koli¢ine te¢nih lipidnih

formulacija (Milovic i sar., 2012; PlanisSek i sar., 2011).

Neusilin® predstavlja multifunkcionalni ekscipijens koji se moze koristiti za izradu
tableta postupkom direktne kompresije, kao i postupkom vlazne granulacije. Siroko se
koristi u formulaciji tableta, praSkova, granula i kapsula. U svom sastavu sadrzi 29,1-
35,5% Al,O3; 11,4-14% MgO 1 29,2-35,6% SiO, racunato na suvi ostatak. Prakti¢no je
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nerastvorljiv u vodi i etanolu. U specifikacijama proizvodaca se navodi da je Neusilin®™
bezbedan za peroralnu primenu, bez izvesStaja o nezeljenim reakcijama. Magnezijum-
aluminometasilikat oficinalan je u Americkoj 1 Japanskoj farmakopeji. FDA 1 USP 38 -
NF 33 ne daju maksimalne granice za peroralnu primenu ovog ekscipijensa
(Elektronska baza podataka ii; USP 38 - NF 33; Japanska farmakopeja). Za razliku od
toga u Japanu je dozvoljena upotreba Neusilin®-a, koji pokazuju bazne osobine, kao
antacida do 4 g dnevno i upotreba razligitih Neusilin®-a kao pomoénih supstanci u
preparatima za peroralnu primenu do 1,05 g (Elektronska baza podataka i7). Neusilin®-i
poseduju veliku specifiénu povrsinu (110-300 m?/g; Tabela 4.1.), pa samim tim i
moguénost za adsorpciju velike koli¢ine tecnosti (ulja ili vode). Osnovne karakteristike

pojedinih vrsta Neusilin® nosaga date su u tabeli 4.1.

Prilikom adsorpcije lekovite supstance na razli¢ite Neusilin® nosage dolazi do stvaranja
vodoni¢nih veza izmedu silanolnih grupa nosaca i razli¢itih proton-donorskih grupa
lekovite supstance. Kada je lekovita supstanca lako rastvorljiva u medijumu, pomocu
koga se nanosi na povrSinu adsorbensa, nakon adsorpcije rastvorena lekovita supstanca
ée u zna¢ajnoj meri difundovati na povrsinu Neusilin® nosada, prilikom &ega ée se
formirati veliki broj vodoni¢nih veza. Kada se lekovita supstanca sa relativno niskom
rastvorljivoséu u medijumu nanosi na povrsinu Neusilin® nosaga rastvorena lekovita
supstanca ne moze lako da difunduje do povrSine, zbog Cega se stvara znatno manji broj
vodoni¢nih veza. Zbog toga prilikom adsorbovanja lekovitih supstanci uz pomo¢
medijuma u kome je data supstanca loSe rastvorljiva, kristalizacija ¢e biti dominantni
mehanizam koji dovodi do smanjenja brzine rastvaranja leka tokom cuvanja (Wen,

2007).
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Izgled

Kiselo-bazne osobine

Rastvorljivost u vodi

Stepen Cistoce (%)
Gubitak susenjem (%), 110 °C,
7h

Nasipna gustina (g/ml)
Tapkana gustina (g/ml)
Specifi¢na gustina (g/ml)
Prosecna veli¢ina Cestica (um)
Specifi¢na povriina (m?/g)
Nasipni ugao (°)
Kapacitet adsorpcije ulja (ml/g)

Kapacitet adsorpcije vode (ml/g)

Kapacitet adsorpcije kiseline
(ml/g)

pH (4% rastvora)

Sredstvo za dopunjavanje u
¢vrstim farmaceutskim oblicima
(%)

Vezivno sredstvo, sredstvo za
raspadanje u tabletama (%)

Sredstvo za klizanje, antiadheziv
(%0)
Adsorpciono sredstvo u

formulaciji ¢vrstih farmaceutskih
oblika (%)

Stabilizator suspenzija (%)
Uguséivac (%)

Komponenta ¢vrste disperzija,
SSEDDS (%)

Neusilin®

UFL2
Beo
prasak

Neutralan Neutralan

niska

>95
<7

0,06-0,11

Neusilin®
US2
Bele

granule

niska

>95
<7

0,13-0,18

0,10-0,17 0,16-0,22

2,2
3,1
300
45
2,7-3,4
2,4-3,1
>210

6-8

30-90

1-10

0,5-5

30-50

1-5
5-15

20-50

2,2
106
300
30
2,7-3.4
2,4-3,1
>210

6-8

30-90

30-50

5-15

20-50

Neusilin®

FL2
Beo
prasak

Bazan

niska

>95
<5

0,15-0,19
0,22-0,20
2,2
150
45
1,5
1,3
>210

8,5-10

5-15

Neusilin®

Sl
Bele
granule

Bazan

visoka

>95
13-20

0,30-0,37

0,36-0,43

2,0
112
110
30

1,3

>210

8,5-10

30-90

5-20

Opsti deo

Neusilin®
S2
Bele
granule

Bazan

niska

>95
<5
0,29-0,37
0,34-0,42
2,2
115
110
30
1,4
1,2

>210

8,5-10

30-90

5-20
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Sylysia® nosa&i predstavljaju amorfni silicijum-dioksid visokog stepena &istoée i
visokog poroziteta, koji se Siroko koristi u farmaceutskoj, prehrambenoj, kozmetickoj
industriji, industriji boja, plastike. Nalazi se na FDA listi neaktivnih sastojaka hrane i
lekova (GRAS status). Japansko ministarstvo zdravlja navodi da je ova pomocna
supstanca bezbedna za ljudsku primenu. Koristi se kao sredstvo za zastitu preparata od
vlage, antiadheziv, lubrikans, sredstvo za klizanje, sredstvo za podeSavanje viskoziteta,
sredstvo za geliranje. Takode, ovi nosaci se usled svoje visoke specifi¢ne povrSine (300-
700 m*/ g; Tabela 4.3.), poslednjih godina sve viSe istrazuju (Elektronska baza podataka
iv). Karakteristike odredenih komercijalnih nosaca iz grupe Sylysia® predstavljene su u
tabeli 4.2. i tabeli 4.3.

Tabela 4.2. Opste karakteristike nosaca tipa Sylysia® (Elektronska baza podataka iv)

Prosecna veli¢ina Cestica (um) 3,1-20,0
Gustina (Ibs/ft®) 7,5-11,0
Adsorpcija ulja (Ibs/100 Ibs) 190 -310
pH 6-8

Srednja velic¢ina pora (ml/g) 1,25 -1,60
Sadrzaj SiO, 99,5% min

Cistoéa 94% min
Gubitak susenjem (145°C, 4 h) 5,0 % max

Tabela 4.3. Fizicke karakteristike pojedinaénih tipova Sylysia® nosada (Elektronska

baza podataka iv)

Komercijalni Srednja veli¢ina Specifi¢na Velicina pora Zapremina pora
naziv Cestica (um) povriina (m’/g) (nm) (ml/g)

Sylysia® 320 1,6 300 Nema podataka ~ Nema podataka

Sylysia® 350 3,9 300 21,0 1,60

Sylysia® 470 14,1 300 17,0 1,25

Sylysia® 440 6,2 300 17,0 1,25

Sylysia® 740 5,0 700 2,5 0,44
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Brzina rastvaranja nisko rastvorljivih lekovitih supstanci adsorbovanih na pomenute
nosace je obi¢no veca u odnosu na brzinu rastvaranja same lekovite supstance. Veca
specificna povrsSina nosaca obi¢no znaci vecu kontaktnu povrsinu izmedu adsorbovanog
materijala 1 medijuma u kome se vrsi ispitivanje, Sto bi trebalo da vodi vecoj brzini
rastvaranja, medutim to nije uvek slucaj. Hidrofobne interakcije lekovite supstance sa
adsorbensom, kao i stvaranje vodonic¢nih veza, obi¢no dovode do nastanka amorfnog
oblika lekovite supstance, koji skoro uvek pokazuje brze rastvaranje u odnosu na
kristalni oblik (Salonen i sar., 2005). Takode, nemoguc¢nost obrazovanja kristalne
reSetke unutar pora adsorbensa, usled malog prostora i jakih interakcija dovodi do
stvaranja molekulske disperzije lekovite supstance, unutar pora koja je dostupna za brzo
ispiranje medijumom. Medutim, ukoliko dode do hemijske adsorpcije, stvaranjem
hemijskih veza izmedu lekovite supstance i adsorbensa, kao i naknadne kristalizacije
lekovite supstance na povrSini adsorbensa, brzina i obim rastvaranja lekovite supstance

mogu biti znatno smanjeni (Wen, 2007).

U novije vreme, pored prethodno navedenih silikatnih nosaca sintetskog porekla, sve
viSe se razmatra upotreba dijatomitnih mikrokapsula ili dijatomita kao prirodnih
poroznih nosa¢a za razliite lekovite supstance (Aw 1 sar., 2011). Dijatomiti
predstavljaju skelet jednocCelijskih fotosintetickih algi sa kompleksnom 3D
mikrostrukturom 1 multifunkcionalnim karakteristikama. Visoko uredena porozna
struktura velike specifi¢ne povrSine, prisustvo reaktivnih silanolnih grupa na povrSini,
koje omogucavaju laku funkcionalizaciju, biokompatibilnost i niska toksi¢nost, kao i
Siroka dostupnost dijatoma, ¢ine njihovu frustulu (dijatomite) atraktivnim materijalom
za razvoj sistema za isporuku lekovitih supstanci. Dijatomiti se sastoje od 92%
amorfnog silicijum-dioksida (Si0;), 1-3% aluminijum-oksida (Al,O3), 0,5-1%
gvozde(Ill)oksida (Fe,03), 0,1-0,3% magnezijum-oksida (MgO), 0,2-0,5% kalcijum-
oksida (CaO), 0,07-0,1% kalijum-oksida (K,O), sa tragovima titan-dioksida (TiO,) i
fosfor(V)oksida (P,0Os) (Yu i sar., 2009).

Dijatomiti poseduju kombinaciju strukturnih, mehanickih 1 hemijskih karakteristika koje
mogu da posluze za prevazilazenje uobiCajenih prepreka na koje se nailazi

formulisanjem konvencionalnih terapijskih sistema. Njihova specifi¢na povrSina iznosi
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30,9 m*/g, volumen pora 0,052 ml/g, a dijametar pora 13,6 nm (Sumper i Brunner,

2006).

Prirodni dijatomiti poseduju nekoliko prednosti u odnosu na sintetske silika nosace:
karakteristicnu strukturu sa Supljom 1 velikom sredinom i prisustvo mikro- i
makroporoziteta, odlicnu biokompatibilnost, posedovanje povrsine koja se lako moze
modifikovati, netoksi¢nost, nisku gustinu i sposobnost imitacije prirodnih konstituenata
kostiju kao 1 imitacije medicinskog implanta. Velika prednost dijatomita u odnosu na
sintetske nosaCe je ta da se za njihovo dobijanje ne koriste toksicni rastvaraci i
jedinjenja, ve¢ se dobijaju jednostavnim preciS€avanjem dijatomejske zemlje, koja je
dostupna u velikim koli¢inama u rudarskoj industriji (Sumper i Brunner, 2006; Yu i

sar., 2009; Milovi¢ i sar., 2014).
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5. Procena permeabilnosti lekovite supstance kroz
membranu gastrointestinalnog trakta

Permeabilnost lekovite supstance je, pored rastvorljivosti i brzine rastvaranja iz
farmaceutskog oblika, najznacajniji faktor koji uti¢e na resorpciju lekovite supstance, a
samim tim i na bioloSku raspolozivost 1 raspodelu lekovite supstance u organizmu

(Lipka i Amidon, 1999).

Pod permeabilnoscéu lekovite supstance podrazumeva se njena sposobnost da prode kroz
bioloske membrane. Prema podacima Evropske agencije za lekove (EMA) supstanca se
smatra dobro permeabilnom ukoliko je ispitivanjima kod ljudi pokazano da je njen
stepen resorpcije veci od 85%, odnosno ukoliko se najmanje 85% nepromenjenog leka

izlu¢i urinom (EMA, 2010).

Ukupnoj permeabilnosti lekovite supstance doprinose svi putevi prolaska lekovite

supstance kroz membranu, odnosno mehanizmi resorpcije (Smetanova i sar, 2011):

pasivna difuzija, paracelularno;

pasivna difuzija, transcelularno;

pasivna difuzija uz uces¢e nosaca (olakSani transport);
aktivni transport;

efluksni transporteri;

YV V. V V V VY

metabolizam prvog prolaza u crevima pracen resorpcijom lekovite supstance 1
njenih metabolita;

» transcitoza posredovana receptorom.

S obzirom na to da su Celijske membrane lipidne strukture, najveéi broj lekovitih
supstanci se resorbuje transcelularno, mehanizmom pasivne difuzije. Ovo podrazumeva
transport liposolubilnih lekovitih supstanci kroz polupropustljivu membranu u pravcu
koncentracionog gradijenta, sa mesta ve¢e na mesto manje koncentracije, odnosno iz
vancelijskog u unutarcelijski prostor, do trenutka kada se stvori ravnoteza i
koncentracije lekovite supstance se izjednace. Naime, molekul lekovite supstance se
prvo rastvori u lipidnoj membrani u zavisnosti od liposolubilnosti 1 koeficijenta lipidno-

vodene raspodele, zatim napusta lipidnu membranu i rastvara se u vodenoj sredini u
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unutrasnjosti ¢elije. Nakon toga lekovita supstanca prolazi kroz drugu membranu usled
generisanja novog koncentracionog gradijenta i na taj nacin prelazi iz unutarcelijskog
prostora u krvotok. Pokazano je da supstance sa vrednosc¢u log D u opsegu od 0 do 3,
predstavljaju idealne kandidate za prolazak lekovite supstance mehanizmom pasivne
difuzije, procesom koji je determinisan permeabilnos¢u. Vrednosti log P ili log D koje
su manje od 0 odgovaraju hidrofilnim molekulima, koje karakteri§e mala permeabilnost.
Medutim, vrednosti ovih parametara iznad 3 su karakteristicne za izrazito liposolubilne
lekovite supstance usled ¢ega njihova raspodela izmedu celijske membrane 1 okolnog
prostora (vodene sredine) ograni¢ava permeaciju lekovite supstance kroz enterocite

(Navia i Chaturvedi, 1996).

Joni nisu liposolubilni i ne prolaze kroz membranu, ali ve¢inu lekovitih supstanci ¢ine
elektroliti, slabe kiseline ili slabe baze, pa pKa lekovite supstance i pH na mestu
resorpcije odreduju stepen jonizacije, tj. koli¢inu nejonizovane lekovite supstance koja
¢e se resorbovati. Pored liposolubilnosti, transport lekovite supstance kroz zid
intestinalnog lumena procesom pasivne difuzije, zavisi od veli¢ine molekula

(molekulske mase), kao 1 mogucnosti za gradenje vodoni¢nih veza.

Kao S$to je ve¢ naglaseno, stepen 1 obim resorpcije lekovite supstance iz
gastrointestinalnog trakta zavise od dva kljuéna faktora - rastvorljivosti i
permeabilnosti. Dobra rastvorljivost lekovite supstance u vodenoj sredini
gastrointestinalnog trakta je skoro uvek preduslov za dobru bioraspolozivost lekovite
supstance nakon peroralne primene. Medutim, tokom izrade formulacija u kojima se
povecava rastvorljivost lipofilnih supstanci, moze do¢i do promene permeabilnosti,
odnosno uticaja na resorpciju (Dahan i Miller, 2012). Prilikom poveéanja brzine
rastvaranja lekovite supstance, naj¢esce dolazi do formiranja struktura koje su vece od
molekula same lekovite supstance. Veli¢ina Cestica je vazan faktor koji utiCe na
resorpciju lekovite supstance, narocito onih koji su loSe rastvorljive u vodi ili bioloskim
teCnostima (Pokrajac, 2008). Kao posledica formiranja struktura koje su veée od
molekula same lekovite supstance, potencijalno moZe nastati problem sa
permeabilnoS¢u ovakvih formulacija. Samo-dispergujuci sistemi u GIT-u dovode do
formiranja mikro-, nano-, ili grubih emulzija, ili stvaranja micela. Nastali koloidni

nosaci najces¢e dovode do znacajnog povecanja brzine rastvaranja i rastvorljivosti, ali
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frakcija slobodne lekovite supstance koja prolazi kroz membranu je smanjena.
Smanjena frakcija slobodne lekovite supstance dovodi do smanjenja koncentracionog
gradijenta koji je termodinamicka pokretacka sila za njen prolaz kroz membranu. Zato
se smanjenje permeabilnosti sa povecanjem rastvorljivosti moze pripisati uticaju
slobodne frakcije lekovite supstance, odnosno moze se posmatrati kao ,,protiv usluga®.
Istrazivanja pokazuju da do smanjenja permeabilnosti lekovite supstance iz formulacije
samo-dispergujuc¢ih sistema, najceS¢e dolazi pri koncentraciji povrSinski aktivnih
materija iznad kriticne micelarne koncentracije. Medutim, odredeni surfaktanti mogu
uticati na permeabilnost usled interakcija sa membranom dovodeé¢i do poveéanja
propustljivosti, ili inhibicijom efluksnih transportera. Iz tog razloga, pri formulaciji
preparata Ciji je osnovni cilj povecanje brzine rastvaranja i rastvorljivosti, treba utvrditi
kako povecanje brzine rastvaranja i rastvorljivosti uti¢e na permeabilnost same lekovite
supstance. Cilj razvoja formulacija, sa nisko rastvorljivim lekovitim supstancama, treba
da bude uspostavljanje kompromisa izmedu povecanja brzine rastvaranja i
rastvorljivosti sa jedne i permeabilnosti sa druge strane, bez obzira na frakciju slobodne
lekovite supstance, kako bi ukupni efekat primene ovakvih formulacija bio povecanje
bioloske raspolozivosti lekovitih supstanci (Lobenberg i Amidon, 2000; Dahan 1 Miller,

2012).

Testovi za procenu permeabilnosti lekovite supstance se mogu podeliti u tri velike
kategorije: in vitro, in vivo 1 in silico testovi.
» In vitro testovi:
e Crne lipidne membrane (eng. Black lipid membrane (BLM)) (Avdeef,
2003; Mueller i sar., 1962);
e Primena mikrofiltera (Thompson 1 sar., 1982; Cools 1 Jansen, 1983)
e PAMPA test (eng. Parallel artificial membrane permeability assay)
(Miller i sar., 2012; Dahan i Miller, 2012);
e DAMPA test (emg. Double artificial membrane permeability assay)
(Kataoka i sar., 2014);
e Primena celijskih kultura (Caco-2 ¢elije, MDCK ¢elije, TC-7, HT29-
MTX, 2/4/A1, T-84, LLC-PK1, A549) (Smetanova i sar., 2011; Breemen
1 Li, 2005; Grassi 1 sar., 2007; Irvine i sar., 1999)

e Ispitivanja na vre¢icama od creva zaba (Trapani i sar., 2004).
41



Doktorska disertacija Opsti deo

» Invivo testovi:
e Log-I-Gut testovi (Intubaciju humanim dobrovoljcima, uz pomo¢
savitljive sterilne cevi) (Lennernas i sar., 1992; Lipka i sar., 1998);
e [spitivanje na pacovima (Fagerholm i sar., 1996; Kale i sar., 2007);
e Farmakokineticke studije na ljudima (odredivanje apsolutne bioloske
raspolozivosti; studije balansa mase (eng. Mass Balance Studies) (Roffey
isar., 2007).
» In silico metode podrazumevaju primenu odredenih kompjuterskih programa,
kao Sto su:
e GastroPlus™ softver (ACAT model) (Grbi¢, 2011);
° Simcyp® softver (ADAM model) (Jamei i sar., 2009; Kostewicz i sar.,
2014);
e PK-Sim® softver; Cloe® PK softver; Cloe® HIA softver;
INTELLIPHARM® PKCR softver (modeli dinamickog tipa) (Willmann 1
sar., 2003; 2004; Kostewicz i sar., 2014);
e Upotreba molekulskih deskriptora (SMILES® kompjuterski program)
(Stenberg i sar., 2002).
U nastavku ovog poglavlja bi¢e prikazane karakteristike nekih od testova za procenu
permeabilnosti lekovite supstance, koji se cesto koriste u razvoju formulacije

farmaceutskih oblika za peroralnu primenu.
5.1.1n vitro testovi za procenu permeabilnosti

Kao rezultat sticanja novijih saznanja o razliitim aspektima intestinalne resorpcije 1
potrebe da se proceni uticaj razli¢itih faktora na resorpciju lekovite supstance, a sa
ciljem da se smanje ispitivanja na ljudima i Zivotinjama, stalno se razvijaju i unapreduju
in vitro modeli za procenu resorpcije lekovite supstance. /n vitro modeli, kao $to su
monoslojevi Caco-2 ¢elija poreklom iz humanog kolorektalnog adenokarcinoma 1
epitelne cCelije bubrega koker Spanijela - MDCK ¢elije (eng. Mardin-Darby canine
kidney), Siroko se koriste sa veoma velikim uspehom u predvidanju resorpcije lekovite
supstance nakon peroralne primene kod ljudi (Kataoka i sar., 2014). Zbog odredenih
prednosti, sve ve¢i znacCaj imaju necelijske in vitro metode, koje podrazumevaju

primenu vestackih membrana.
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5.1.1. Primena Caco-2 ¢elije u proceni permeabilnosti lekovite
supstance

Caco-2 kultura celija dobija se od humanih epitelnih celija kolorektalnog
adenokarcinoma. Tokom kultivisanja i diferencijacije ovih ¢elija formiraju se Cvrste
veze, tako da ovim modelom moZe proceniti paracelularni prolazak ispitivanih
supstanci. Pored toga, dolazi do eksprimiranja transportnih proteina, efluksnih proteina i
enzima druge faze metabolizma, pa moze posluziti za modeliranje razli¢itih
transcelularnih puteva, kao i za metaboli¢ke transformacije ispitivanih supstanci. Caco-
2 ¢elijski monosloj imitira crevni epitel, $to je 1 pokazano razli¢itim studijama. Jedna od
funkcionalnih razlika izmedu normalnih i Caco-2 ¢elija je nedostatak ekspresije
citohrom P450 izoenzima, posebno CYP3A4, koji je normalno prisutan u crevima u
visokom procentu. Ipak, njegova povecana ekspresija moze biti indukovana tretiranjem
Caco-2 celija vitaminom D3 (Smetanova i sar., 2011; Breemen i Li, 2005; Dahan 1 sar.,

2010).

Brojne sli¢nosti Caco-2 ¢elija sa enterocitima omogucavaju koriS¢enje ovog in vitro
modela za predvidanje resorpcije lekovite supstance, putem vise razli¢itih mehanizama
kao Sto su pasivna difuzija (transcelularno i paracelularno), pomocu nosaca (aktivni
transport, olakSana difuzija, efluks lekovite supstance) 1 transcitoza posredovana
receptorom. Takode, studijama koje su izvedene koriS¢enjem Caco-2 monosloja
pokazan je visok stepen korelacije izmedu vrednosti dobijenih ovom metodom 1
vrednosti za humanu resorpciju, $to joj daje znacajnu prednost u proceni permeabilnosti
lekovitih supstanci (Smetanova i sar., 2011; Breemen i Li, 2005; Gershanik 1 sar.,

2000).

Ono §to je nedostatak ove metode jesu troskovi kultivisanja ¢elija 1 dugo vreme trajanja
testa, kao 1 velika varijabilnost u rezultatima dobijenim u razli¢itim laboratorijama i sa
¢elijama koje pripadaju razli¢itim celijskim linijjama (Prieto 1 sar., 2010). Takode, na
Caco-2 celijama se ne mogu eksprimirati svi transportni sistemi koji su prisutni u
enterocitima, pa se ne moze odredivati permeabilnost supstanci koje su supstrati takvih

transportera (Hilgendorf 1 sar., 2007).
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5.1.2. Primena PAMPA testa u proceni permeabilnosti lekovite
supstance

Prvi sistem za procenu permeabilnosti lekovitih supstanci zasnovan na primeni PAMPA
modela (eng. Parallel Artificial-Membrane Permeability Assay) osmisSljen je u
kompaniji Hoffmann-La Roche (Kansy 1 sar., 1998). PAMPA predstavlja brz, jeftin 1
jednostavan metod, kojim se moze ispitati permeabilnost lekovitih supstanci pasivhom
difuzijom transcelularno. Simulacija bioloskih membrana postize se adekvatnim
odabirom rastvaraca i supstanci od kojih se formira veStatka membrana. Dugi niz
godina PAMPA test se koristi za procenu permeabilnosti novosintetisanih lekovitih
supstanci, a tek poslednjih godina je ova metoda pocela da se istrazuje kao metoda za
procenu permeabilnosti lekovite supstance iz farmaceutskih oblika (Dahan i sar., 2010;

Dahan i Miller, 2012).

Sistem za ispitivanje permeabilnosti primenom PAMPA testa se sastoji iz 96 ,,bazena*
(odeljaka) donorske i1 akceptorske ploce. Dno bazena akceptorske ploce izradeno je od
hidrofilnog poliviniliden difluorida (PVDF), koji ima ulogu nosaca veStacke membrane.
Donorski odeljak sadrzi rastvor/suspenziju ispitivane supstance u pogodnom rastvaracu
(vehikulumu), a akceptorski odeljak sadrzi samo rastvara¢ (vehikulum). Spajanjem
donorskog i akceptorskog odeljka formira se PAMPA ,sendvi¢” u kome se odvija
difuzija ispitivane supstance kroz veStatCku membranu u pravcu gradijenta
koncentracije - iz donorskog u akceptorski odeljak (Slika 5.1.). U ovom ispitivanju se
meri sposobnost lekovite supstance da difunduju iz bazena donorske u bazene
akceptorske ploce kroz vesStacku lipidnu membranu koja predstavlja alternativu

membrani gastrointestinalnog trakta (Shahbazi 1 Santos, 2013).
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Slika 5.1. Sema modela za izvodenje PAMPA testa.

PAMPA test 1 Caco-2 monosloj ¢elija su razli€iti sistemi u tom smislu $to prvi imitira
samo pasivni transcelularni transport leka, dok Caco-2 u odredenom stepenu oponasa
dodatne mehanizme kao $to su transport leka paracelularno (kroz ¢vrste veze izmedu
¢elija), aktivni transport preko transportera, kao i efluks leka dejstvom P-glikoproteina.
Stoga se idealna korelacija izmedu permeabilnosti veStacke membrane 1 Caco-2
monosloja ne moze ocekivati. Medutim, s obzirom na to da se vecina lekovitih
supstanci resorbuje pasivnim (ili delimi¢no pasivnim) transcelularnim transportom,
odredeni stepen korelacije izmedu ovih sistema postoji. To je 1 potvrdeno brojnim
studijama. Jedna od njih utvrdila je visok stepen korelacije, izmedu rezultata PAMPA
testa 1 ispitivanja na Caco-2 Celijama, gde je u PAMPA testu ispitivanje vrSeno na pH
vrednosti 7,4, a koriS¢eno je 49 model lekovitih supstanci. Kao prednost PAMPA testa
istaknut je veliki kapacitet modela (96 bazena za simulaciju transporta), a veStacka
membrana je potencijalno dostupnija za procenu u Sirem opsegu pH vrednosti u odnosu
na Caco-2, Sto obezbeduje bolju pokrivenost crevnog opsega pH vrednosti (Zhu 1 sar.,

2002).

S obzirom na to da se pomoc¢u Caco- 2 monosloja predvida pasivni 1 aktivni transport
istovremeno, informacije dobijene njegovom primenom ne mogu se lako tumaciti bez
rezultata PAMPA testa izvedenog sa istom lekovitom supstancom. Moze se zakljuciti da
su ova dva testa komplementarna i trebalo bi ih paralelno koristiti za procenu
permeabilnosti lekovitih supstanci pasivnim i aktivnim transportom. Ovi testovi danas

pronalaze primenu u proceni permeabilnosti leka iz formulacije (Kerns i sar., 2004).
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Generalno, rezultati objavljeni u literaturi ukazuju na dobru korelaciju izmedu rezultata
dobijenih primenom PAMPA testa i koriS¢enjem Caco-2 ¢elija, kao i primenom
PAMPA testa 1 in vivo studija. Ovo ukazuje na potencijalnu mogucénost da se PAMPA
test koristi za simulaciju in vivo koncentracija lekovite supstance u zavisnosti od
vremena i kao test permeabilnosti za biofarmaceutsku klasifikaciju lekovitih supstanci
kada je on u ranoj fazi otkri¢a (Sugano i sar., 2003).

Kao kljucne prednosti PAMPA testa izdvajaju se sledece karakteristike (Shahbazi i
Santos, 2013; Augustijns 1 Brewster, 2007):

» jednostavan 1 brz test za procenu permeabilnosti lekovite supstance
transcelularnim pasivnim transportom;

» dobra korelacija izmedu podataka dobijenih primenom PAMPA testa i in vivo
intestinalne resorpcije lekovitih supstanci koje se resorbuju pasivnim putem;

» krace trajanje u poredenju sa in vivo modelima i in vitro modelima sa ¢elijskim
kulturama, pri ¢emu je moguénost predvidanja resorpcije sli¢na kao kod primene
Caco-2 celija;

» ne spada u skupe tehnike;

» mogucnost ispitivanja uticaja pH na permeabilnost, podesavanjem pH rastvora
koji se koristi u ispitivanju;

» mogucnost automatizacije procesa.

Medutim, PAMPA test ima i odredene nedostatke (Shahbazi 1 Santos, 2013; Augustijns
1 Brewster, 2007):

» nemogucénost predvidanja resorpcije lekovitih supstanci preko transportera,
efluksnih sistema 1 paracelularnom difuzijom, odnosno aktivnim 1
paracelularnim transportom;

» nema intracelularnog rastvora, ne odrazava uticaj intracelularnog pH na

supstance koje jonizuju.

Zbog nepostojanja standardnog PAMPA modela za procenu permeabilnosti lekovite
supstance, u svetu se istrazuju razli¢iti modeli. Grupa nau¢nika iz Japana, Sugano i sar.
(2001) proucavali su korelaciju izmedu bio-mimetickog PAMPA modela (sadrzi sastav
lipida sli¢an sastavu Cetkastog pokrova membrane ¢elija intestinuma) u kombinaciji sa

odredenom matematic¢kom funkcijom i vrednosti za humanu intestinalnu permeabilnost,
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na 18 lekovitih supstanci koje su posluzile kao model. Mikrofilter Roche-ovog modela
je impregniran rastvorom lecitina iz jaja u dodekanu. Rezultati studija sprovedenih u
Roche-u pokazali su da postoji korelacija izmedu koeficijenata permeabilnosti dobijenih
PAMPA testom i vrednosti permeabilnosti u organizmu za supstance koje prolaze
mehanizmom pasivne difuzije. Postoji i nekoliko modifikacija kao Sto su Novartis-ov
PAMPA model (polikarbonatni filteri impregnirani heksadekanom) (Wohnsland i
Faller, 2001), Chugai model (membrana impregnirana rastvorom smesSe fosfolipida u
1,7-oktadienu) (Sugano i sar., 2001), model Aventis-a (specijalni hidrofilni filteri sa
malom mo¢i vezivanja proteina u medijumu dobijenom rastvaranjem lecitina iz jaja u
dodekanu) (Zhu i sar., 2002) i pION modeli (sistem sli¢an Roche-ovom, sa odredenim
izmenama 1 moguénoséu odredivanja vremena zadrzavanja u membrani; za

impregnaciju su kori$¢ene razli¢ite mesavine lipida) (Avdeef i sar., 2001).

PAMPA test se dugi niz godina koristio u proceni permeabilnosti novosintetisanih
lekovitih susptanci, a tek poslednjih godina dobijeni su obecavajuéi rezultati u
ispitivanju permeabilnosti lekovite supstance iz razliitih farmaceutskih oblika 1

savremenih nosaca.

5.1.3. Primena DAMPA testa u proceni permeabilnosti lekovite
supstance

Iz potrebe da se unapredi i da se prevazidu neki od nedostataka PAMPA testa, kao i1 da
se izbegne koriS¢enje celijskog modela, Caco-2 monosloja, grupa naucnika iz Japana
osmislila je tzv. DAMPA test (eng. Double artificial membrane permeability assay), a
prvi rezultati ovog testa objavljeni su 2014. godine (Kataoka i sar., 2014). Naime, kod
PAMPA testa supstance prolaze kroz jedan lipidni sloj. Kada jedinjenje prolazi kroz
¢elijsku membranu transcelularno postoje dva procesa permeacije:

» kroz spoljasnju membranu u intracelularni prostor;

» iz intracelularnog prostora kroz unutras§nju membranu.
PonaSanje, odnosno difuzija nejonizovanih supstanci kroz jednu veStacku membranu
moze simulirati resorpciju iz gastrointestinalnog trakta, Sto je slu¢aj kod PAMPA testa.
S druge strane, smatra se da intracelularni pH (fizioloski pH 7,4), uti¢e na permeaciju

jonizovanih supstanci iz intracelularnog prostora kroz spoljasnju membranu. Stoga, za
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predvidanje intestinalne permeabilnosti jonizovanih jedinjenja treba razmotriti ovaj
uticaj 1 to je bio cilj izvedenog DAMPA testa. Kataoka i sar. ispitivali su permeabilnost
20 lekovitih supstanci, kiselih 1 baznih, primenom DAMPA testa na fizioloSkom pH
(spoljasnji 6,5; intracelularni i unutraSnji 7,4) (Slika 5.2.). Dobijeni rezultati ukazuju na
to da je permeabilnost svih 20 ispitivanih supstanci u dobroj korelaciji sa izracunatim
faktorom koji pokazuje njihovu permeabilnost in vivo. Za sada je utvrdeno da DAMPA
model, kao simulacija celijskog modela, u kombinaciji sa odredenim matematickim
funkcijama, moZe da zameni Caco-2 monosloj Celija kako bi se skratilo vreme

izvodenja i smanjili troSkovi vezani za kultivisanje ¢elija (Kataoka i sar., 2014).

e i
! Dupla vestatka membrana
1
LA vestatke
’,..e"' membrane “"\_“ intracelularni

\-:;. / prostor
= =

Lo VR e Apikalna strana Bazalna strana
Apikalna strana Bazalna strana e

Slika 5.2. Sema modela za izvodenje DAMPA testa (prilagodeno iz Kataoka i sar.,
2014).
Prednosti DAMPA testa su (Kataoka i sar., 2014):
» dobijena je dobra korelacija sa uslovima in vivo kada su u pitanju supstance koje
jonizuju;
» moze da zameni Caco-2 ¢elijski monosloj kako bi se skratilo vreme i smanjili
troskovi vezani za kultivisanje ¢elija;
» s obzirom na to da sistem sadrzi intracelularni prostor, moze se proceniti:
o cfekat esterazama-posredovane hidroliticke aktivacije na resorpciju
proleka nakon peroralne primene;
e metabolizam lekovite supstance tokom intestinalne resorpcije.
S obzirom da je DAMPA test, do sada kori§¢en samo u jednom istrazivanju, potrebno je
optimizovati uslove kao Sto su sastav lipida sa obe strane vesStacke membrane i sastav
intracelularnog rastvora, kako bi ovaj obecavajuéi test naSao Siru primenu. (Kataoka i

sar., 2014).
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5.2.1n silico metode da procenu permeabilnosti lekovite supstance

Poslednje dve decenije sa razvojem informacionih tehnologija, javila se potreba da se
laboratorijska in vitro 1 in vivo ispitivanja delimi¢no zamene, ili eventualno upotpune in
silico metodama. In silico modeli za procenu permeabilnosti, odnosno resorpcije
lekovite supstance, podrazumevaju razli¢ite matematicke modele 1 algoritme koji na
osnovu odredenih ulaznih parametara (fizickohemijskih osobina lekovite supstance,
fizioloskih parametara, osobina farmaceutskog oblika, in vitro rezultata ispitivanja
brzine rastvaranja) predvidaju vrednosti koje predstavljaju Zeljene ishode ispitivanja
(maksimalna koncentracija leka u plazmi (Cpax), vreme postizanja Cpax (tmax), vrednosti

»povrsine ispod krive* (PIK), koncentracije lekovite supstance u pojedinim tkivima).
5.2.1. Simcyp® kompjuterski program

Simeyp” kompjuterski program (eng. Simcyp” Population-based ADME Simulator
Certara™, SAD) predstavlja jedan od osnovnih softvera u koje su implementirani
principi ADAM modela (eng. Advanced Dissolution Absorption and Metabolism).
Prema ADAM modelu, GIT je podeljen na devet anatomskih celina, pocevsi od Zeluca,
zakljucno sa kolonom (Slika 5.3.). Resorpcija lekovite supstance iz svakog segmenta se
opisuje kao funkcija oslobadanja lekovite supstance iz preparata, njenog rastvaranja,
precipitacije, luminalne degradacije, permeabilnosti, metabolizma, transporta i1 prelaza
iz jednog segmenta u drugi.

Vreme zadrzavanja farmaceutskog oblika u Zelucu i kolonu su definisani na osnovu
srednjeg vremena zadrzavanja u ovim regionima. Vreme prolaska leka kroz svaki
segment tankog creva zavisi od ukupnog vremena zadrZavanja u tankom crevu i
proporcionalno je duzini odredenog segmenta (Jamei i sar., 2009; Kostewicz i sar.,

2014).

Modelovanje preko Simcyp® programa se zasniva na primeni razli¢itih diferencijalnih
jednacina. U zavisnosti od sloZenosti odabranog modela (npr. jednoprostorni model ili
PBPK model za odredeni set organa), kombinuje se nekoliko stotina diferencijalnih

jednacina da bi se izvrSila samo jedna simulacija (Jamei i sar., 2013).
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Slika 5.3. Struktura ADAM modela (prilagodeno iz Kostewicz i sar., 2014).

Simcyp® softver koristi nekoliko grupa faktora prilikom modelovanja (Jamei sar., 2009;
Jamei sar., 2013):
» Fizioloske parametre
e vreme praznjenja zeluca;
e vreme prolaska farmaceutskog oblika kroz tanko crevo;
e pH vrednost u razli¢itim delovima GIT-a;
e promena volumena te¢nosti u toku vremena;
e enzimska razgradnja u zidu creva;
e aktivnost intestinalnih transportera;
e protok krvi kroz intestinalno tkivo;
e uticaj hrane.
» Osobine lekovite supstance
e rastvorljivost 1 brzina rastvaranja;
e permeabilnost;
e transport i metabolizam u zidu tankog creva;

¢ luminalna degradacija.
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» Faktore formulacije
e veli¢ina Cestica lekovite supstance;
e vrsta preparata (trenutno ili modifikovano oslobadanje lekovite
supstance).

Ono §to izdvaja Simeyp® program od ostalih paketa za ADME simulaciju, kod kojih
bazi¢ni moduli uglavnom sluze za predvidanje bioloSke raspolozivosti lekovite
supstance kod ,.prosenog® ispitanika, je to §to Simcyp” prilikom svake simulacije
uzima u obzir varijabilnost u fizioloskim faktorima izmedu razli¢itih subjekata. Pri tome
je za izabranu grupu ispitanika/pacijenata potrebno definisati uzrast, pol, rasu, genetska
svojstva i, eventualno, zdravstveno stanje (prisustvo bolesti), kao i da li se lek uzima

»ha gladno* ili u ,,stanju sitosti* (Jamei sar., 2009; Jamei sar., 2013).
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6. Fizickohemijske osobine, stabilnost, delovanje i
upotreba karbamazepina

Karbamazepin (5H-dibenzo[b,f]azepin-5-karboksamid) je derivat dibenzoazepina, po
svojoj strukturi sli¢an tricikliénim antidepresivima, a moze se posmatrati i kao derivat
karboksamida (Registar lekova 2014; Radulovi¢ i sar., 2005). Koristi se u lecenju
epilepsije 1 to kod parcijalnih napada i primarno generalizovanih toni¢no-kloni¢nih
napada, u terapiji bipolarnih afektivnih poremecaja i trigeminalne neuralgije (Ugresi¢ i

sar., 2011). Struktura karbamazepina prikazana je na slici 6.1. (Radulovi¢ i sar., 2005).

ﬁ 1

Slika 6.1. Strukturna formula karbamazepina.

U monografiji karbamazepina u Ph. Eur. 8.0 se navodi da je molekulska formula
karbamazepina C;sH;2N,O 1 molarna masa 236,27 g/mol. To je beo ili skoro beo
kristalan prasak, bez mirisa, bez ukusa ili blago gorkog ukusa, gotovo nerastvorljiv u
vodi. Karbamazepin je prakticno nerastvorljiv u etru, a rastvorljiv je u etanolu 1
hloroformu u odnosu 1:10. Za identifikaciju karbamazepina se koristi tacka topljenja,
koja je u rasponu temperatura od 189°C do 193°C, kao i poredenje IR spektara (Ph. Eur.
8.0; Martindale, 2014).

Karbamazepin je supstanca slabo baznog karaktera. Zbog visoke vrednosti konstante
disocijacije, pKa izmedu 13 i 14 (Talukder 1 sar., 2011; Tadkaew 1 sar., 2010; Queiroz 1
sar., 2008) ne jonizuje u fizioloSkom opsegu pH vrednosti pa se moze re¢i da ima pH
nezavisnu rastvorljivost. Takode, eksperimentalno dobijeni podaci za rastvorljivost
karbamazepina u medijumima razli¢ite pH vrednosti su pokazali da pH vrednost u

opsegu fizioloskih pH 1,2-9 ne utie na rastvorljivost karbamazepina (Grbi¢, 2011).
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Prema kriterijumima BSK-a pripada klasi II, koja se odlikuje niskom rastvorljivos¢u i
visokom permeabilnoS¢u. Eksperimentalni podaci za rastvorljivost karbamazepina u
vodi na 25 °C znacajno variraju od 0,113 mg/ml (Sethia i sar., 2002) do 0,26 mg/ml
(Loftsson 1 sar., 2006). Vrednost za logaritam particionog koeficijenta oktanol/voda je

takode varijabilna i krece se od 2,45 (Sethia i sar., 2002) do 2,673 (Lu i sar., 2009).

Karbamazepin kao visoko permeabilna supstanca ima relativno visoku bioraspoloZzivost
(80%), a u procentu od 75% se vezuje za proteine plazme. Maksimalne koncentracije u
plazmi dostizu se u proseku nakon 6 sati, nakon primene pojedina¢ne doze. Volumen
distribucije iznosi 1-2 1l/kg. U jetri se intenzivno metaboliSe, pri ¢emu nastaje
karbamazepin 10,11-epoksid, koji dalje u organizmu podleze hidroksilaciji,
glukuronidaciji i konjugaciji. Karbamazepin je induktor CYP3A4 izoenzima, tako da je
kod ponovljene primene, usled autoindukcije metabolizma, smanjena koncentracija u
plazmi i skra¢eno poluvreme eliminacije. Poluvreme eliminacije karbamazepina nakon
pojedinacne primene je oko 36 sati, a kod ponovljene primene od 16 do 24 sata (Grbic,

2011; Martindale, 2014).

Karbamazepin pokazuje izraZeni polimorfizam, narocito pri farmaceutsko-tehnoloskim
operacijama usitnjavanja i meSanja, kao 1 pri svim operacijama koje ukljucuju
zagrevanje uzorka (Hickey i sar., 2007; Otsuka i sar., 1997, 1999; Rahman 1 sar., 2011).
Poznata su Cetiri polimorfna oblika i bar jedan dihidratni oblik (Kaneniwa i sar., 1987).
RazlIiciti polimorfni oblici pokazuju razli¢itu bioloSku raspolozivost (Kobayashi 1 sar.,
2000; Xu 1 sar., 2011). Grzesiak 1 sar. (2003) su primenom diferencijalno skenirajuce
kalorimetrije ispitivali stabilnost cetiri razli¢ita polimorfna oblika karbamazepina.
Utvrdili su da je najstabilniji polimorfni oblik III, a za njim slede oblici I, IV 1 II. Vazno
je istaci da je razlika u stabilnosti mala 1 da iznosi 0,7 kcal/mol izmedu najstabilnijeg 1
najmanje stabilnog oblika (Grzesiak 1 sar., 2003). Takode, u literaturi se navodi i da
polimorfni oblik III ima najvecu rastvorljivost (Kobayashi i sar., 2000).

Radi procene polimorfnog oblika lekovite supstance i medusobnih interakcija izmedu
lekovite supstance 1 pomoc¢nih supstanci u sastavu formulacije koriste se sledece
analiticke tehnike (Grzesiak 1 sar., 2003; Kobayashi 1 sar., 2000; Lazarevic i sar., 2014;
Milovic i sar., 2012):

» Termogravimetrijska analiza (eng. Thermal Gravimetric Analysis (TGA));
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Diferencijalna skenirajuca kalorimetrija (eng. Differential Sccaning Calorimetry
(DSC));

Mikroskopija na vrucoj plo¢i (eng. Hot Stage Microscopy (HSM));

Difrakcija X-zraka na uzorcima u prahu (eng. Powdered X-Ray Diffraction
(PXRD));

Ramanova spektroskopija;

Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (eng. Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR));

Skeniraju¢a elektronska mikroskopija (enmg. Scanning Electron Microscopy
(SEM));

Transmisiona elektronska mikroskopija (eng. Transmission Electron Microscopy

(TEM)).

Karbamazepin je supstanca na kojoj se mnogo istrazivalo i koja je dosta opisana u

literaturi, ali zbog specificnih karakteristika ove supstance, u ovoj doktorskoj disertaciji

je koriS¢ena kao model supstanca:

>

Supstanca niske rastvorljivosti, a visoke permeabilnosti (BSK klasa II), cilj je
formulacijom farmaceutskog oblika povecati brzinu rastvaranja/rastvorljivost, uz
ocuvanje ili povecanje permeabilnosti same lekovite supstance;

Niska rastvorljivost 1 vrednost log P oko 2,5, ¢ine ovu supstancu dobrim
kandidatom za formulaciju lipidnih sistema tipa II, Illa, IIIb 1 IV;

Re¢ je o visokodoziranoj lekovitoj supstanci (pojedina¢na doza 200 mg), izazov
je razviti Cvrst samo-disperguju¢i nosa¢, adekvatne mase, sa ovako
visokodoziranom supstancom;

Poseduje viSe polimorfnih oblika 1 pod uticajem procesnih i formulacionih
parametara, kao i uslova Cuvanja preparata moze da prelazi iz jednog u drugi
polimorfni oblik, pri ¢emu je samo jedan kristalni oblik, polimorfni oblik III
farmakoloski aktivan;

Zbog amfifilne strukture utiCe na proces samo-dispergovanja u medijumu;
Poseduje usku terapijsku Sirinu i1 izraZzene toksicne efekte, koji se mogu
minimizirati odgovaraju¢im oslobadanjem lekovite supstance iz farmaceutskog

oblika.
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7. Ciljevi istrazivanja

Sveobuhvatni cilj ove doktorske disertacije jeste formulacija, izrada i karakterizacija
¢vrstih samo-dispergujucih sistema sa karbamazepinom, uz koris¢enje prirodnih i
sintetskih adsorpcionih nosaca. Ovaj cilj ¢e biti realizovan kroz 4 faze eksperimentalnog
rada i viSe pojedinacnih ciljeva.

» Cilj prve faze eksperimentalnog rada bio je ispitivanje uticaja koncentracije i
fizickohemijskih osobina ulja, surfaktanata i kosurfaktanata (korastvaraca) na
mogucénost dobijanja samo-disperguju¢ih nosaca lekovite supstance. Cilj je bio
da se studijama faznog ponasSanja i konstruisanja pseudo-ternernih faznih
dijagrama, kao i primenom eksperimentalnog dizajna, dizajna smeSe, odaberu
te¢ni samo-mikroemulgujudi, samo-nanoemulguju¢i i samo-emulgujuéi nosaci,
koji ¢e u narednoj fazi istrazivanja biti koriS¢eni za izradu c¢vrstih samo-
dispergujucih sistema sa karbamazepinom.

» Cilj druge faze eksperimentalnog rada bio je formulacija, izrada i karakterizacija
¢vrstith  samo-disperguju¢ih sistema sa visokim udelom karbamazepina
koriS¢enjem prirodnih i sintetskih adsorpcionih nosaca na bazi silicijum-dioksida
1 magnezijum-aluminometasilikata. Cilj ovog dela istraZivanja bila je procena
uticaja vrste 1 udela adsorpcionog nosaca, kao 1 vrste te€nog samo-dispergujuceg
nosaca 1 metode izrade (metoda direktne adsorpcije ili metoda uparavanja) na
brzinu rastvaranja i stabilnost karbamazepina.

» Cilj tre¢e faze eksperimentalnog rada bio je procena permeabilnosti
karbamazepina iz odabranih ¢vrstih samo-dispergujucih sistema, koriS¢enjem in
vitro testa (PAMPA test) i in silico metode (Simcyp® kompjuterski program).

» Cilj Cetvrte faze eksperimentalnog rada bila je procena mogucnosti primene dve
razli¢ite metode (brzog hladenja otopljene mase i granulacije topljenjem) u
formulaciji ¢vrstih samo-dispergujucih sistema sa karbamazepinom. Cilj prvog
dela ove faze bio je da se izvr$i formulacija i karakterizacija surfaktantnih
sistema dobijenih metodom brzog hladenja otopljene mase. Cilj drugog dela ove
faze bio je da se izvrSi formulacija i karakterizacija tableta karbamazepina sa

trenutnim oslobadanjem, dobijenih komprimovanjem granulata izradenog
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metodom topljenja, koji u svom sastavu sadrzi samo-dispergujuéi nosac. Cilj
ove faze je bio i da se ispita mogucénost primene tehnika eksperimentalnog

dizajna u formulaciji ¢vrstih samo-dispergujucih sistema sa karbamazepinom.
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8. Formulacija i karakterizacija tecnih samo-
dispergujucih nosaca lekovite supstance (Faza 1.)

U prvoj fazi istrazivanja izvrSen je odabir teCnih samo-dispergujucih nosaca, koji su u
drugoj fazi koriS¢eni za formulisanje cCvrstih samo-disperguju¢ih nosaca sa
karbamazepinom. Cilj ove faze bio je da se ispita mogucénost primene razli¢itih
kombinacija ulja/surfaktanata/kosurfaktanata (korastvarCa) za izradu tecnih samo-
disperguju¢ih nosaca, kao i1 da se odaberu nosaCi razliCitog disperziteta (samo-
emulgujuéi, samo-nanoemulguju¢i i samo-mikroemulgujuéi nosaci), kako bi se u
narednoj fazi procenio uticaj stepena disperziteta samo-emulgujuéeg nosaca na brzinu
oslobadanja i permeabilnost lekovite supstance. U ovoj fazi primenjene su metode
konstruisanja pseudo-ternernih faznih dijagrama i eksperimentalnog dizajna - dizajna
smeSe (engl. Mixture design) u odredivanju faznog ponasSanja samo-dispergujucih
nosaca. U fazama 1.1. 1 1.2 je koriS¢ena tehnika konstruisanja pseudo-ternernih faznih
dijagrama, gde je smeSi ulja, surfaktanta 1 kosurfaktanta dodavana vodena faza u
kapima. Promene u sistemu su prac¢ene vizuelno, S§to ovu dugotrajnu metodu ¢ini
priliéno nepouzdanom. Iz tog razloga, u fazi 1.3. ispitana je potencijalna mogucénost
primene eksperimentalnog dizajna, dizajna smese, u odabiru te¢nog samo-dispergujuceg
nosaca, kao alternativa konstruisanju pseudo-ternernih faznih dijagrama. Na osnovu
rezultata ove faze rada odabrani su te€ni samo-dispergujuci nosaci, koji su u kasnijim
fazama koriS¢eni za izradu Cvrstih samo-dispergujucih sistema. Prvi deo istraZivanja se

odvijao kroz vise faza i plan eksperimenata je prikazan na slici 8.1.
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SMEDDS SEDDS SNEDDS
Faza 1.1. Faza 1.2. Faza 1.3.
Studija faznog ponaganja D optimalni eksperimentalni dizajn
Lipid Trigliceridi srednje duzine lanca’ Lipid Trigliceridi srednje duzine lanca Ulazni parametri 16 formulacija sa | 1zlazni parametri
Surfaktant Polisorbat 80 ili Cremophor® EL” Surfaktant Polisorbat 80 L o vodom . .
Korastvara¢ Makrgol 400 Kosurfaktant Transcutol® HP? Lipid Trigliceridi srednje duZine lanca (10- lecu(lla kapi
30%) > PdI
Surfaktant Smega Polisorbat 80 i Labrasol®  |FOTONSKA KORELACIONA.
Konstruisanje pseudo-ternernih faznih dijagrama za odnose surfaktant:kosurfaktant (1:1) ( 40-60) SPEKTROSKOPIJA
(korastvara¢) 3:1;2:111:1 Kosurfaktant Transcutol® HP (30-50%)
6 pseudo-ternernih faznih dijagrama 3 pseudo-ternerna fazna dijagrama ﬂ
ﬂ Odabir samo-nanoemulgujuéeg nosaca
. . v .. . . .o Y i l! ili l! i iz¢ i i - $ i i i
Odredivanje veligine kapi i PdI* primenom fotonske korelacione spektroskopije Zahtevi prilikom optimizacije Procena uspesnosti predvidanja
Odabrano 6 potencijalnih nosaca, Odabrana 3 potencijalna nosada, Veli¢ina kapi od 100-200nm .| 3 potencijalne optimalne formulacije
yeni 5 PdI0,1-0,2 > Veli¢ina kapi
razblazenih vodom razblazena vodom T PdI
SMEDDS SEDDS
za iztadu SSMEDDS u fazi 2.2. za iztadu SSEDDS u fazi 2.4. . SNEDDS
za izradu SSNEDDS u fazi 2.3.

Slika 8.1. Plan eksperimenata prve faze.
'Mygliol® 812; *Makrogolglicerol ricinooleat;
? Dietilen-glikolmonoetiletar; * Indeks polidisperziteta;

* PEG-8 kaprilno/kaprinski gliceridi.
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Materijali koriS¢eni u prvoj fazi eksperimentalnog rada

Pomo¢éne supstance koriS¢ene u prvoj fazi eksperimentalnog rada, u formulaciji te¢nih
samo-dispergujucih nosaca, njihovi farmakopejski nazivi, zastieni nazivi, proizvodaci,
kao 1 drugi nazivi koji se koriste u literaturi, 1 uloge u formulacijama prikazani su u
tabeli 8.1. Voda koriS¢ena u studijama faznog ponaSanja i prilikom razblazivanja samo-

dispergujuc¢ih nosaca za odredivanje velicine kapi i1 indeksa polidisperziteta, bila je

visoko preciS¢ena voda.

Tabela 8.1. Pomo¢ne supstance koriS¢ene u prvoj fazi eksperimentalnog rada

Farmakopejski Zasticeni naziv, . - Uloga u
. . v Ostali nazivi 0
naziv proizvodac formulacijama
Trigliceridi srednje Mygliol® 812; Sasol Kaprilno-kaprinski Uljana faza u svim
duzine lanca GmbH, Nemacka trigliceridi formulacijama
Makrogolglicerol Cremophor® EL; PEG glicerol .
ricinooleat BASF, Nemacka ricinooleat Surfaktant u fazi 1.1.
lisorb Tween"” 80
Polisorbat 80; Sigma- L
Polioksietilen-(20)-
Polisorbat 80 Aldrich Chemie sc())rllaci)tasrienll(frlllof)lg;t Surfaktant u fazi 1.1.
GmbH, Nemacka
. Transcutol® HP,
Dietilen- Kosurfaktant u
. . Gattefosse Batch, .
glikolmonoetiletar fazama 1.2.1 1.3.
Francuska
l\/'[akrogol-'S . Labrasol®, Gattefosse . PEG-8 . .
kaprilno/kaprinski kaprilno/kaprinski Surfaktant u fazi 1.3.
. Batch, Francuska .
gliceridi gliceridi
Polietilenglikol 400 Korastvara¢ u fazi
Makrogol 400 (PEG 400) 1.1,
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8.1. Odabir te¢nog samo-mikroemulgujuceg nosaca za kombinacije
trigliceridi srednje duZine lanaca/Polisorbat 80/Makrogol 400 i
trigliceridi srednje dusine lanaca/Cremophor® EL /Makrogol 400
(Faza 1.1.)

U fazi 1.1. eksperimentalnog rada izvrSen je odabir te¢nog samo-mikroemulgujuéeg
nosaca, za kombinacije trigliceridi srednje duzine lanaca/Polisorbat 80/Makrogol 400 i
trigliceridi srednje duZine lanaca/ Cremophor” EL /Makrogol 400. Cilj ove faze bio je
da se uporede dva surfaktanta Polisorbat 80 i Cremophor” EL, u stabilizaciji samo-
mikroemulguju¢ih nosaca lekovite supstance, kao i da se odaberu adekvatni odnosi

uljana faza/surfaktant/korastvarac¢ za izradu samo-mikroemulgujucih nosaca.

8.1.1. Metode

8.1.1.1. Ispitivanje faznog ponasanja pseudo-ternernih sistema
trigliceridi srednje duZine lanaca/Polisorbat 80/Makrogol
400 i trigliceridi srednje duZine lanaca/Cremophor®
EL/Makrogol 400

Pri formulaciji teCnog samo-mikroemulgujuceg nosaca lekovite supstance ispitivana je
mogucénost primene Cremoph0r®—a EL 1 Polisorbat-a 80 kao potencijalnih surfaktanata,
u odnosu sa korastvaratem (Makrogol 400) 3:1, 2:1 1 1:1. Odnosi
surfaktanta/korastvaraCa, koji su ispitivani, su odredeni na osnovu preliminarnih

ispitivanja. Kao uljana faza koris¢eni su trigliceridi srednje duZine lanca.

Surfaktantnu fazu Cinili su smeSa surfaktanta 1 korastvaraca u definisanom odnosu.
Prethodno pripremljene surfaktantne smese, upotrebljene su za pripremu smeSa sa
uljanom fazom u odnosima 1:9, 2:8, 3:7, 4:6, 5:5, 6:4, 7:3, 82 i 9:1. Za svaki
pojedinacan odnos surfaktanta i korastvaraca, u okviru surfaktantne faze izradeno je
deset smesa sa uljanom fazom. Kako su ispitivana dva surfaktanta (Cremophor® EL i
Polisorbat 80) i tri odnosa surfaktant/korastvara¢ (3:1, 2:1 1 1:1), ukupno je izradeno 60
smeSa  surfaktant/korastvarac/uljana faza. SmeSama surfaktant/korastvarac/ulje
dodavana je visoko preciS¢ena voda u kapima na sobnoj temperaturi, uz mesSanje na

magnetnoj mesalici (IKAmag, IKA Staufen, Nemacka), u cilju uspostavljanja ravnoteze
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u sistemu. Tok titracije pracen je vizuelno i uo€avane su promene izgleda sistema od
transparentnog do opalescentnog ili zamucenog, odnosno definisane su granice oblasti
mikroemulzija. Tokom dodavanja vodene faze, sistemi ostaju transparentni sve dok
koncentracija vode ne premasi kapacitet izradenih smeSa (uljana faza, surfaktant,
korastvara¢) za solubilizaciju vodene faze, tj. gornju granicu oblasti transparentnih
sistema, nakon ¢ega dolazi do zamuéenja. Na pocetku titracije, dolazi do emulgovanja
vode u dati sistem i1 formiranja V/U emulzija, a nakon dodavanja vecih koli¢ina vode, uz
blago meSanje, doSlo do inverzije 1 formiranja U/V emulzija. Za dalje razmatranje
odabrani su sistemi koji su bili sve vreme bistri (pretpostavlja se da je u pitanju

mikroemulzija) (Hauss, 2007; Pekic i sar., 2011).

Nakon konstruisanja pseudo-ternernih faznih dijagrama odabrano je 6 nosaca, kod kojih
je doslo do najmanjih promena tokom titracije vodom. Sistemi su nakon izrade
razblazeni visoko preciS¢enom vodom (u odnosu samo-dispergujuci sistem/voda 10:90
(m/m)) 1 izmeSani na meSalici (Vortex mixer VI plus, Boeco, Nemacka). Da bi doslo do
stabilizacije sistema cuvani su 72h na sobnoj temperaturi 1 nakon toga im je primenom

fotonske korelacione spektroskopije odredena veli¢ina kapi i polidisperzitet.

8.1.1.2. Odredivanje veliCine kapi i polidisperziteta emulzija
primenom fotonske korelacione spektroskopije

Velicina kapi 1 polidisperzitet emulzija odredivana je tehnikom fotonske korelacione
spektroskopije pri ¢emu je koriS¢en uredaj Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments,
Velika Britanija), na temperaturi od 20+£0,1 °C. Uredaj je opremljen He-Ne laserom koji
generiSe upadnu koherentnu monohromatsku svetlost talasne duzine 633 nm. Svetlost
rasuta nakon prolaska kroz kivetu sa uzorkom detektuje se pod uglom od 90 °. Rad
uredaja je integrisan sa softverom (Dispersion Technology Software, DTS). Dobijeni
rezultati prikazani su kao prosecna veli¢ina kapi (Z-ave) 1 indeks polidisperziteta (PdI),

tri uzastopna merenja.
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8.1.2. Rezultati i diskusija

8.1.2.1. Fazno ponaSanje pseudo-ternernih sistema trigliceridi srednje
duzine lanaca/Polisorbat 80/Makrogol 400 i trigliceridi srednje
duZine lanaca/Cremophor® EL/Makrogol 400

Tokom titracije vodom, uofeno je da su sistemi u kojima je odnos
surfaktant/korastvara¢ 3:1 pri odnosu uljana faza/surfaktantna faza 1:9 bili sve vreme
transparentni. Kod sistema sa veé¢im udelom uljane faze tokom titracije dolazilo do
pojave opalescencije i potom do potpunog zamuéenja. Konstruisani su pseudo-ternerni
dijagrami za ispitivane sisteme (Slika 8.2. i Slika 8.3.). Duz linija na pseudo-ternernim
dijagramima prikazani su sistemi ulje/surfaktant/korastvara¢/voda koji su ispitani i1 koji
su sve vreme bili bistri, homogeni i transparentni. Tacke u faznom dijagramu
predstavljaju koncentraciju vodene faze u sistemu, pri kojim dolazi do promena, i
povezane su linijjama koje olakSavaju sagledavanje oblasti jednofaznih transparentnih
sistema. Osencena oblast predstavlja pretpostavljene mikroemulzione regione. Na
konstruisanim faznim dijagramima sistema u kojima je odnos surfaktant/korastvarac 3:1
(Slike 8.2. c 1 8.3. ¢), bez obzira na upotrebljeni surfaktant, moze se uociti da se pri
ovom odnosu surfaktanta 1 korastvaraca formira kontinuirana oblast mikroemulzija.
Ovakav tip oblasti mikroemulzije predstavlja U-tip mikroemulzija. Mikroemulzioni
sistemi U-tipa su veoma znacajni za formulaciju nosaca lekovitith supstanci tipa
mikroemulzija 1 samo-mikroemulguju¢ih nosafa lekovitih supstanci, jer se
mikroemulzije mogu formirati u Sirokom rasponu koncentracija vodene, uljane i
surfaktantne faze, tako da se mogu pripremiti i formulacije koncentrata mikroemulzija
koje se mogu kontinuirano razblaZzivati vodenom fazom bez naruSavanja

termodinamicke stabilnosti (Garti i sar., 2006; Mehta 1 sar., 2009).

Oba sistema sa odnosom surfaktant/korastvara¢ 3:1 pri odnosu uljana faza/surfaktantna
faza 1:9 (za oba ispitivana surfaktanta) (Slike 8.2. ¢ 1 8.3. ¢) tokom titracije vodom su
sve vreme bili transparentni. Takode i sistem sa odnosom Polisorbat 80/makrogol 400
1:1 (Slika 8.2. a), pri odnosu uljana faza/surfaktantna faza 1:9, tokom titracije vodom je
bio sve vreme bistar. Moze se pretpostaviti, da ovi sistemi sa malim dodatkom vode
daju V/U mikroemulzije, koje sa dodatkom vece koliCine vodene faze prelaze u stabilne

U/V mikroemulzije. Kod svih ostalih izradenih smesa uljana/surfaktantna faza, uocava
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se nakon dodatka odredene koli¢ine vode, gubitak transparentnosti sistema i pojava
zamucenja, ili mle¢no bele boje. Sa povecanjem udela uljane faze u sistemu, zamucenje
ili mle¢no bela boja se javlja pri nizim udelima vodene faze. Na osnovu toga se moze
pretpostaviti da se kod ovih sistema formiraju samo V/U mikroemulzije, koje pri daljem
razblazenju vodom gube termodinamicku stabilnost i prelaze u nano-, odnosno grube

emulzije (Hauss, 2007; Beki¢ i sar., 2011).

Sistemi sa odnosima surfaktant/korastvara¢ 2:1 i 1:1 formiraju uze mikroemulzione

oblasti od sistema surfaktant/korastvarac¢ 3:1.

Iz konstruisanih faznih dijagrama moze se videti da sistem u kome se kao surfaktant
koristi Cremophor”™ EL (Slika 8.3.) daje nesto Siru mikroemulzionu oblast, u poredenju
na sistem u kome je kao surfaktant koriS¢en Polisorbat 80 (Slika 8.2.). Na osnovu
razlike u HLB vrednosti upotrebljenih surfaktanata (Cremophor® EL HLB 14,
Polisorbat 80 HLB 15) oc¢ekivano je da sistem u kome je Polisorbat 80 upotrebljen kao
surfaktant daje Siru mikroemulzionu oblast. Medutim, razlike u Sirini mikroemulzione
oblasti posledica su razlike u hemijskoj strukturi koriS¢enih surfaktanata, ali 1 sloZenosti
izradenih emulzija. Pokazano je da je solubilizaciona mo¢ surfaktanata veca ukoliko
ima vecu hidrofilnu glavu i duzi hidrofobni rep (Kahlweit, 1999; Sjoblom 1 sar., 1996).
Sa povecanjem hidrofobnog karaktera, kriticna micelarna koncentracija (KMK) se
smanjuje u vodenom medijumu. Kod ispitivanih surfaktanata, Cremophor® EL ima duzi
hidrofobni region i1 vecu hidrofilnu glavu, u poredenju sa Polisorbat-om 80. Takode, sa
povecanjem broja jedinica etilen-oksida u molekulu surfaktanta, dolazi do smanjenja
KMK. Ovaj efekat se javlja usled voluminoznih hidrofobnih grupa u molekulu, koje
stvaraju skoro paralelan raspored molekula surfaktanata u miceli. (Rosen, 2004). Kako
Cremophor® EL sadrzi od 33 do 36 etilen-oksidnih jedinica, a Polisorbat 80 u svojoj
strukturi ima 20 etilen-oksidnih jedinica, ovo je jo§ jedan od razloga zasto Cremophor”
EL ima nizu KMK i za$to samo-emuluguju¢i nosaci sa njim daju Siru mikroemulzionu

oblast u odnosu na samo-emulugujuée nosace Polisorbat-om 80.

Zbog Sire mikroemulzione oblasti koje daju nakon razblaZenja vodom, a samim
tim i potencijalno vece stabilnosti, sistemi sa odnosom surfaktant/korastvarac 3:1,

za oba surfaktanta, su odabrani za dalje razmatranje.
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Surfaktant/korastvarac

Surfaktant/korastvaraé
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Voda Ulje

Slika 8.2. Pseudo-ternerni fazni dijagram za sisteme voda/ Polisorbat 80/makrogol 400/
trigliceridi srednje duZine lanca, pri odnosu Polisorbat 80/makrogol 400: a) 1:1; b) 2:1;
¢) 3:1. Duz linija je predstavljena ispitivana oblast mikroemulzije. Obojena oblast je
predvidena oblast mikroemulzija.
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Surfaktant/korastvarat Surfaktant/korastvarac
0
100

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Voda Uljie Voda Ulje

Surfaktant/korastvarac

Voda Uljie

Slika 8.3. Pseudo-ternerni fazni dijagram za sistem voda/ Cremophor® EL/makrogol
400/ trigliceridi srednje duzine lanca, pri odnosu Cremophor® EL/makrogol 400: a) 1:1;
b) 2:1; ¢) 3:1. Duz linija je predstavljena ispitivana oblast mikroemulzije. Obojena
oblast je predvidena oblast mikroemulzija.
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8.1.2.2. Uticaj odnosa lipid/surfaktantna faza na veli¢inu kapi i indeks
polidisperziteta emulzija

Odredivanje veli¢ine kapi i indeksa polidisperziteta izvedena je kod uzoraka emulzija
dobijenih razblazivanjem samo-emulguju¢ih sistema vodom, u kojima je odnos
surfaktant/korastvara¢ 3:1, za oba ispitivana surfaktanta. Pripremljeni su uzorci u
kojima je odnos uljane i surfaktantne faze bio 1:9, 2:8 i 3:7. Krive raspodele veli¢ine
kapi, prema intenzitetu, ispitivanih mikroemulzija date su na slikama 8.4. i 8.5. Na
krivoj raspodele veli¢ine kapi za uzorak sa Polisorbat-om 80 i odnosom uljane i
surfaktantne faze 3:7 (Slika 8.4. c) uocava se heterogena raspodela sa dva razdvojena
pika, koji odgovaraju frakcijama kapi ¢ija se veli¢ina znacajno razlikuje, tako da
prosecna veli¢ina kapi nema realan znacaj. Na krivoj raspodele veli¢ine kapi za uzorak
sa Cremophor®-om EL u kome je odnos uljane i surfaktantne faze 1:9, (Slika 8.5. a)
uocen je jedan intenzivan pik, sa velicinom kapi ispod 100 nm. Ravna bazna linija i
strma funkcija ukazuju na malu veli¢inu kapi i nizak indeks polidisperziteta. Ostali
uzorci (Slika 8.4. a 1 b; Slika 8.5. b 1 ¢) pokazuju unimodalnu raspodelu veli¢ine kapi,
ali sa Sirokim intervalom veli¢ine kapi. Siroka raspodela veli¢ine kapi, koja ukazuje na
potencijalnu nestabilnost ovih sistema, najverovatnije je posledica nedovoljne
koncentracije surfaktanta i korastvaraca na medupovrsini izmedu uljane i vodene faze,
Sto dovodi do destabilizacije mikroemulzionog sistema, ukrupnjavanja sitnih kapi, a
samim tim 1 Siroke raspodele veli¢ine kapi. Razlika u solubilizacionoj aktivnosti
koriséenih surfaktanata objasnjene su u poglavlju 8.1.2.1. Posto je Cremophor® EL
snazniji solubilizator od Polisorbat-a 80 verovatno u manjoj meri migrira sa
medupovrsine u vodenu fazu pri ¢emu doprinosi ocuvanju integriteta medupovrsinskog

filma i stabilizaciji sistema (Kahlweit, 1999; Sjoblom i sar., 1996; Rosen, 2004).
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Slika 8.4. Raspodela veli¢ine precnika kapi (size (d. nm) prema intenzitetu (Intensity
(%)) emulzije dobijene razblazivanjem samo-emulgujuceg sistema vodom, u odnosu
10:90 (m/m). Samo-emulgujuci sistem €ine: trigliceridi srednje duZine lanaca/Polisorbat
80/makrogol 400, pri odnosu Polisorbat 80/makrogol 400 3:1, a odnos uljana
faza/surfaktantna faza: a) 1:9; b) 2:8; ¢) 3:7.
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Slika 8.5. Raspodela veli¢ine precnika kapi (size (d. nm) prema intenzitetu (Intensity
(%)) emulzije dobijene razblazivanjem samo-emulgujuci sistem vodom, u odnosu 10:90
(m/m). Samo-emulgujuéi sistem &ine: trigliceridi srednje duZine lanaca/ Cremophor®
EL /makrogol 400, pri odnosu Cremophor® EL/makrogol 400 3:1, a odnos uljana
faza/surfaktantna faza: a) 1:9; b) 2:8; ¢) 3:7.
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Tabela 8.2. Prose¢ne vrednosti veli¢ine kapi (nm) i indeksa polidisperziteta (PdI)

ispitivanih emulzija

Eksperimentalni deo - faza 1.1.

Odnos
Surfaktant Uljana/surfaktantna  Veli¢ina kapi (nm)
faza
Cremophor® EL 1:9 17,66 + 0,17 0,104 = 0,005
Cremophor® EL 2:8 82,51 +3,24 0,439+0,014
Cremophor® EL 3:7 93,40 £+ 5,86 0,488 + 0,021
Polisorbat 80 1:9 75,34 £3,26 0,410 £0,034
Polisorbat 80 2:8 85,95+ 5,87 0,488 = 0,035
1448 + 7,36 (71,4%
Polisorbat 80 3.7 (71,4%) 0,752 + 0,041

149,5 + 6,82 (28,6%)

*Kao uljana faza u svim formulacijama kori$¢eni su trigliceridi srednje duzine lanca, a kao korastvara¢
makrogol 400. Odnos surfaktant/korastvara¢, u okviru surfaktantne faze, u svim formulacijama bio je 3:1.

Vrednosti prose¢ne veli¢ine kapi kao i indeksa polidisperziteta ispitivanih emulzija
navedene su u tabeli 8.2. Prosecna veli¢ina kapi svih uzoraka, osim uzorka koji
pokazuje bimodalnu raspodelu, je u opsegu veli¢ina kapi mikroemulzija (<100 nm).
Sistem sa odnosom uljana/surfaktantna faza 1:9 i Cremophor®-om EL kao surfaktantom
ima najmanje kapi od svega 17,66 nm i najmanju vrednost Pdl, $to ukazuje na
potencijalno najvecu stabilnost ovog sistema. Svi ostali uzorci pokazuju visok indeks
polidisperziteta, Sto se dovodi u direktnu vezu sa destabilizacijom sistema na granici
oblasti mikroemulzija. Sistem sa Polisorbat-om 80, kao surfaktantom, i odnosom
uljana/surfaktantna faza 3:7 ima bimodalnu raspodelu. Kod ovog sistema se uocava
jedna frakcija (28,6% ukupnog broja kapi) sa manjom veli¢inom kapi od oko 150 nm 1
jedna frakcija (71,4% ukupnog broja kapi) u kojoj je veli¢ina kapi oko 1450 nm, koja je
posledica ukrupnjavanja sitnijih kapi. Na nestabilnost ovog sistema ukazuje i najvisa

vrednost PdI od 0,752.

Na osnovu dobijenih rezultata za veli¢inu kapi i indeksa polidisperziteta emulzija,
kao najpogodniji teni samo-mikroemulgujuéi nosaé, odabran je uzorak sa
odnosom ulje/surfaktantna faza 1:9, gde surfaktantnu fazu ¢ine Cremophor® EL i

Makrogol 400 u odnosu 3:1. Ovaj sistem je koriS¢en u fazi 2.2. eksperimentalnog
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rada (poglavlje 9.2.), za izradu C¢vrstih samo-mikroemulgujuéih sistema sa

karbamazepinom.
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8.2. Odabir teénog samo-emulgujucéeg nosaca za kombinaciju
trigliceridi srednje duzine lanaca/Polisorbat 80/ Transcutol® HP
(Faza 1.2.)

U fazi 1.2 eksperimentalnog rada odabran je tecni samo-emulgujuci nosac¢ izraden od
triglicerida srednje duZine lanaca/Polisorbat-a 80/Transcutol®-a HP. Na osnovu
rezultata faze 1.1. (poglavlje 8.1.) utvrdeno je da sistem koji se sastojao od triglicerida
srednje duzine lanaca/Polisorbata 80/Makrogola 400 nakon razblazivanja vodom daje
emulzije sa visokom vredno$¢u PdI, $to ukazuje na potencijalnu nestabilnosti ovih
emulzija. Cilj ove faze je bio da se ispita uticaj kosurfaktanta Transcutol® -a HP na
stabilizaciju samo-emulgujuc¢ih nosaca, kao 1 da se uporedi njegova efikasnost u odnosu
na korastvara¢ Makrogol 400 i da se odabere jedan samo-emulgujuéi nosa¢ za izradu

¢vrstog samo-emulgujuéeg sistema sa karbamazepinom (faza 2.4; poglavlje 9.4.).
8.2.1. Metode

8.2.1.1. Ispitivanje faznog ponasSanja pseudo-ternernih sistema
trigliceridi srednje duZine lanaca/Polisorbat 80/Transcutol® HP i
odredivanje velicine kapi i indeksa polidisperziteta

Ispitivanje faznog ponaSanja pseudo-ternernih sistema trigliceridi srednje duZine
lanaca/Polisorbat 80/Transcutol® HP izvedeno je na na¢in opisan u poglavlju 8.1.1.1. U
okviru surfaktantne faze ispitana su tri odnosa surfaktant/kosurfaktant (Polisorbat
80/Transcutol® HP) 3:1, 2:1 i 1:1. Izradeno je ukupno 30 smesa
surfaktant/kosurfaktant/uljana faza. Ove smeSe su titrirane visoko prec¢iS¢enom vodom i
na osnovu dobijenih rezultata konstruisana su tri pseudo-ternerna fazna dijagrama.
Nakon toga su odabrana dva samo-emulgujuca sistema, kojima je nakon razblazivanja
visoko precis¢enom vodom odredena veliina kapi i indeks polidisperziteta na nacin

opisan u poglavlju 8.1.1.2.
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8.2.2. Rezultati i diskusija

8.2.2.1. Fazno ponaSanje pseudo-ternernih sistema trigliceridi srednje
duZine lanaca/Polisorbat 80/ Transcutol® HP

Na slici 8.6. su prikazani pseudo-ternerni fazni dijagrami za sisteme trigliceridi srednje
duzine lanaca/Polisorbat 80/Transcutol® HP. DuZ linija na pseudo-ternernim
dijagramima prikazani su sistemi ulje/surfaktant/kosurfaktant/voda koji su ispitani i koji
su bili bistri, homogeni i transparentni i za koje se moze pretpostaviti da se radi o
mikroemulzijama. Osencena oblast predstvalja pretpostavljeni mikroemulizioni region.
Tacke na dijagramima predstavljaju udele komponenata sistema pri kojima dolazi do

pojave zamucenja.

Kod sva tri ispitivana sistema uocena je uska mikroemulziona oblast. Sistemi sa
odnosima surfaktant/kosurfaktant 3:1 1 2:1 (Slika 8.6. b; c¢) pri odnosu
uljana/surfaktantna faza 1:9, pri titraciji vodom su sve vreme bili bistri. Za ove sisteme
se moze pretpostaviti da se radi o mikroemulzijama, tanije da sa malim dodatkom vode
daju V/U mikroemulzije koje dodatkom vece koli¢ine vodene faze prelaze u stabilne
U/V  mikroemulzije (Hauss, 2007; Deki¢ i1 sar., 2011). Pri ova dva odnosa
surfaktant/kosurfaktant (3:1 1 2:1), pri odnosu uljana/surfaktanta faza 2:8 tokom titracije
sistema vodom uocena je blaga opalescencija. Pri ve¢im udelima uljane faze nakon
dodatka par kapi vode dolazi do pojave opalescencije ili mle¢no bele boje. Ovo ukazuje
verovatno na c¢injenicu da kod ovih sistema dolazi do formiranja samo V/U
mikroemulzija, koje pri daljem razblazenju vodom gube termodinamicku stabilnost i
prelaze u nano-, odnosno grube emulzije (Hauss, 2007; Pekic¢ i sar., 2011). Sistem sa
odnosom surfaktant/kosurfaktant 1:1 (Slika 8.6. a) daje znacajno uZzu mikroemulzionu
oblast u odnosu na sisteme sa odnosom surfaktant/kosurfaktant 2:1 i 3:1 (Slika 8.6. b;
c). Ovaj sistem (sa odnosom surfaktant/kosurfaktant 1:1) nije dao transparentan i
stabilan sistem ni pri jednom odnosu uljane i1 surfaktantne faze, tokom citave titracije
vodom. Sli¢an uticaj Transcutol®-a na fazno ponasanje sistema sa razli¢itim uljima i
surfaktantima uocen je i u studijama Hua i sar. (2004 a, b), Parikh i Ghosh (2005) 1
Zhang 1 sar. (2004), pri ¢emu je istaknuto da je za Sirenje oblasti mikroemulzija
stabilizovanih nejonskim surfaktantima uz Transcutol® kao kosurfaktant, pozeljno da

udeo surfaktanta bude veéi u odnosu na kosurfaktant.
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Surfaktant’kosurfaktant Surfaktant/kosurfaktant

Slika 8.6. Pseudo-ternerni fazni dijagram za sistem voda/ Polisorbat 80 / Transcutol”
HP / trigliceridi srednje duZine lanca, pri odnosu Polisorbat 80/ Transcutol® HP: a) 1:1;
b) 2:1; ¢) 3:1. Duz linija je predstavljena ispitivana oblast mikroemulzije. Obojena
oblast je predvidena oblast mikroemulzija.

Prema preporuci direktive EMA iz 2013. godine Transcutol® P, ali i visoko pre&iiéeni
Transcutol® HP, u preparatima za peroralnu primenu moze dovesti do potencijalnih
nezeljenih dejstava, zbog prisustva etilenglikola koji se moze javiti kao necistoca. Udeo
etilenglikola prema preporukama u Transcutol®-u treba biti manji od 0,1% (EMA,
2013). Iako se u specifikaciji za Transcutol® HP navodi da je dozvoljeno prisustvo

etilenglikola u izrazito niskom procentu (manje od 20 ppm), udeo Transcutola® HP u
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finalnoj formulaciji treba svesti na minimum (Elektronska baza podataka v). Uz to, kako
pri odnosu surfaktant/kosurfaktant 2:1 nije uocena Sira mikroemulziona oblast u odnosu
na odnos 3:1, za dalja ispitivanja je koriS¢en sistem u kome je odnos Polisorbat

80/Transcutol” HP 3:1.
8.2.2.2. Veli¢ina kapi i indeks polidisperznosti odabranih formulacija

Za merenje veli¢ine kapi unutraSnje faze nastalih emulzija 1 indeksa polidisperznosti
(PdI) odabrani su sistemi sa odnosom Polisorbat 80/Transcutol® HP 3:1 i odnosom
uljana/surfaktantna faza 1:9 i 2:8. Rezultati merenja veli¢ine kapi unutrasnje faze
prikazani su na slici 8.7. Sistem sa odnosom uljana/surfaktantna faza 1:9 imao je malu
veli¢inu kapi oko 9 nm, dok je sistem sa odnosom 2:8 imao vec¢e kapi od 332,7 nm, ali
je takode kod ovog sistema postignuta unimodalna distribucija 99,5% kapi unutrasnje
faze. Zanimljivo je, da je sistem sa odnosom uljana/surfaktantna faza 2:8 imao nizu
vrednost PdI (0,210) u odnosu na sistem sa odnosom 1:9 (PdI 0,263). lako se na osnovu
izmerenih vrednosti PdI moze zakljuciti da oba ispitivana uzorka imaju vrlo homogenu
veli¢inu kapi (PdI < 0,3), niza vrednost PdI ukazuje na to da je sistem sa odnosom
uljana/surfaktantna faza 2:8 ima neSto vecu stabilnost. NesSto viSa vrednost Pdl pri
vec¢em udelu surfaktantne faze na prvi pogled nije o¢ekivana, ali verovatno predstavlja
posledicu koalescencije izrazito sitnih kapi koje su detektovane kao frakcija malog
intenziteta na 747,7 nm (Slika 8.7.). Povecanje veli¢ine kapi pri odnosu
uljana/surfaktantna faza 2:8 u poredenju sa sistemom u kome je odnos ulje/surfaktantna
faza 1:9 povezano je sa povecanjem sadrzaja uljane faze 1 verovatno formiranjem ulje-
u-vodi emulzije. Zanimljivo je primetiti i da pri povecanju udela uljane faze, integritet
filma surfaktant/kosurfaktant ostaje sacuvan i da raspodela veli¢ine kapi ostaje veoma
uska. Poredenjem pseudo-ternernih sistema trigliceridi srednje duZine lanaca/Polisorbat
80/Makrogol 400 (faza 1.1.; poglavlje 8.1.) 1 trigliceridi  srednje duzine
lanaca/Polisorbat 80/Transcutol® HP (faza 1.2.) (Slika 8.2. i Slika 8.6.) utvrdeno je da se
koris¢enjem Transcutol®-a HP dobija sistem sa zna¢ajno nizom vrednodé¢u PdI i sa
uniformnijom raspodelom veli¢ine kapi, §to ukazuje na potencijalno vecu stabilnost
ovog sistema. Pri odnosu uljana/surfaktantna faza 1:9 uz primenu Makrogola 400
veli¢ina kapi je 75,34 nm, a PdI 0,410; dok je primenom Transcutol®-a HP dobijena

veli¢ina kapi od 9 nm, a PdI je 0,263. Pri odnosu uljana/surfaktantna faza 2:8 uz
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primenu Makrogol-a 400 veli¢ina kapi je 85,95 nm, a Pdl 0,488; dok su primenom
Transcutol®-a HP dobijene nesto veée kapi od 332,7 nm, medutim ovaj sistem je imao

relativno nisku vrednost PdIl od 0,210, $to ukazuje potencijalno na njegovu visoku

stabilnost.
20 1
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Slika 8.7. Raspodela veli¢ine pre¢nika kapi (size (d. nm) prema intenzitetu (Intensity
(%)) emulzije dobijene razblaZivanjem samo-emulgujuéeg sistem vodom. Samo-
emulgujuéi &ine: trigliceridi srednje duzine lanaca/ Polisorbat 80/Transcutol® HP, pri
odnosu Polisorbat 80/Transcutol® HP 3:1, a odnos uljana/surfaktantna faza 1:9 (crvena
kriva), odnosno 2:8 (plava kriva).

Na osnovu rezultata ove faze, za izradu c¢vrstih samo-emulgujuéih sistema sa

karbamazepinom (faza 2.4.; poglavlje 9.4.), odabran je pseudo-ternerni sistem sa

odnosom Polisorbat 80/Transcutol® HP 3:1 i odnosom uljana/surfaktantna faza
2:8.
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8.3. Odabir te¢nog samo-nanoemulgujuéeg nosaca primenom dizajna
smeSe za kombinacije trigliceridi srednje duZine lanaca/Polisorbat
80/Labrasol®/ Transcutol® HP (Faza 1.3.)

U fazi 1.2. (poglavlje 8.2.) utvrdeno je da se koriS¢enjem trigliceridi srednje duZine
lanaca/Polisorbat 80/Transcutol® HP moze formulisati samo-emulgujué¢i nosag, koji
nakon razblazivanja vodom daje emulziju sa sitnim kapima i niskom vredno$¢u indeksa
polidisperznosti. Cilj ove faze bio je da se ispita moguc¢nost formiranja samo-
nanoemulgujuceg nosac¢a, kao i1 da se proceni uticaj udela komponenti samo-
emulgujuceg sistema na veli¢inu kapi 1 Pdl, pri ¢emu je umesto jednog surfaktanta
(Polisorbat 80) u prethodnoj fazi, koriS¢ena smeSa surfaktanata Polisorbat-a 80 i
Labrasol®-a u odnosu 1:1. Cilj ove faze je bio i da se izvr§i odabir sistema primenom
eksperimentalnog dizajna, dizajna smese, pri ¢emu je cilj bio i da se ispita Siri opseg
vrednosti odnosa surfaktant/kosurfaktant, kao 1 da se odabere stabilan sistem sa vecim
udelom uljane faze, koji bi potencijalno imao vecu bezbednost pri peroralnoj primeni.
Na osnovu rezultata ove faze odabran je jedan samo-nanoemulgujuci nosac koji je u fazi
2.3. (poglavlje 9.3.) koriS¢en za izradu ¢vrstog samo-nanoemulgujuceg sistema sa

karbamazepinom.

8.3.1. Metode
8.3.1.1. Formulacija tenog samo-nanoemulgujuceg sistema

Primenom optimizacione tehnike, dizajna smese, uz pomo¢ kompjuterskog programa
Design Expert® (version 8.0.7.1, Stat-Ease, Inc, Minneapolis, MN, SAD), definisan je
D-optimalni eksperimentalni dizajn smeSe koju ¢ine tri komponente, sastojci samo-
emulgujuceg sistema (SEDDS): uljana faza (A - trigliceridi srednje duzine lanaca),
surfaktant (B — smesa Polisorbat 80 i Labrasol® u odnosu 1:1) i kosurfaktant (C -
Transcutol® HP). Ove tri komponente predstavljaju ulazne parametre i njihov ukupan
udeo je 100%. Grani¢ne vrednosti udela (opsezi) ovih komponenti postavljene su na
osnovu prethodno izvedenih preliminarnih ispitivanja (Tabela 8.3. ).
Primenom D-optimalnog eksperimentalnog dizajna dobijen je eksperimentalni plan
(Tabela 8.4.), koji se sastojao od 16 predloZzenih formulacija SEDDS.
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Tabela 8.3. Granicne vrednosti udela komponenti u formulaciji te¢nih samo-
emulgujucih nosaca

Grani¢na vrednost

Trigliceridi srednje Polisorbat 80/ ®
duZine lanaca Labrasol“(1:1) Transcutol " HP
Donja (%) 10 40 30
Gornja (%) 30 60 50

Nakon razblazivanja 16 izradenih SEDDS sa visoko precis¢enom vodom u odnosu
10:90 (m/m) i meSanja na mesSalici (Vortex mixer V1 plus, Boeco, Nemacka), sistemi su
¢uvani na sobnoj temperaturi 72h radi stabilizacije. Dobijenim emulzijama odredene su
veli¢ina kapi (Y) 1 indeks polidisperziteta (Y>), kao izlazni parametri. Merenje veliine
kapi 1 indeksa polidisperziteta izradenih emulzija izvrSeno na nacin opisan u poglavlju

8.1.1.2.

8.3.1.2. Modelovanje uticaja ulaznih na izlazne parametre primenom
dizajna smese

Primenom D-optimalnog eksperimentalnim dizajna, moguce je dobiti odgovarajuci
matematicki model, koji opisuje uticaj udela komponenata SEDDS-a kao nezavisno

promenljivih, na veli¢inu kapi i PdI, kao zavisno promenljivih. Modeli, koje je moguce

dobiti su:

linearni: Y=b;A+ b,B+ b3C (8.1.)
kvadratni: Y="b;A+ bB+ b3C+ b12AB+ b13AC+ bysBC (8.2)
specijalni kubni: Y=b1A+ b,B+ b;C+ bj,AB+ bj3AC+ bysBC+ b123ABC (8.3)

kubni: Y= b1A+ b2B+ b3C+ b12AB+ b13AC+ b23BC+ b123ABC+712AB(A-B)+’Y13AC(A-
C)+y23BC(B-C) (8.4.)

gde su bj-biz3 1 v12-y23 koeficijenti, koji pokazuju uticaj nezavisno promenljivih, kao 1

njihovih medusobnih interakcija na vrednost =zavisno promenljive. Vrednosti
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koeficijenata izraCunavane su regresionom analizom, koriS¢enjem softvera Design

Expert®.

Matematicki model, tj. finalna jednacina, razmatra L-Pseudo vrednosti ulaznih
parametara (A, B, C), koje se krecu od 0 do 1. Vrednost 0 se dodeljuje donjoj granici, a
vrednost 1 gornjoj granici ulaznih parametara, dok se sve ostale vrednosti izracunavaju

iz slede¢ih jednacina:

Trigliceridi srednje duzine lanaca (A)

Aj(L-Pseudoy=(A1-10)/20 (8.5)
Polisorbat 80: Labrasol® (1:1) (smesa surfaktanata) (B)

B (L-Pseudoy=(B1-40)/20 (8.6.)
Transcutol® HP (kosurfaktant) (C)

Ci-pseudoy=(C1-30)/20 (8.7)

gde su A; B; 1 C; bilo koje vrednosti udela uljane faze, surfaktanta 1 kosurfaktanta,

redom, u okviru postavljenih granica.

Matematicki model koji najbolje opisuje vezu izmedu ulaznih i izlazih parametara bira
se na osnovu poredenja nekoliko statistiCkih parametara, ukljucujuéi standardnu
devijaciju (Sd), koeficijent visestruke korelacije (R?), prilagoden koeficijent viSestruke
korelacije (prilagodeni R?). Vrednosti za R” i prilagodeni R? za odabrani model treba da
budu vece u odnosu na druge modele, dok vrednost standardne devijacije treba da bude
manja. Kompromisom izmedu postavljenih zahteva vr§i se odabir pogodnog

matematickog modela.

Nakon dobijanja modela izvrSena je optimizacija sa zahtevima da veli¢ina kapi bude od
100 do 200 nm, a PdI od 0,1 do 0,2. Pod ovim uslovima, dva odgovora su kombinovana
tako da se odredi optimizaciona oblast i dobije samo-nanoemulguju¢i sistem (SNEDDS)
sa niskom vredno$¢u Pdl, §to potencijalno ukazuje na visoku stabilnost ovog sistema. 1z

razli¢itih delova optimizacione oblasti odabrane su tri formulacije SNEDDS-a, kojima
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je nakon razblazivanja vodom odredena velic¢ina kapi i PdI, radi procene uspesnosti

predvidanja.

8.3.2. Rezultati i diskusija

8.3.2.1. Modelovanje uticaja komponenti te¢nog samo-
nanoemulgujuéeg sistema na veli¢inu kapi i indeks
polidisperznosti

U tabeli 8.4. prikazani su ulazni i izlazni parametri, koji odgovaraju eksperimentalnom
planu dobijenom korid¢enjem softvera Design Expert™. Jasno se vidi da se sa malim
variranjem udela lipida, surfaktanta i kosurfaktanta dobijaju velike razlike u veli¢ini
kapi 1 vrednosti Pdl. Tako se veli¢ina kapi krece u rasponu od 118,7 nm u formulaciji
SEDDS-4 do 513,1 nm u formulaciji SEDDS-3 (Tabela 8.4.). Takode, izmedu izradenih
emulzija uocena je i velika razlika u vrednosti Pdl, $to ukazuje na potencijalnu razliku u
stabilnosti dobijenih emulzija. Neocekivano, formulacija SEDDS-3 sa najmanjim
udelom lipida, a najve¢im udelom kosurfaktanta, imala je vrednost PdI 1, Sto
potencijalno ukazuje na visoku nestabilnost, a osim toga ima i najvece kapi. Ova
formulacija potencijalno ukazuje da kosurfaktant (Transcutol® HP), &iji je udeo u ovoj
formulaciji na najviSem nivou ima najmanji pozitivni uticaj na stabilnost sistema. Sa
druge strane formulacija SEDDS-15 imala je najmanju vrednost Pdl od 0,076, Sto
potencijalno ukazuje da ovaj sistem ima najvecu stabilnost. Generalno slabija
sposobnost za emulgovanje vodene faze, sa povecanjem udela Transcutol“-a HP, mogla
bi da se pripiSe kompetitivnom uticaju kosurfaktanta (Transcutol® HP) za solubilizaciju
ulja na medupovrsini uljane i vodene faze. Transcutol® HP, kao hidrofilni solubilizator,
verovatno istim mehanizmom koji je pretpostavljen kod kosurfaktanata tipa alkohola
(Fanun, 2007), menja polarnost uljane i vodene faze i penetrira u medupovrSinski film
surfaktanata uticu¢i na njegovu geometriju tako da ulje biva potisnuto, tj. smanjuje se
efikasnost surfaktant/kosurfaktant smese za njegovu solubilizaciju. Uticaj Transcutol“-a
HP postaje izrazeniji sa porastom relativnog udela kosurfaktanta u smeSi sa

surfaktantom, $to je u saglasnosti sa rezultatima u literaturi (Pekic¢, 2011).
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Tabela 8.4. Eksperimentalni plan dobijen primenom dizajna smeSe (ulazni i izlazni

parametri)

Ulazni parametri Izlazni parametri

Broj
formulacije

SEDDS-1
SEDDS-2
SEDDS-3
SEDDS-4
SEDDS-5
SEDDS-6
SEDDS-7
SEDDS-8
SEDDS-9
SEDDS-10
SEDDS-11
SEDDS-12
SEDDS-13
SEDDS-14
SEDDS-15

SEDDS-16

A

Trigliceridi

srednje duzine

lanaca

15,05

13,70

10,01

20,64

15,05

10,01

20,70

10,00

20,64

23,81

29,99

10,01

16,57

29,99

13,64

20,70

B

Polisorbat 80:
Labrasol®(1:1)

42,07
52,86
40,00
40,00
42,07
59,99
49,30
49,07
40,00
43,04
40,01
59,99
46,42
40,01
42,85

49,30

C

Transcutol®
HP

42,88
33,44
49,99
39,36
42,88
30,00
30,00
40,93
39,36
33,15
30,00
30,00
37,01
30,00
43,51

30,00

Y,

Veli¢ina
kapi

232,6+28,85
162,743,52
513,145,25
118,745,29
232,6+28,85
193,042,29
150,0+5,11
188,7+7,21
118,745,29
189,8+6,07
202,146,52
193,042,29
318,7+6,60
202,146,52
233,6+8,56

150,0+5,11

Y>

PdIl

0,151+0,041

0,291+0,019

1,000+0,009

0,213+0,025

0,151+0,041

0,205+0,006

0,226+0,010

0,283+£0,014

0,213+0,025

0,300+0,020

0,387+0,010

0,205£0,006

0,459+0,008

0,387+£0,010

0,076+0,013

0,226+0,010
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Uzimajuéi u obzir prethodno pomenute statisticke parametre (Sd, R% prilagodeni R?)
izabrani matematicki model koji najbolje opisuje odnos izmedu ulaznih parametara i
veli¢ine kapi, kao izlaznog parametra tj. odgovora sistema je specijalni kubni model
(Tabela 8.5.). Nakon isklju¢ivanja parametara koji nemaju statisticki znacaj (p>0,05)
dobijena je konacna jednacina (Tabela 8.6.). Vrednosti koeficijenata uz A, B i C
ukazuju na efekat ovih promenljivih na odgovor. Pozitivan znak koeficijenta ukazuje na
sinergisticki efekat, dok negativan oznafava antagonisticki efekat na odgovor, tj.
veli¢inu kapi. Takode, veci koeficijent uz nezavisnu promenljivu ima ve¢i uticaj na

promenu odgovora.

Tabela 8.5. Odabir pogodnog matematickog modela za veli¢inu kapi 1 PdI

Standardna Koeficijent

Modeli viSestruke Prilagodeni R* Predviden R

SoMESIELY 1o eho 1)

promenljiva Y;: VELICINA KAPI

Linearni 81,59 0,3485 0,2483 -0,1702
Kvadratni 60,01 0,7289 0,5933 -0,1078
Specijalni 34.09 09213 0.8688 -0,2700
kubni I eSS ~.00008 .2 /0U
Kubni 31,01 0,9566 0,8914 -10,7779

promenljiva Y,: PdI

Linearni 0,21 0,1152 -0,0209 -0,7328
Kvadratni 0,16 0,5987 0,3981 22,5261
Specijalni 0,17 0,6322 0,3869 -4,0083
kubni
Kubni 0,092 0,9245 0.8111 -19,4836

Na isti nacin je izvrSena statisticka obrada za drugi izlazni parametar, Pdl, pri ¢emu je
odabran kubni model i na osnovu njega formirana finalna matematicka jednacina

(Tabela 8.5. 1 Tabela 8.6.).
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Tabela 8.6. Faktori modela i njegovog redukovanog oblika i dobijeni matematicki
model za odgovore (promenljive): velic¢inu kapi 1 PdI

Faktori i njihova znacajnost pre redukovanja Faktori i njihova znacajnost nakon

modela redukovanja modela

promenljiva Y;: VELICINA KAPI

Faktori p vrednost Faktori p vrednost
Faktori AB 0,1310 Nije znacajan /
Faktori AC <0,0001 Faktori AC <0,0001
Faktori BC 0,0012 Faktori BC 0,0020

Faktori ABC 0,0011 Faktori ABC 0,0023

Matemati¢ki model redukovanog Specijalnog kubnog modela za veli¢inu kapi:

Velic¢ina kapi=+189,93 * A +173,72 * B +491,85 * C -906,92 * A * C -720,63 * B * C
+4027,17 *A*B*C

promenljiva Y,: PdI

Faktori p vrednost Faktori p vrednost
Faktori AB 0,6966
Faktori AC 0,0086 Faktori AC 0,0093
Faktori BC 0,1180
Faktori ABC 0,3892

Matematicki model redukovanog Kubnog modela za PDI:

PdI=+0,41 * A +0,16 * B+0,71 * C-1,73* A * C

Konturni dijagrami, koji pokazuju promene vrednosti veli¢ine kapi i PdI u zavisnosti od
udela komponenata SEDDS, prikazani su na slikama 8.8. 1 8.9. U uglovima dijagrama
su smesteni maksimalni udeli triglicerida srednje duZine lanaca, smese Polisorbat”
80/Labrasol® (1:1) i Transcutol®-a HP, dok se njihovi minimalni udeli nalaze na
stranama dijagrama nasuprot uglovima. Izmedu uglova i suprotnih strana dijagrama
vrednosti komponenata smeSe se postepeno smanjuju. Crvene tacke na konturnom
dijagramu predstavljaju izradene i ispitane formulacije SEDDS. Generalno su konturni
dijagrami predstavljeni rasponom boja od najtamnije plave, do najintenzivnije crvene,

gde najtamnijoj plavoj boji odgovaraju najnize vrednosti za velic¢inu kapi i Pdl, dok
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najintenzivnijoj crvenoj odgovaraju najvise vrednosti za veli¢inu kapi i Pdl u

formulacijama.

Design-Expert® Software A Tl"lglcllcerldl

Velicina kapi
e Design Points

5131
118.7
A Trigliceridi

B: Polisorbat/Labrasol
C: Transcutol

2

60 10 50
B: Polisorbat 80/Labrasol (1:1) C: Transkutol HP

Veli¢ina kapi
Slika 8.8. 2D konturni dijagram koji opisuje uticaj ulaznih parametara na veli¢inu kapi,

emulzija dobijenih razblazivanjem SEDDS vodom.

Sa slika 8.8 i 8.9 jasno se vidi da se sa povecanjem udela surfaktanta, a smanjenjem
udela ulja 1 kosurfaktanta dobijaju se SEDDS koji nakon razblaZivanja vodom, imaju

manje kapi i manji Pdl, $to je znacajno sa aspekta stabilnosti dobijenih sistema.
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A: Trigliceridi
2'..’.0

Design-Expert® Software

PDI
e Design Points

1
0.076

A: Trigliceridi
B: Polisorbat/Labrasol
C: Transcutol

PR
0312513
b

[0.412056]
60 10 50
B: Polisorbat 80/Labrasol (1:1) C: Transkutol HP
Pdl

Slika 8.9. 2D konturni dijagram koji opisuje uticaj ulaznih parametara na Pdl emulzija

dobijenih razblazivanjem SEDDS vodom.

8.3.2.2. Optimizacija formulacije samo-nanoemulgujuceg sistema

Na slici 8.10. Zutom bojom je prikazana optimizaciona oblast, u kojoj se ukrstaju zadate

vrednosti odgovora (veli¢ina kapi od 100 do 200 nm i PdI od 0,1 do 0,2).

A: Trighiceridi
K

L 2
/
z-{ L
60
B: Polisorbat 80/Labrasol (1:1) C: Transkutol HP

Slika 8.10. 2D konturni dijagram sa oblastima u kojima se nalaze optimalne
formulacije.
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Tri formulacije koje zadovoljavaju postavljene kriterijume za veli¢inu kapi 1 PdI
odabrane su iz razli¢itih delova optimizacione oblasti konturnog dijagrama radi procene
uspeSnosti dizajna smeSe da predvidi izlazne parametre za zadate vrednosti ulaznih
parametara. Rezultati koji su dobijeni merenjem veli¢ine kapi 1 Pdl izradenih SNEDDS-
a nakon razblazenja vodom, uporedeni su sa predvidenim vrednostima kako bi se
proverilo da 1li odabrani matemati¢ki modeli daju dobru korelaciju (Tabela 8.7.).
Poredenjem dobijenih i1 predvidenih vrednosti, za veli¢inu kapi 1 Pdl, uocava se da se
primenom dizajna smeSe moZe pouzdano predvideti veli¢ina kapi 1 Pdl izradenih
SNEDDS-a, jer je razlika koja postoji izmedu predvidenih i dobijenih vrednosti za
veli¢inu kapi 1 PdI u okviru standardne devijacije izmerenih odgovora.

Tabela 8.7. Udeli komponenata tri odabrane optimalne formulacije, predvidene i
dobijene vrednosti veli¢ine kapi 1 PdI

Ulazni parametri (%) Izlazni parametri

Trigliceridi ~ Polisorbat

® 0349 0
srednje 80/Labrasol Tran;lc;tol Vehgllrls)kapl PdI
duZine lanca P(1:1)
Predvidena 150,96 0,192
T, 22,27 43,06 34,67
Dobijena 153,243,56  0,194+0,023
Predvidena 147,94 0,161
T, 21,12 42,24 36,64
Dobijena  157,02+£9,21  0,184+0,036
Predvidena 171, 07 0,187
T; 11,14 58,15 30,71

Dobijena  160,80+9,84 0,176+0,012

Formulacija T, je odabrana za izradu SSNEDDS (faza 2.4.; poglavlje 9.4.), pored
toga Sto zadovoljava zadate opsege za veli¢inu kapi i Pdl, ima i visok udeo
triglicerida (21,12%), a niZi udeo surfaktanta (42,24%), Sto je znacajno sa aspekta
bezbednosti. Raspodela veli¢ine kapi, prema intenzitetu, odabranog samo-

nanoemulgujuceg nosaca nakon razblazivanja vodom prikazana je na slici 8.11.
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Inmtensity (%)

10000

Slika 8.11. Raspodela veli¢ine pre¢nika kapi (size (d. nm) prema intenzitetu (Intensity
(%)) emulzije dobijene razblazivanjem odabranog samo-nanoemulgujuceg nosaca (T5)
vodom.
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9. Formulacija i karakterizacija ¢vrstih samo-
dispergujudih sistema sa karbamazepinom izradenih

metodom direktne adsorpcije i metodom uparavanja
(Faza 2)

U drugoj fazi eksperimentalnog rada pristupilo se formulaciji i karakterizaciji ¢vrstih
samo-dispergujucih sistema sa karbamazepinom. Metode koriS¢ene za izradu Cvrstih
samo-dispergujucih nosaca bile su metoda direktne adsorpcije i metoda uparavanja, uz
koriS¢enje poroznih adsorbenasa prirodnog i sintetskog porekla. Kao model lekovita
supstanca koriS¢en je karbamazepin. Takode se pristupilo i izradi binarnih ¢vrstih
disperzija karbamazepina i poroznih adsorbenasa, kako bi se ispitao potencijalni efekat
nosafa na povecanje brzine rastvaranja karbamazepina. U fazama 2.2.; 2.3 1 2.4.
pristupilo se izradi ¢vrstih samo-dispergujucih sistema sa karbamazepinom, kori§¢enjem
poroznih adsorbenasa 1 odabranih formulacija te€nih samo-dispergujuc¢ih nosaca u prvoj
fazi eksperimentalnog rada. Iz ove faze eksperimentalnog rada odabrane su formulacije
¢vrstih samo-dispergujuc¢ih nosaca iz kojih je u narednoj fazi procenjena permeabilnost
karbamazepina primenom in vitro 1 in silico metoda. Plan eksperimenata ove faze

prikazan je na slici 9.1.
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Cvrste disperzije
Faza 2.1.

SSMEDDS
Faza2.2.

U

!

SSNEDDS SSEDDS
Faza2.3. Faza 2.4.
i L ~_~

Koriséeni adsorpcioni nosaci

D optimalni eksperimentalni dizajn

. Neusilin® FL2
. Neusilin® UFL2

. Sylisia® 320

+ Dijatomiti

Ulazni parametri

Sastav formulacija

Karbamazepin (A) : 30- 50 %
SEDDS (B): 10— 30%
Neusilin® UFL2 40— 60%

Odnos karbamazepin: adsorpcioni nosa¢
I:1, 112, 16

Odnos adsorpcioni nosa¢: SMEDDS 1:1,
3:1
Udeo karbamazepina— konstantan (20%)

Odnos adsorpcioni nosa¢: SNEDDS 1:1,
1.2
Udeo karbamazepina— konstantan (20%)

Metoda izrade:
Direktna adsorpcija

Izlazni parametri

. % oslobodjenog
16 formulacija karbamazepina nakon:
»| 10,20, 30, 45 1 60 minuta
Ispitivanje brzine rastvaranja (Yi-Ys)

karbamazepina

Metode izrade

1l

A-evaporacija pomocu etanola na sobnoj
temperaturi

A~ direkina adsorpcija
B- metoda uparavanja (na sobnoj

A— direktna adsorpcija

Optimizacija formulacija SSEDDS

DSC' . PXRD?

TGA®, DSC. HSM', FT-IR*, SEM °,
PXRD

B- metoda uparavanja na 70° C temperaturi) T .
Zahtevi prilikom optimizacije
J1 50 <Y, <60
. . 65<Y,<80
Ispitivanje i karakterizacija 80 < Y, <85
Brzina rastvaranja karbamazepina, Brzina rastvaranja karbamazepina. Brzina rastvaranja karbamazepina, 85<Y,<90
90 <Ys<100

TGA .DSC, HSM. FT-IR , SEM.

Procena uspesnosti predvidanja

3 optimalne formulacije
Ispitivanje brzine rastvaranja karbamazepina
DSC
TGA

Y

PXRD

1l

1l

Jedna formulacija
za PAMPA test u fazi 3.1.

Jedna formulacija za PAMPA test u
fazi 3.1.
Sve formulacije za Simeyp®
modelovanje u fazi 3.2

1l

>

Jedna formulacija za PAMPA test u
fazi 3.1.

Tri formulacije za PAMPA test

u fazi 3.1.

Slika 9.1. Plan eksperimenata druge faze.

T~ .. ey, . .. 2~ .. . . .. .
Diferencijalna skeniraju¢a kalorimetrija; “Difrakcija X-zraka na uzorcima u prahu; *Termogravimetrijska analiza;

*Mikroskopija na vruéoj plo¢i; *Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom; °Skenirajuéa elektronska mikroskopija
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9.1. Formulacija i karakterizacija binarnih ¢évrstih disperzija
karbamazepina i adsorpcionih nosaca (Faza 2.1.)

Pre formulisanja ¢vrstih samo-dispergujucih sistema sa karbamazepinom pristupilo se
formulaciji binarnih ¢vrstih disperzija karbamazepina i poroznih adsorbenasa, kako bi
se proceno uticaj vrste i udela poroznog adsorbensa, kao i metode izrade cvrstih

disperzija, na brzinu rastvaranja i polimorfni oblik karbamazepina.
9.1.1. Materijal i metode

Karbamazepin je koriS¢en kao model supstanca i odgovara zahtevima navedenim u
monografiji Ph. Eur. 8.0. Kao adsorpcioni nosaci sintetskog porekla kori§¢eni su nosaci
tipa magnezijum-aluminometasilikata (Neusilin® UFL2, Neusilin® FL2) dobijeni od
Fuji Chemical Industry Co., Ltd., Japan i tipa silicijum-dioksida (Sylysia® 320) dobijena
iz Fuji Sylysia Chemical, Japan. Kao prirodni adsorbensi kori$éeni su dijatomiti, koji
su precisceni, 1 isporuc¢eni od Mount Sylvia, Pty. Ltd, Queensland, Australia. Etanol

99,5% v/v odgovara specifikaciji navedenoj u Ph. Eur. 8.0.
9.1.1.1. Izrada ¢vrstih disperzija

Karbamazepin, rastvoren u etanolu (99,5% v/v), je nanoSen na slede¢e nosace:
Neusilin® FL2, Neusilin® UFL2, Sylysia® 320 i dijatomite, u tri odnosa
karbamazepin/nosac¢: 1:1, 1:2 1 1:6. Za izradu Cvrstih disperzija koriS¢ena je metoda
primene rastvaraca na sobnoj (metoda A) 1 poviSenoj temperaturi (metoda B). Kod
metode A, nakon meSanja etanolnog rastvora karbamazepina i adsorpcionog nosaca,
dobijene smese su Cuvane 72 h na sobnoj temperaturi, kako bi etanol ispario. Metoda B
je podrazumevala uparavanje etanola iz izradenih disperzija u vakuum uparivacu (IKA
RV 05, Staufen, Germany) na temperaturi od 70 °C, pri brzini rotacije od 70 obrtaja/min
tokom 40 minuta. Izradene Cvrste disperzije (metoda A i B) su nakon izrade prosejane
kroz sito veli¢ine promera 300 pm. Do ispitivanja su ¢uvane zasticene od svetlosti 1

vlage. Na ovaj nacin je izradeno 24 uzoraka Cvrstih disperzija €iji je sastav i metod

izrade prikazan u tabeli 9.1.
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Tabela 9.1. Sastav, postupak izrade i oznaka izradenih ¢vrstih disperzija

Upotrebljeni nosac

Odnos karbamazepin/nosaé

Metode izrade

Oznaka formulacije

Neusilin® UFL2 1:1 A KBZ NUFL2 1 1 A
Neusilin® UFL2 1:2 A KBZ NUFL2 1 2 A
Neusilin® UFL2 1:6 A KBZ NUFL2 1 6 A
Neusilin® UFL2 1:1 B KBZ NUFL2 1 1 B
Neusilin® UFL2 1:2 B KBZ NUFL2 1 2 B
Neusilin® UFL2 1:6 B KBZ NUFL2 1 6 B
Neusilin® FL2 1:1 A KBZ NFL2 1 1 A
Neusilin® FL2 1:2 A KBZ NFL2 1 2 A
Neusilin® FL2 1:6 A KBZ NFL2 1 6 A
Neusilin® FL2 1:1 B KBZ NFL2 1 1 B
Neusilin® FL2 1:2 B KBZ NFL2 1 2 B
Neusilin® FL2 1:6 B KBZ NFL2 1 6 B
Sylysia®™ 320 1:1 A KBZ Syl 1.1 A
Sylysia®™ 320 1:2 A KBZ Syl 1 2 A
Sylysia®™ 320 1:6 A KBZ Syl 1 6 A
Sylysia® 320 1:1 B KBZ Syl 1 1 B
Sylysia® 320 1:2 B KBZ Syl 1 2 B
Sylysia® 320 1:6 B KBZ Syl 1 6 B
Dijatomiti 1:1 A KBZ Dijj 1 1 A
Dijatomiti 1:2 A KBZ Dijj 1 2 A
Dijatomiti 1:6 A KBZ Dijj 1 6 A
Dijatomiti 1:1 B KBZ Dij 1 1 B
Dijatomiti 1:2 B KBZ Dij 1 2 B
Dijatomiti 1:6 B KBZ Dij 1 6 B
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9.1.1.2. Karakterizacija ¢vrstih disperzija sa karbamazepinom

Ispitivanje brzine rastvaranja karbamazepina iz izradenih ¢vrstih disperzija
Ispitivanje brzine rastvaranja karbamazepina sprovedeno je iz uzoraka izradenih ¢vrstih
disperzija, komercijalno dostupnih tableta karbamazepina sa trenutnim oslobadanjem i
praska karbamazepina. Za ispitivanje brzine rastvaranja karbamazepina koriS¢ena je
aparatura sa rotiraju¢im lopaticama (Erweka DT70, Nemacka) pri brzini 50 obrtaja/min.
Kao medijum za ispitivanje koriS¢ena je preciS¢ena voda zapremine 900 ml, pri
temperaturi od 37 °C. Po 4 ml uzorka je uzimano u unapred utvrdenim vremenskim
intervalima, uz nadoknadivanje medijuma. Za izradene ¢vrste disperzije uzorkovanje je
vrSeno nakon 5, 10, 15, 20, 30, 60, 90, 120, 150 i 180 minuta. Svi uzorci su filtrirani
kroz membranski filter (0,45 pm). Karbamazepin je odredivan UV spektrofotometrijom
na talasnoj duzini 287 nm. Koris¢en je UV/VIS spektrofotometar Evolution 300
(Thermo Fisher Scientific, Velika Britanija). Prilikom ispitivanja brzine rastvaranja
karbamazepina iz formulacija, sadrzaj karbamazepina u svakoj formulaciji je bio
konstantan 1 iznosio je 200 mg. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti tri
ponovljena ispitivanja.

Poredenje profila brzine rastvaranja karbamazepina iz formulacija

Da bi se uporedili profili brzine rastvaranja lekovite supstance iz razli¢itih formulacija u
literaturi se preporucuje primena tzv. faktora razlike f1 (eng. difference factor) i faktora
sli¢nosti f2 (eng. similarity factor) (Moore, 1996). Faktori se mogu izraunati prema

slede¢im formulama:

9.1
E;L=1 R¢

f, = 100 x

-0,5
f, = 50log {[1 HIT R - Tt)z] X 100} ©2)

gde je n broj tacaka u profilu brzine rastvaranja, Rt i Tt predstavljaju vrednosti procenta
rastvorene supstance za referentni (R) i ispitivani (7) uzorak u vremenu ¢. Metoda
racunanja faktora razlike i sli¢nosti odobrena je od strane FDA kao prihvatljiva metoda

za poredenje profila brzine rastvaranja (Guidance for Industry; 1995, 1997). Vrednosti
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za faktor f1 0-15 i vrednosti za faktor f2 50-100 ukazuju na to da su poredeni profili
brzine rastvaranja slicni. Metoda izracunavanja faktora razlike i sli¢nosti je koris¢ena u
razli¢itim fazama ispitivanja Cvrstih disperzija i Cvrstih samo-dispergujuc¢ih sistema,
kako bi se utvrdila razlika izmedu odredenih formulacija, ili kako bi se procenila
uspesnost predvidanja brzine oslobadanja lekovite supstance dobijena eksperimentalnim

dizajnom.

Diferencijalna skenirajuca kalorimetrija (DSC)

DSC merenja izvrSena su na DSC Q2000 termalnom analizatoru (TA Instruments,
Nemacka). Precizno odmerena masa uzorka (1-5 mg) stavljana je u T-Zero®
aluminijumske posude, koje su potom hermeticki zatvarane, i merene u temperaturnom
opsegu od 20 do 200 °C, pri brzini zagrevanja od 10 °C/min, u struji azota, sa protokom
od 50 ml/min. Instrument je kalibrisan koriS¢enjem standarda indijuma. KoriS¢enjem
originalnog softvera (TA Instruments, Nemacka) automatski su izraCunavane entalpija,

pocetne temperature i temperature topljenja.

Difrakcija X-zraka na uzorcima u prahu (PXRD)

PXRD analiza je izvrSena na difraktometru Bruker D8 Advance (Bruker, Nemacka), na
sobnoj temperaturi. Difraktometar je opremljen bakarnom anodom (A= 0,15418 nm, 40
kV, 40 mA). Uzorci, po potrebi prethodno usitnjeni, stavljani su na kvarcnu plo¢u sa
aluminijumskim drZzacem. Reflektovana svetlost je detektovana na Lynx-eye PSD

detektoru.
9.1.2. Rezultati i diskusija

9.1.2.1. Ispitivanje brzine rastvaranja karbamazepina iz ¢vrstih
disperzija

Procenti rastvorenog karbamazepina iz izradenih c¢vrstih disperzija sa razlicitim
nosac¢ima prikazani su u tabelama 9.2.-9.5., a profili brzine rastvaranja karbamazepina iz

¢vrstih disperzija prikazani su na slikama 9.2.-9.5.
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Tabela 9.2. Procenti rastvorenog karbamazepina iz ¢vrstih disperzija izradenih sa Neusilin®-om UFL2 i iz pragka karbamazepina

Procenat oslobodenog karbamazepina u razli¢itim vremenskim intervalima (min)

Oznaka formulacije

KBZ NUFL2 1 1 B 16,38 20,52 23,54 26,56 29,34 35,26 46,04 48,02 47,08 48,85 49,84
KBZ NUFL2 1 2 B 7,45 14,33 20,41 25,40 32,59 41,41 48,71 55,37 56,71 59,31 62,22
KBZ NUFL2 1 6 B 43,50 57,35 55,38 61,00 63,62 61,62 61,81 65,52 64,03 66,08 66,71
KBZ NUFL2 1 1 A 7,33 10,32 13,10 16,25 16,40 20,89 24,13 27,50 31,90 36,58 40,39
KBZ NUFL2 1 2 A 22,75 32,59 38,94 40,23 46,06 57,29 58,78 70,82 70,44 74,97 83,69
KBZ NUFL2 1 6 A 53,82 63,02 69,23 71,84 73,52 76,46 75,79 81,62 81,28 85,86 91,35
Karbamazepin 2,00 4,91 17,54 26,42 41,56 41,43 48,85 53,00 59,41 62,06 62,73

Tabela 9.3. Procenti rastvorenog karbamazepina iz vrstih disperzija izradenih sa Neusilin®-om FL2 i iz praska karbamazepina

- Procenat oslobodenog karbamazepina u razli¢itim vremenskim intervalima (min)
Oznaka formulacije - . . e . .

5 10 15 20 30 45 60 90 120 150 180
KBZ NFL2 1 1 B 341 722 10,60 1344 2134 30,71 3511 4235 4607 4524 4895
KBZ NFL2 1 2 B 1226 17,61 2131 2502 30,63 3444 40,58 4585 4486 4645 49,50
KBZ NFL2 1 6 B 33,71 46,60 5498 5502 5639 61,69 6524 67,89 6931 71,55 73,50
KBZ NFL2 1 1 A 3,92 6,22 8,79 10,75 14,03 1733 13,59 1542 19,41 18,46 21,58
KBZ NFL2 1 2 A 8,87 1791 2541 3271 3517 43,07 4442 5830 62,97 63,98 63,98
KBZ NFL2 1 6 A 2439 3880 3931 4093 41,87 49,67 5040 5131 5627 57,67 60,75
Karbamazepin 2,00 4,91 17,54 2642 41,56 4143 4885 53,00 5941 62,06 62,73




Tabela 9.4. Procenti rastvorenog karbamazepina iz évrstih disperzija izradenih sa Sylysia®-om 320 i iz praska karbamazepina

Procenat oslobodenog karbamazepina u razli¢itim vremenskim intervalima (min)
Oznaka formulacije

5 10 15 20 R]|) 45 60 90 120

KBZ Syl 1 1 B 4,66 17,88 2440 3092 3502 39,19 43,76 4722 4921 5127 53735
KBZ Syl 1 2 B 2541 3464 4143 4823 5489 5736 64,08 70,94 7400 76,65 7921
KBZ Syl 1 6 B 29,73 40,88 42,07 4222 43,64 4498 4500 4421 4526 4575 46,01
KBZ Syl 1 1 A 5,35 8,24 11,04 14,03 18,61 20,04 2255 2633 31,03 3502 39,55
KBZ Syl 1 2 A 8,82 2121 33,50 41,94 43,17 4987 5483 6244 6880 72,80 81,52
KBZ Syl 1 6 A 42,69 5401 5873 6393 6634 7025 7540 7998 87,54 8851 91,54
Karbamazepin 2,00 491 17,54 2642 41,56 4143 4885 53,00 5941 62,06 62,73

Tabela 9.5. Procenti rastvorenog karbamazepina iz ¢vrstih disperzija izradenih sa dijatomitima i iz praska karbamazepina

Procenat oslobodenog karbamazepina u razli¢itim vremenskim intervalima (min) ‘

Oznaka formulacije

10 15 20 30 45 60 90 120 150 180 ‘
KBZ Dij 1 1 B 3,18 4,48 6,24 7,97 11,91 1627 21,69 2873 3551 4141 4575
KBZ Dij 1 2 B 2,67 4,11 6,07 8,03 11,83 1563 2031 27,79 3523 40,52 44,73
KBZ Dij 1 6 B 9,53 13,61 1647 1932 2348 2823 3247 3934 4453 4894 5164
KBZ Dij 1 1 A 0,51 10,19 18,13 2922 3571 41,74 46,77 4842 5574 6548 7145
KBZ Dij 1 2 A 0,52 12,15 19,99 33,00 40,54 4348 46,75 51,77 60,39 6733 69,50
KBZ Dij 1 6 A 1,32 13,61 22,11 3604 4514 46,79 4949 5924 6538 7314 7506
Karbamazepin 2,00 491 17,54 2642 41,56 4143 4885 53,00 5941 62,06 62,73
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Posmatraju¢i profile brzine oslobadanja karbamazepina iz Cvrstih disperzija sa
Neusilin®-om UFL2 (Slika 9.2.) moZe se zakljuciti da jedino Gvrste disperzije sa
odnosom karbamazepin/nosac¢ 1:1, izradene metodom B (uparavanjem etanola na 70
°C), pokazuju vecu brzinu oslobadanja u odnosu na ¢vrste disperzije izradene metodom
A (uparavanjem etanola na sobnoj temperaturi). Iz Cvrstih disperzija sa odnosima
karbamazepin/adsorpcioni nosa¢ 1:2 i 1:6, u kojima je kao adsorpcioni nosa¢ koriséen
Neusilin® UFL2, veca brzina oslobadanja karbamazepina se postiZe iz &vrstih disperzija
izradenih metodom A. IzraCunavanjem faktora sli¢nosti i faktora razlike (Tabela 9.6.)
pokazano je da izmedu formulacija istog sastava, izradenih razli¢itim metodama postoji
znacajna razlika (f, < 50). Najveca brzina oslobadanja postignuta je iz ¢vrstih disperzija
kod kojih je odnos karbamazepin/Neusilin® UFL2 1:6, izradene metodom A (nakon 30
min oslobodeno je 73,52% karbamazepina, Tabela 9.2.). Cvrste disperzije izradene
metodama A i B, uz koriiéenje Neusilin®a UFL2, u kojima je odnos
karbamazepin/nosa¢ 1:6 inicijalno pokazuju znatno veéu brzinu oslobadanja
karbamazepina, u poredenju sa ostalim formulacijama. Brzina oslobadanja
karbamazepina iz izradenih formulacija opada sa smanjenjem udela nosaca u

formulaciji.

Sa slike 9.3. mozZe se videti da se kod &vrstih disperzija izradenih sa Neusilin®-om FL2,
jedino pri odnosu karbamazepin/nosa¢ 1:2 veca brzina oslobadanja karbamazepina
postize u sluc¢aju primene metode A u odnosu na metodu B. Sli¢no u formulacijama sa
Neusilin®-om UFL2, i ovde se uotava znacajna razlika izmedu profila oslobadanja
karbamazepina, u zavisnosti od metode izrade. Najveca brzina oslobadanja ponovo je
postignuta kod formulacije sa najve¢om koli¢inom nosaca, izradenom metodom B.
Takode, poput formulacija sa  Neusilin®om  UFL2, pri  odnosu
karbamazepin/adsorpcioni nosac 1:6, bez obzira na metodu izrade, 1 iz formulacije sa
Neusilin®-om FL2, pri istom odnosu, bez obzira na metodu izrade uocena je inicijalno
veca brzina oslobadanja karbamazepina u odnosu na druge formulacije, §to je verovatno
posledica boljeg kvasenja karbamazepina. U literaturi ne postoje istraZzivanja u kojima je
vr§ena formulacija ¢vrstih disperzija karbamazepina sa adsorpcionim nosac¢ima iz grupe
Neusilin®-a. Medutim, Khvanfar i saradnici (2013) su prilikom formulacije Gvrstih
disperzija Neusilin®-a i irbesartana dosli do sli¢nih zakljutaka. Pokazali su da se sa

povecanjem udela Neusilin®-a u formulaciji &vrstih disperzija sa irbesartanom povecava
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1 brzina rastvaranja lekovite supstance, §to objasnjavaju visokom specificnom
povrsinom Neusilina (300 m?/g) na koju se adsorbuje lekovita supstanca. Dodatno, u
istoj studiji je uoceno da se veca brzina oslobadanja irbesartana postize iz Cvrstih
disperzija izradenih metodom uparavanja etanola, nego iz Cvrstih disperzija izradenih
metodom adsorpcije, Sto je posledica inkorporiranja lekovite supstance u mikro i nano

strukture sistema (Khanfar i sar., 2013).
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Slika 9.2. Profili brzine rastvaranja karbamazepina iz ¢vrstih disperzija izradenih sa
Neusilin®-om UFL2 kao adsorpcionim nosagem i pragka karbamazepina.
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Slika 9.3. Profili brzine rastvaranja karbamazepina iz ¢vrstih disperzija izradenih sa
Neusilin®-om FL2 kao adsorpcionim nosa¢em i pragka karbamazepina.

Tabela 9.6. Poredenje profila brzine rastvaranja karbamazepina iz Cvrstih disperzija
izradenih razli¢itim metodama- faktori razlike (f1) i sli¢nosti (f2)

Poredene formulacije fl 2

KBZ NFL2 1 1 A KBZ NFL2 1 1 B 50,89 33,62
KBZ NFL2 1 2 A KBZ NFL2 1 2 B 19,32 45,55
KBZ NFL2 1 6 A KBZ NFL2 1 6 B 22,03 40,19
KBZ NUFL2 1 1 A KBZ NUFL2 1 1 B 37,46 39,24
KBZ NUFL2 1 2 A KBZ NUFL2 1 2 A 28,94 36,37
KBZ NUFL2 1 6 A KBZ NUFL2 1 6 B 19,08 37,52
KBZ Syl 1 1 A KBZ Syl 1 1 B 41,60 36,12
KBZ Syl 1 2 A KBZ Syl 1 2 B 16,32 47,97
KBZ Syl 1 6 A KBZ Syl 1 6 B 65,82 22,42
KBZ Dij 1 1 A KBZ Dij 1 1 B 47,23 31,19
KBZ Dij 1 2 A KBZ Dij 1 2 B 51,24 28,61
KBZ Dijj 1 6 A KBZ Dij 1 6 B 32,60 34,04
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Sa slike 9.4. se uotava da se pri kori§éenju Sylysia® 320 kao adsorpcionog nosaa,
jedino iz ¢vrstih disperzija sa odnosom karbamazepin/nosac 1:6, izradenih metodom A,
postize veca brzina oslobadanja karbamazepina u odnosu na ¢vrste disperzije izradene
metodom B. U sludaju adsorbensa Sylysia® 320 najveca brzina oslobadanja
karbamazepina je postignuta iz formulacije sa najve¢im udelom nosaca, izradene

metodom A.

Sli¢ne rezultate sa adsorbensima iz grupe Sylysia®-a, uz korii¢enje karvedilola kao
lekovite supstance su dobili i drugi autori. PlaninSek i saradnici su pokazali da se sa
poveéanjem udela karvedilola u &vrstim disperzijama sa Sylysia®-om 350, smanjuje
brzina rastvaranja lekovite supstance. Ovo objaSnjavaju smanjenjem ukupne povrSine
adsorbensa dostupne za rastvaranje, usled punjenja pora adsorbensa karvedilolom, kao i
smanjenjem kvaSenja usled povecéanog udela lekovite supstance. Takode, sa
povecanjem udela lekovite supstance u formulaciji, povecava se i vreme potrebno za
rastvaranje leka koji se nalazi u porama adsorbensa (Planinsek i sar., 2011). Drugo
istrazivanje iste istrazivacke grupe pokazalo je da na brzinu rastvaranja karvedilola,
uticu koli¢ina amorfnog 1 kristalnog karvedilola u formulaciji, kao 1 poroznost i
hidrofilnost Cestica adsorbensa. Amorfne Cestice su se pokazale boljim za ispunjavanje
pora silicijjum-dioksida, pri ¢emu je doSlo do jacih interakcija izmedu karvedilola i
silanolnith grupa nosaa. Ovim je poboljSano kvaSenje 1 smanjena aglomeracija
karvedilola. Kada medijum za rastvaranje dospe u pore nosaca, dolazi do potpunog
zasi¢enja visoko hidrofilnih silanolnih grupa, ¢ime se kompetitivno istiskuju hidrofobni
molekuli lekovite supstance sa hidrofilne povrSine nosaca. Sa povecanjem udela
lekovite supstance u formulaciji ¢vrstih disperzija dolazi do usporavanja prodiranja
medijuma za rastvaranje u pore, Sto ima za posledicu usporeno oslobadanje lekovite
supstance. Cvrste disperzije sa visokim udelom karvedilola su imale hidrofobniju
povrsinu i smanjenu poroznost, usled gustog pakovanja, $to je imalo negativan uticaj na

kvaSenje Cestica (Kovacic¢ i sar., 2011).

Na slici 9.5. jasno se vidi da pri primeni dijatomita kao nosaca, u formulaciji ¢vrstih
disperzija izradenih metodom B nije doSlo do znacajne promene u brzini rastvaranja
karbamazepina iz ¢vrstih disperzija u odnosu na Cistu supstancu, dok je kod formulacija

izradenih metodom A primeceno znacajno smanjenje brzine rastvaranja karbamazepina,

100



Doktorska disertacija Eksperimentalni deo-faza 2.1.

u odnosu na Cistu supstancu. Takode je uoCeno da sa porastom udela dijatomita u
¢vrstim disperzijama dolazi do neznatnog povecéanja brzine oslobadanja karbamazepina.
Kod ¢vrstih disperzija sa dijatomitima, iz kojih je postignuta najveca brzina oslobadanja
karbamazepina, odnos karbamazepin/dijatomiti je 1:6, a primenjena metoda izrade je
bila metoda A. Sa slike 9.5. vidi se da se u prvih 30 min oslobada oko 40%
karbamazepina iz formulacija ¢vrstih disperzija izradenih sa dijatomitima, a nakon toga,
postepeno, u narednih 150 min, jo§ 20%, Sto ukazuje na potencijalnu moguénost
primene dijatomita kao adsorpcionih nosaca za produzeno oslobadanje lekovite

supstance.
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Slika 9.4. Profili brzine rastvaranja karbamazepina iz ¢vrstih disperzija izradenih sa
Sylysia®-om 320 kao adsorpcionim nosacem i praska karbamazepina.

Primenom Neusilin®-a UFL2, Neusilin®-a FL2 i Sylysia® 320 u formulaciji &vrstih
disperzija, pri odnosu nosac/karbamazepin 1:1, bez obzira na metodu izrade, primecuje
se manji procenat rastvarenog karbamazepina u poredenju sa ¢istom supstancom, nakon
30 minuta (Tabele 9.2-9.5.). Na slikama 9.2.- 9.4. se vidi da pri primeni ovih nosaca u
izradi disperzija sa drugim odnosima adsorpcioni nosa¢/karbamazepin (1:2 1 1:6), dolazi
do povecanja brzine rastvaranja karbamazepina i to najveéeg kod formulacija ¢vrstih
disperzija sa odnosom 1:6. To je i oekivano, jer je veca kontaktna povrSina za kvasenje

medijumom 1 samim tim, veca je 1 brzina rastvaranja. Osim toga, pri ve¢im udelima
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karbamazepina u formulaciji Cvrstih disperzija (odnos nosac¢/karbamazepin 1:1),
potrebno je vece vreme za rastvaranje lekovite supstance koja se nalazi u porama
adsorbensa. Takode, ve¢i udeo amorfnih adsorpcionih nosaca u formulaciji ¢vrstih
disperzija verovatno dovodi do prelaska veceg procenta karbamazepina u amorfnu
formu, a kako amorfni oblik lekovite supstance ima vecu rastvorljivost u odnosu na
kristalni oblik, ovo je verovatno jo$ jedan razlog zaSto se iz ovih formulacija postize
najveca brzina oslobadanja karbamazepina. Ove pretpostavke ¢e biti razmatrane, nakon

rezultata DSC 1 PXRD.
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Slika 9.5. Profili brzine rastvaranja karbamazepina iz ¢vrstih disperzija izradenih sa
dijatomitima kao adsorpcionim nosac¢ima i praska karbamazepina.

Na osnovu procenta oslobodenog karbamazepina iz ¢vrstih disperzija sa razlic¢itim
adsorpcionim nosac¢ima (Tabele 9.2. - 9.5) vidi se da je redosled brzine oslobadanja
karbamazepina iz Cvrstih disperzija, bez obzira na koriS¢en odnos adsorpcioni
nosac/karbamazepin, sledeci: dijatomiti, Neusilin® FL2, Sylysia® 320, Neusilin® UFL2,
pocevsi od najsporijeg. Neusilin® UFL2 se pokazao kao adsorpcioni nosa¢, koji u
formulaciji ¢vrstih disperzija dovodi od najvefeg povecanja brzine rastvaranja
karbamazepina. Ovakav rezultat je ocekivan, jer ovaj nosa¢ ima najvecu specificnu
povrsinu u odnosu na ostale nosace. Neusilin® UFL2 ima specifi¢nu povrsinu 300 do
310 m%g, a Sylysia® 320 - 300 m%g, pa samim tim neznatno brze oslobadanje
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karbamazepina iz Gvrstih disperzija sa Neusilin®-om UFL2, moZe se pripisati ovoj
razlici. Neusilin® FL2 ima zna¢ajno manju specifiénu povrsinu od 150 m*/g i zbog Cega
je znaCajno manja brzina rastvaranja karbamazepina iz Cvrstih disperzija sa ovim
adsorbensom, §to se moZze objasniti manjom povrSinom za kontakt sa medijumom i
slabijim kvaSenjem karbamazepina (Elektronske baze podataka ii, iii, iv). Iz ¢vrstih
disperzija sa dijatomitima, usled najniZe specifi¢ne povrsine dijatomita od 30,92 m?%/g
(Lobenberg 1 Amidon, 2000), ocekivano se postize najsporije oslobadanje
karbamazepina. Osim male specificne povrSine, struktura dijatomita takode ima
znacajnu ulogu u oslobadanju karbamazepina. Inicijalno dolazi do oslobadanja lekovite
supstance adsorbovane na povrSini dijatomita, dok kasnije dolazi do postepenog

oslobadanja lekovite supstance zarobljene u unutrasnjoj Supljini Cestica dijatomita.

Na osnovu rezultata ispitivanja brzine rastvaranja karbamazepina iz izradenih Cvrstih
disperzija, moze se zakljuciti da se ne moze uspostaviti jasna zavisnost izmedu brzine
rastvaranja karbamazepina iz Cvrstih disperzija i metode izrade, odnosno odnosa
karbamazepin/adsorpcioni nosa¢. Medutim, u vecini slucajeva je pokazano da porozni
adsorbensi dovode do povecanja brzine rastvaranja karbamazepina iz ¢vrstih disperzija i
to najcesce tako Sto sa povecanjem udela adsorbensa dolazi do znacajnijeg povecanja

brzine rastvaranja karbamazepina.

9.1.2.2. Karakterizacija ¢vrstih disperzija

Diferencijalna skenirajuc¢a kalorimetrija (DSC)

Na DSC krivoj karbamazepina (Slika 9.6.) uo€ava se tokom zagrevanja, jedan uzak
endotermni pik na 175 °C koji je posledica topljenja polimorfnog oblika III, nakon ¢ega
se uocCava egzotermni pik na 178 °C, koji poti¢e od rekristalizacije polimorfnog oblika
IIT u polimorfni oblik I. Na 190,95 °C uocava se jo$ jedan endotermni pik, koji potice
od topljenja polimorfnog oblika I karbamazepina. Ovi rezultati za ¢ist karbamazepin su
u saglasnosti sa podacima u literaturi za polimorfni oblik III karbamazepina (Grzesiak 1

sar, 2003).

Na DSC krivama formulacija &vrstih disperzija izradenih sa Neusilin®-om FL2 (Slika

9.6. a) uocavaju se slabo izrazeni endotermni pikovi u opsegu temperatura od 130 do
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160 °C. Karakteristicna temperatura topljena za polimorfni oblik II karbamazepina je u
opsegu temperatura od 135 do 170 °C, pa ovi pikovi mogu biti posledica prelaska
karbamazepina iz polimorfnog oblika III u polimorfni oblik II (Grzesiak i sar, 2003).
Pikovi su izrazito slabog intenziteta, Sto moZze biti posledica malog udela karbamazepina
u formulacijama. S druge strane udeo karbamazepina u formulacijama je od 14,28 do
50%, tako da intenzitet ovih pikova ne bi trebao da bude tako slab, pa se pretpostavlja
da je doslo do prelaska odredene koli¢ine karbamazepina iz polimorfnog oblika III u

amorfnu formu.

Na DSC krivama ¢vrstih disperzija izradenih sa Neusilin®-om UFL2 (Slika 9.6. b)
uolavaju se gotovo identi¢ni termalni dogadaji kao kod &vrstih disperzija sa Neusilin®-
om FL2. Jedan do dva slaba endotermna pika u opsegu temperatura od 135 °C do 170
°C, ukazuju na mogucénost da je karbamazepin i u ovim formulacijama presao delom u

amorfni oblik, a delom u polimorfni oblik II (Grzesiak i sar, 2003).

Na DSC krivama &vrstih disperzija karbamazepina izradenih sa Sylysia®-om 320 (Slika
9.6. ¢), gotovo da nema pikova, osim kod formulacije KBZ Syl 1 1 A, gde se uo€ava
blag endotermni pik na oko 180 °C 1 kod formulacije KBZ Syl 1 2 B, gde je zapaZen
blagi endotermni pik na oko 150 °C. Na osnovu ovih rezultata moZze se pretpostaviti da
je karbamazepin u &vrstim disperzijama sa adsorbensom Sylysia® 320 presao u amorfnu

formu (Grzesiak i sar, 2003).

Cvrste disperzije karbamazepina izradene sa dijatomitima (Slika 9.6. d), pokazuju sliéne
termalne osobine kao 1 Cvrste disperzije sa ostalim adsorbensima. Kod pojedinih
formulacija sa dijatomitima uocavaju se blagi endotermni pikovi u opsegu temperatura
od 70 do 90 °C, koji su verovatno posledica isparavanja rezidua etanola, koji je koriS¢en
za izradu ovih formulacija. Kod odredenih formulacija pojavljuju se blagi endotermni

pikovi u opsegu temperatura od 130 do 180 °C.

Rezultati DSC analize ukazuju da je u gotovo svim formulacijama c¢vrstih disperzija
doslo do polimorfnog prelaza karbamazepina iz polimorfnog oblika III u polimorfni
oblik II, ili u amorfnu formu, a najverovatnije da su u formulaciji prisutna oba oblika
karbamazepina. Ove pretpostavke ¢e biti razmatrane u narednim ispitivanjima

primenom PXRD analize.
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Difrakcija X-zraka na uzorcima u prahu (PXRD)

Na difraktogramu Ccistog karbamazepina (Slika 9.7.) uocavaju se veoma izraZeni
difrakcioni pikovi za sledec¢e uglove: 20 - 13,02 °, 15,22 °, 15,78 °, 19,40 °, 24,92 °,
27,50 °, 31,86 °, koji potvrduju rezultate dobijene DSC analizom, da je Ccist
karbamazepin prisutan u kristalnom polimorfnom obliku IIT (Grzesiak i sar., 2003). Na
difraktogramima &vrstih disperzija (Slika 9.7.) izradenih sa Neusilin®-om UFL2,
Neusilin®-om FL2, Sylysia®—om 320, pri odnosu karbamazepin/nosa¢ 1:6 ne uocava se
ni jedan difrakcioni pik, $to potvrduje pretpostavku da je u ovim formulacijama doslo
do prelaska polimorfnog oblika III karbamazepina u amorfnu formu. Prelazak
karbamazepina u amorfnu formu je jo§ jedan od razloga, osim velike specifi¢ne
povrSine ovih adsorpcionih nosaca, zaSto je iz ovih formulacija postignuto najbrze
oslobadanje u odnosu na ¢vrste disperzije sa drugim odnosima karbamazepin/nosac.
Kod ostalih odnosa za ova tri nosaca se uocavaju, difrakcioni pikovi blagog intenziteta,
za karakteristi¢nu vrednost ugla 26 od 8,70 °. Ovaj pik je karakteristican za polimorfni
oblik IT karbamazepina (Grzesiak i sar., 2003), ¢ime je potvrdena pretpostavka dobijena
DSC analizom, da je u ovim formulacijama deo karbamazepina preSao u amorfnu
formu, a deo u polimorfni oblik II. Frakcija karbamazepina koja je iz polimorfnog
oblika III presla u manje rastvorljiv polimorfni oblik II je moZzda jo§ jedan od razloga
za$to se karbamazepin sporije oslobada iz ¢vrste disperzije sa odnosima karbamazepin/
adsorpcioni nosac 1:1 1 1:2, u odnosu na one sa odnosom 1:6. Na difraktogramima svih
¢vrstih disperzija karbamazepina sa dijatomitima (Slika 9.7. d) uocava se pik za
vrednost ugla 20 od 8,70 ° i viSe pikova slabijeg intenziteta, Sto ukazuje na to da je u
ovim formulacijama deo karbamazepina presao u polimorfni oblik II, a kako su pikovi
izrazito slabog intenziteta, moze se zakljuciti da je deo karbamazepina presao i u
amorfnu formu. Prelazak karbamazepina u polimorfnu formu II i1 specifi¢na struktura
dijatomita su sigurno uzrokovali znatno manje brzine oslobadanja karbamazepina iz

ovih formulacija u odnosu na ostale adsorbense, pa ¢ak i sam karbamazepin.
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Slika 9.6. DSC krive karbamazepina, adsorpcionih nosaga i évrstih disperzija izradenih sa: a) Neusilin®-om FL2; b) Neusilin®-om UFL2; ¢) Sylysia®-om 320;
d) dijatomitima.
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Slika 9.7. PXRD difraktogrami karbamazepina, adsorpcionih nosaca i Gvrstih disperzija izradenih sa: a) Neusilin® -om FL2; b) Neusilin®-om UFL2;
¢) Sylysia®-om 320; d) dijatomitima.
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9.2. Formulacija i karakterizacija évrstih samo-mikroemulgujuéih
sistema sa karbamazepinom (Faza 2.2.)

U fazi 2.2. izvrSena je formulacija i karakterizacija ¢vrstih samo-mikroemulguju¢ih
sistema sa karbamazepinom, uz koriS¢enje 4 razlicita porozna adsorbensa. Cilj je bio da
se ispita uticaj udela i vrste poroznog adsorbensa, kao i postupka izrade na brzinu
oslobadanja karbamazepina iz ¢vrstih samo-mikroemulgujuéih sistema, kao i da se
utvrdi polimorfni oblik karbamazepina, prisutan u izradenim c¢vrstim samo-

mikroemulgujuéim sistemima.
9.2.1. Materijal i metode

Tecni samo-mikroemulgujuc¢i sistem (trigliceridi srednje duzine lanca (10%),
Cremophor® EL (67,5%), Makrogol 400 (22,5%)) odabran u fazi 1.1. eksperimentalnog
rada (poglavlje 8.1.), kori$¢en je za izradu ¢vrstih samo-mikroemulgujucéih sistema. Kao
porozni adsorbensi koridéeni su Neusilin® FL2, Neusilin® UFL2, Sylysia® 320 i
dijatomiti, isti kao u prethodnoj fazi eksperimentalnog rada. Etanol 99,5% v/v odgovara

specifikaciji navedenoj u Ph. Eur. 8.0.

9.2.1.1. Izrada ¢vrstih samo-mikroemulgujucih sistema sa
karbamazepinom

Cvrsti samo-mikroemulgujuéi terapijski sistemi su izradeni od prethodno odabranog
te€nog samo-mikroemulgujuéeg terapijskog sistema i adsorpcionog nosaca, primenom
dve metode: metoda direktne adsorpcije (metoda A) i metoda uparavanja (metoda B). U
metodi direktne adsorpcije, tecni SMEDDS je adsorbovan na smeSu adsorpcionog
nosaca i karbamazepina. U metodi uparavanja, rastvor karbamazepina (karbamazepin
rastvoren u minimalnoj koli¢ini etanola) je dodat smesi tecnog SMEDDS-a i
adsorpcionog nosaca, nakon ¢ega je vrSeno uparavanje etanola na sobnoj temperaturi 72
h. Svi izradeni uzorci su, nakon homogenizacije prosejani kroz sito 300 um. Ukupno je
izradeno 16 formulacija ¢vrstih samo-mikroemulgujucih sistema (Tabela 9.7), u kojima
je odnos adsorpcioni nosa¢/tecni SMEDDS bio 3:1 ili 1:1 , dok je udeo karbamazepina

bio stalan i1 iznosio 20% .
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Tabela 9.7. Sastav, postupak izrade i oznaka ¢vrstih samo-mikroemulgujucih sistema

Odnos Metoda
nosa¢/SMEDDS izrade

Oznaka formulacije

Neusilin® UFL2 1:1 A NUFL2 SMEDDS 1 1 A
Neusilin® UFL2 3:1 A NUFL2 SMEDDS 3 1 A
Sylysia®™ 320 1:1 A Syl SMEDDS 1 1 A
Sylysia®™ 320 3:1 A Syl SMEDDS 3 1 A
Dijatomiti 1:1 A Dij SMEDDS 1 1 A
Dijatomiti 3:1 A Dij SMEDDS 3 1 A
Neusilin® FL2 1:1 A NFL2 SMEDDS 1 1 A
Neusilin® FL2 3:1 A NFL2 SMEDDS 3 1 A
Neusilin® UFL2 1:1 B NUFL2 SMEDDS 1 1 B
Neusilin® UFL2 3:1 B NUFL2 _SMEDDS 3 1 B
Sylysia® 320 1:1 B Syl SMEDDS 1 1 B
Sylysia®™ 320 3:1 B Syl SMEDDS 3 1 B
Dijatomiti 1:1 B Dij SMEDDS 1 1 B
Dijatomiti 3:1 B Dij SMEDDS 3 1 B
Neusilin® FL2 1:1 B NFL2 SMEDDS 1 1 B
Neusilin® FL2 3:1 B NFL2 SMEDDS 3 1 B

9.2.1.2. Karakterizacija ¢vrstih samo-mikroemulgujuéih sistema

sa karbamazepinom

Ispitivanje brzine rastvaranja karbamazepina iz ¢vrstih samo-mikroemulgujucih sistema
1 tableta karbamazepina sa trenutnim oslobadanjem, kao i PXRD 1 DSC analiza su
izvedeni na nacin opisan u poglavlju 9.1.1.2. Osim toga u ovom delu eksperimentalnog
rada sprovedene su i TGA, HSM, FT-IR i SEM analiza, radi detaljnije analize
interakcije karbamazepina i komponenti ¢vrstog samo-mikroemulgujuceg sistema, kao i

polimorfnog oblika karbamazepina.
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Termogravimetrijska analiza (TGA)

TGA merenja su izvrSena na TGA Q5000 termalnom analizatoru (TA Instruments,
SAD) sa dvadesetpetopozicionim autosemplerom. Tokom analize su koris¢ene
aluminijumske posude, u koje su stavljani uzorci u koli¢ini od 3 do 5 mg, mereni u
temperaturnom opsegu od 20 do 320 °C, pri brzini zagrevanja uzorka od 10 °C/min, u
struji azota, sa protokom od 25 ml/min. Instrument je bio kalibrisan koris¢enjem

standarda indijuma.

Mikroskopija na vruéoj ploci (HSM)

HSM snimanja izvrSena su koriS¢enjem Mettler Toledo Hot Stage mikroskopa (Hot-
Stage FP82HT, Controller/processor FP 90, Microscope DME Model 13595, Camera
PL-A622 firewire camera, Mettler Toledo, Nemacka) i softvera Studio Capture 3.1, u
temperaturnom opsegu od 20 do 250 °C.

Infracrvena spektrofotometrija sa Furijeovom transformacijom (FT-IR)

FT-IR spektri formulisanih samo-mikroemulguju¢ih sistema sa karbamazepinom su
dobijeni koriS¢enjem Perkin Elmer Spectrum One FT-IR spektrometra spojenog sa
horizontalnim Golden Gate MKII jedno-reflektnim ATR sistemom (Specac, 214 Kent,

Velika Britanija), opremljenog sa Zy-Se so¢ivom.

Skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM)
Praskasti uzorci samo-mikroemulgujucih sistema sa karbamazepinom su fiksirani na
odgovarajuce nosace za uzorke, zatim su suSeni na vazduhu, a nakon toga oblozeni ultra

tankim slojem zlata (10 nm). SEM snimanja su izvrSena na uredaju HITACHI SU 8000
(Hitachi, Japan), pri naponu od 2000 V.
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9.2.2. Rezultati i diskusija

9.2.2.1. Ispitivanje brzine rastvaranja karbamazepina iz ¢vrstih
samo-mikroemulgujucih sistema

Rezultati ispitivanja brzine rastvaranja karbamazepina iz izradenih formulacija, praska
karbamazepina i komercijalnih tableta sa trenutnim oslobadanjem prikazani su tabelarno

(Tabela 9.8. 1 Tabela 9.9.) i graficki na slikama 9.8.19.9.

Sve izradene formulacije inicijalno su pokazale povecanje brzine rastvaranja
karbamazepina u odnosu na ¢istu supstancu i komercijalne tablete karbamazepina sa
trenutnim oslobadanjem. Formulacija izradena metodom direktne adsorpcije (A), sa
Neusilin®-om UFL2, pri odnosu adsorpcioni nosa¢/SMEDDS 3:1 pokazala je najbrze
rastvaranje karbamazepina od svih ispitivanih (75,5% nakon 10 minuta). Nakon 30
minuta ispitivanja, iz obe formulacije sa Neusilin®-om UFL2, izradene metodom A,
rastvorilo se vise od 90% karbamazepina, ¢ime je zadovoljen osnovni farmakopejski
zahtev za preparate sa trenutnim oslobadanjem (viSe od 80% lekovite supstance za 30
minuta) (USP 38 - NF 33). Medutim, formulacije sa dijatomitima, izradene metodom B,
pokazuju gotovo sporije oslobadanje karbamazepina u odnosu na ¢ist karbamazepin 1
komercijalne tablete karbamazepina. Tako je iz formulacija sa dijatomitima, izradenih
metodom B, za 30 minuta postignuto oslobadanje karbamazepina od 35,73% 1 42,86%,
u zavisnosti od odnosa dijatomiti/SMEDDS (Tabela 9.9.). Nakon toga sledi usporeno
oslobadanje karbamazepina, pa je tako za 120 minuta oslobodeno svega 43,70%,
odnosno 48,3% karbamazepina, pri ¢emu je veca brzina oslobadanja postignuta pri

odnosu dijatomiti/SMEDDS 3:1.
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Tabela 9.8. Procenti rastvorenog karbamazepina iz SSMEDDS (izradenih metodom
direktne adsorpcije), praska karbamazepina i tableta karbamazepina sa trenutnim

oslobadanjem

Procenat oslobodenog karbamazepina u razli¢itim vremenskim
intervalima (min)

Oznaka formulacije

NUFL2 SMEDDS 1 1 A 71,35 8147 90,63 92,55 9422 96,07 98,56
NUFL2_SMEDDS 3 1 A 75,50 87,94 91,56 93,39 9437 9575 98,14
Syl SMEDDS 1 1 A 58,41 75,18 8427 94,11 94,79 9747 9925
Syl SMEDDS 3 1 A 58,04 7238 83,03 8822 91,81 9564 99,03
Dij SMEDDS 1 1 A 5524 56,11 56,76 58,13 60,06 63,62 67,67
Dij SMEDDS 3 1 A 61,55 6338 6437 6562 6642 66,66 67,04
NFL2 SMEDDS 1 1 A 31,30 56,72 65,03 7625 7842 82,58  87.88
NFL2 SMEDDS 3 1 A 5451 64,69 80,83 9426 9586 98,06 99,09
Karbamazepin 491 2642 41,56 4143 4845 5983 65,08
Tablete 13,99 22,52 3036 38,08 4645 5752 62,86

Tabela 9.9. Procenti rastvorenog karbamazepina iz SSMEDDS (izradenih metodom

uparavanja), praska karbamazepina i tableta karbamazepina sa trenutnim oslobadanjem

Procenat oslobodenog karbamazepina u razli¢itim vremenskim
intervalima (min)

Oznaka formulacije

NUFL2 SMEDDS 1 1 B 49,79 64,80 76,65 8255 82,02 8303 87,24
NUFL2_SMEDDS 3 1 B 51,73 60,18 6842 72,70 77,015 8221 8531
Syl SMEDDS 1 1 B 41,61 56,80 6512 73,76 78,87 86,03 91,62
Syl SMEDDS 3 1 B 49,14 67,98 78,00 83,86 9234 9597 9737
Dij SMEDDS 1 1 B 1922 2958 3573 3845 40,11 4233 43,70
Dij SMEDDS 3 1 B 28,76 38,74 42,86 43,17 4548 4789 4830
NFL2 SMEDDS 1 1 B 30,31 3825 4242 47,00 49,00 5324 5524
NFL2_SMEDDS 3 1 B 42,18 5329 60,20 62,95 6695 73,38 78,94
Karbamazepin 491 2642 4156 4143 4845 5983 65,08
Tablete 13,99 22,52 30,36 38,08 4645 57,52 62,86
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——NUFL2_SMEDDS 1 1 A
——NUFL2_SMEDDS 3 1 A
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—— Syl SMEDDS 3 1 A
——Dij_SMEDDS 1 1 A
——Dij SMEDDS 1 1 A
NFL2 SMEDDS 1 1 A

NFL2_SMEDDS 3 1 A

Karbamazepin

=——=Tablete

Slika 9.8. Profili brzine rastvaranja karbamazepina iz ¢vrstih samo-mikroemulgujuéih
sistema izradenih metodom A (direktne adsorpcije), praska karbamazepina i
karbamazepina iz tableta sa trenutnim oslobadanjem.
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——Dij SMEDDS 3 1 B
——NFL2_SMEDDS 1 1 B
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Slika 9.9. Profili brzine rastvaranja karbamazepina iz ¢vrstih samo-mikroemulguju¢ih
sistema izradenih metodom B (metoda uparavanja) praska karbamazepina i

karbamazepina iz tableta sa trenutnim oslobadanjem.
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Vrednosti faktora razlike (f1) i faktora slicnosti (f2) ispitivanih formulacija u odnosu na
Cist karbamazepin i tablete karbamazepina sa trenutnim oslobadanjem su izracunate
pomocu jednacina 9.1 1 9.2 1 prikazane u tabeli 9.10. Na osnovu izracunatih vrednosti
fl 1 f2 moze se zakljuciti da se profili brzine rastvaranja karbamazepina iz svih
formulacija, osim za formulaciju sa dijatomitima, izradenu metodom uparavanja, pri
odnosu dijatomiti/SMEDDS 1:1, znacajno razlikuju od profila brzine rastvaranja Cistog
karbamazepina i tableta sa trenutnim oslobadanjem, na osnovu ¢ega se moze zakljuciti
da je iz ovih formulacija postignuto povecanje brzine oslobadanja karbamazepina.
Faktor slicnosti za formulaciju sa dijatomitima, izradenu metodom uparavanja, pri
odnosu dijatomiti/SMEDDS 1:1 ima vrednost preko 50, kako u poredenju sa cistim
karbamazepinom, tako i u poredenju sa tabletama sa trenutnim oslobadanjem, S$to
ukazuje na to da nema znacajne razlike izmedu ove formulacije, Ciste supstance i tableta

karbamazepina sa trenutnim oslobadanjem.

Procena uticaja metode izrade ¢vrstih samo-mikroemulgujuéih sistema na brzinu

oslobadanja karbamazepina

Analizom rezultata ispitivanja brzine rastvaranja karbamazepina iz svih formulacija
¢vrstih samo-mikroemulgujuéih sistema sa karbamazepinom, utvrdeno je da se iz
formulacije izradene metodom direktne adsorpcije postize veca brzina rastvaranja
karbamazepina od formulacija identicnog sastava, izradenih metodom evaporacije

pomocu etanola.

Iz formulacije u kojoj je kao porozni adsorbens koris¢en Neusilin® FL2, izradene
metodom A, pri odnosu adsorpcioni nosa¢/SMEDDS 1:1, postignut je donekle slican
procenat oslobodenog karbamazepina nakon 10 min, kao i iz formulacije istog sastava
izradene metodom B (Tabele 9.8 1 9.9). Pri odnosu adsorpcioni nosa¢/SMEDDS 3:1,
veca brzina rastvaranja karbamazepina, nakon 10 min, postiZe se iz formulacije izradene
metodom A (direktna adsorpcija) u poredenju na formulaciju izradenu metodom B
(uparavanje). U kasnijim vremenskim intervalima se znacajno veca brzina oslobadanja
karbamazepina postiZe iz ¢vrstih samo-mikroemulgujuc¢ih sistema izradenih metodom

direktne adsorpcije (metoda A), bez obzira na odnos adsorpcioni nosa¢/SMEDDS.
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Tabela 9.10. Poredenje profila brzine rastvaranja karbamazepina iz izradenih ¢vrstih samo-mikroemulgujucih sistema sa praskom karbamazepina i tabletama
karbamazepina sa trenutnim oslobadanjem - faktori razlike (f1) i sli¢nosti (f2)

. fl 62,17 43,98 59,98 58,63 43,14 49,35 47,10 58,28
Karbamazepin

2 15,37 14,29 17,48 18,68 29,23 24,98 28,66 22,03

Tablete karbamazepina sa fl 56,50 57,31 54,96 53,79 34,91 40,27 43,16 53,72

trenutnim oslobadanjem 2 15,94 15,11 17,43 18,51 32,04 27,50 27,40 18,52

Karbamazepin f1 54,25 50,70 48,52 56,16 21,24 21,19 21,36 43,00

2 22,52 25,26 27,42 20,91 56,38 47,72 46,57 31,59

Tablete karbamazepina sa fl 48,34 45,39 44,96 51,87 23,57 24,98 21,39 37,93
trenutnim oslobadanjem 2 22,89 25,62 26,27 20,20 50,67 47,83 49,60 32,03
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Iz formulacija izradenih metodom direktne adsorpcije (metoda A), sa Neusilin®-om
UFL2 kao adsorpcionim nosacem, takode se postize veéa brzina rastvaranja
karbamazepina u poredenju sa formulacijama identi¢nog sastava izradenih metodom
uparavanja (metoda B) (Tabele 9.8 1 9.9). Inicijalna razlika u koli¢ini oslobodenog

karbamazepina je oko 20%, dok se kasnije tokom ispitivanja ova razlika smanjuje.

Iz formulacija sa Sylysia®om 320 (Tabele 9.8 i 9.9), bez obzira na odnos
nosa¢/SMEDDS, takode je uofena znacajna razlika u brzini rastvaranja karbamazepina
u zavisnosti od metode izrade, pri Cemu je veca brzina rastvaranja postignuta iz

formulacije izradene metodom direktne adsorpcije (metoda A).

Iz formulacija izradenih metodom direktne adsorpcije, sa dijatomitima kao
adsorpcionim nosacem, nakon prvih 10 minuta ispitivanja rastvori se viSe nego
dvostruko karbamazepina u poredenju sa identi¢nim formulacijama izradenih metodom
uparavanja (Tabele 9.8 1 9.9). Tokom daljih ispitivanja, razlika u brzini oslobadanja se
smanjuje, ali do kraja ispitivanja procenat oslobodenog karbamazepina iz formulacija
izradenih direktnom adsorpcijom (sa dijatomitima) ostaje za oko 20% vec¢i u odnosu na

odgovarajuce formulacije izradene metodom uparavanja.

Izracunavanjem faktora sli¢nosti i faktora razlike (Tabela 9.11.) za poredenje profila
brzine rastvaranja karbamazepina iz formulacija izradenih razli¢itim metodama, uocava
se znacajna razlika izmedu svih uporedivanih formulacija, osim za formulacije izradene
sa Sylysia®-om 320 i odnosom adsorpcioni nosa&/SMEDDS 3:1. Ovo ukazuje na to da
je izbor metode izrade Cvrstih samo-mikroemulgujucih sistema znacajan faktor koji
utice na brzinu oslobadanja karbamazepina, a samim tim i potencijalno postizanje

odgovarajuce bioraspolozivosti.

Nizi procenat oslobodenog karbamazepina iz formulacija izradenih metodom
evaporacije pomocu etanola verovatno je posledica hidrofobnih interakcija izmedu
karbamazepina 1 adsorpcionog nosaca, do koje je doslo tokom procesa uklanjanja
etanola iz formulacija, 1 posledi¢no tome precipitaciji karbamazepina na povrSinu

adsorpcionog nosaca.
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Tabela 9.11. Poredenje profila brzine rastvaranja karbamazepina iz Cvrstih samo-
mikroemulgujuéih sistema izradenih razli¢itim metodama-faktori razlike (f1) i sli¢nosti
(f2)

Poredene formulacije il 2

NUFL2 SMEDDS 1 1 A NUFL2 SMEDDS 1 1 B 15,81 43,22
NUFL2 SMEDDS 3 1 A NUFL2 SMEDDS 3 1 B 21,82 35,82
Syl SMEDDS 1 1 A Syl SMEDDS 1 1 B 18,16 40,89
Syl SMEDDS 3 1 A Syl SMEDDS 3 1 B 4,28 67,89
Dij SMEDDS 1 1 A Dij SMEDDS 1 1 B 40,34 31,83
Dij SMEDDS 3 1 A Dij SMEDDS 3 1 B 35,12 33,08
NFL2 SMEDDS 1 1 A NFL2 SMEDDS 1 1 B 34,03 31,22
NFL2 SMEDDS 3 1 A NFL2 SMEDDS 3 1 B 25,44 33,83

Procena uticaja vrste adsorpcionog nosaca na brzinu rastvaranja karbamazepina

iz ¢vrstih samo-mikroemulgujucih sistema

Prilikom ispitivanja brzine rastvaranja karbamazepina iz SSMEDDS primeceno je da
najve¢a razlika postoji izmedu formulacija izradenih sa Neusilin®-om UFL2 kao
adsorpcionim nosacem, koje pokazuju ve¢i obim i brzinu oslobadanja karbamazepina u
poredenju sa odgovaraju¢im formulacijama izradenih sa dijatomitima. Nakon 120
minuta ispitivanja, iz formulacija izradenih sa Neusilin®-om UFL2 rastvara se skoro
potpuna koli¢ina karbamazepina (85,31-98,56%), dok je rastvaranje karbamazepina iz
formulacija sa dijatomitima nepotpuno i ne prelazi 70% od ukupne koli¢ine lekovite

supstance (43,70-67,67%) (Tabele 9.8.19.9.).

Razlika u brzini rastvaranja karbamazepina iz formulacija koje se medusobno razlikuju
samo po vrsti koriS¢enog adsorpcionog nosaca posledica je razlicite specificne
adsorpcione povrSine ovih nosaca, veliCine cCestica 1 njihove specificne strukture,

odnosno prisustva mikro- i makroporoziteta u nosacu.

Prilikom adsorpcije tecnog SMEDDS-a na adsorpcioni nosa¢ moze do¢i do parcijalnog
ili potpunog popunjavanja pora nosaca, Sto zavisi od specifi€ne povrSine nosaca. Tip
interakcije, odreduje ukupnu kontaktnu povrSinu izmedu tecnog SMEDDS-a i povrSine

adsorbensa ili zidova njegovih pora. Povecanje kontaktne povrSine izmedu te¢nog
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SMEDDS-a i povrsine adsorbensa povecava se potencijal za nukleaciju, a samim tim
smanjuje se obim oslobadanja lekovitih supstanci. Prisustvo silanolnih grupa na
povrSini nosaca, ¢ine nosace potencijalnim donorom, ali i akceptorom protona.
Indukcija nisko energetskih veza, poput Van der Waals-ovih sila izmedu povrSine
adsorbensa 1 hidrofobnog molekula karbamazepina, moze dovesti do agregacije ili
koalescencije leka. Kod nosa¢a manje specifi¢ne povrsine, veca koli¢ina SMEDDS-a je
u direktnom kontaktu sa adsorbensom, Sto dovodi do precipitacije i posledi¢no nize
brzine oslobadanja leka. Najmanji obim nukleacije se ofekuje kod adsorbenasa sa
visokom specifiénom povrsinom (> 300 m*/g), kod kojih se mikropore ponasaju kao
kapilarni kanali u kojima je te¢cni SMEDDS ,,zarobljen®, a ne adsorbovan na povrSinu
nosaca. Prisustvo SMEDDS-a na povrsini adsorbensa, nasuprot njegovom zadrzavanja u
porama ima negativan uticaj na brzinu oslobadanja lekovite supstance. Prisustvo vece
koli¢ine SMEDDS-a koja je u direktnom kontaktu sa povrSinom adsorbensa povecava
kontaktnu povrSinu izmedu karbamazepina i adsorbensa, $to dovodi do precipitacije
karbamazepina iz SMEDDS-a usled hidrofobnih interakcija izmedu karbamazepina i
povrsine adsorbensa. Precipitacija karbamazepina nastaje kao posledica njegove niske

rastvorljivosti u medijumu za ispitivanje brzine rastvaranja (Agarwal 1 sar., 2009).

Generalno, rezultati ispitivanja brzine rastvaranja karbamzepina iz izradenih Cvrstih
samo-mikroemulgujucih terpijskih sistema pokazuju da redosled brzine rastvaranja
karbamazepina opada u zavisnosti od adsorbensa slede¢im redom: Neusilin® UFL2 >
Sylysia® 320 > Neusilin® FL2 > dijatomiti. Neusilin® UFL2 pokazuje visok kapacitet
adsorbovanja te¢nog SMEDDS-a, usled svoje visoke specifi¢ne povriine od 300 m?/g
(Elektronska baza podataka ii, iii). Moze se pretpostaviti da u formulacijama sa
Neusilin®-om UFL2 te¢ni SMEDDS delimi¢no ispunjava duge i uske pore ovog nosaca,
a delimicno biva adsorbovan na povrsini. Iz formulacije sa Sylysia®-0m 320 postize se
znatajno manja brzina oslobadanja karbamazepina, iako Sylysia® 320 ima istu
specifiénu povrsinu, kao Neusilin® UFL2. Manja brzina oslobadanja karbamazepina iz
formulacija sa Sylysia®-om 320 verovatno je posledica razlike u veli¢ini estica, kao i
veli¢ini i duzini pora (Agarwal i sar., 2009). Neusilin® FL2 ima znatno manju
specifiénu povrdinu od Neusilin®-a UFL2 (150 m?/g), §to je razlog manje brzine
oslobadanja karbamazepina iz ovih formulacija (Milovi¢ 1 sar., 2012; Hailu i Bogner,

2011). Dijatomiti predstavljaju nosa¢ male specifi¢ne povrsine (30,92 m*/g) (Lobenberg
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1 Amidon, 2000), usled cega dolazi do adsorpcije tecnog SMEDDS-a na povrSinu
Cestica dijatomita, $to povecava kontaktnu povrSinu i dovodi do precipitacije
karbamazepina na povrSini nosaca. Osim toga, na profilima brzine rastvaranja
karbamazepina iz formulacija sa dijatomitima mogu se uociti dve faze (Slika 9.8. 1 Slika
9.9.). Prva, u kojoj dolazi do relativno brzog oslobadanja karbamazepina, i druga, u
kojoj je brzina oslobadanja usporena. Moze se pretpostaviti da u prvoj fazi dolazi do
oslobadanja karbamazepina adsorbovanog na povrSini dijatomita, dok u drugoj fazi
dolazi do wusporenog oslobadanja karbamazepina, koje je posledica njegovog
»zarobljavanja“ u unutrasnjoj Supljini strukture dijatomita. Slicne rezultate dobili su i

drugi autori (Aw i sar., 2012).

Procena uticaja udela adsorpcionog nosaca na brzinu rastvaranja karbamazepina

iz ¢vrstih samo-mikroemulgujuéih sistema

Analizom profila brzine rastvaranja karbamazepina primeéeno je da brzina rastvaranja
nesto veca iz formulacija sa odnosom adsorpcioni nosa¢: SMEDDS 3:1, u poredenju sa
odnosom 1:1. Medutim, izraCunavanjem faktora razlike i faktora sli¢nosti utvrdeno je da
ova razlika nije znacajna (Tabela 9.12.). Pretpostavka je da je vec¢i udeo adsorpcionog
nosaca doprinosi brzem oslobadanju karbamazepina, usled vece kontaktne povrSine sa
medijumom za rastvaranje. Izuzetak su: formulacija sa Sylysia®-om 320, pri odnosu
nosa¢/SMEDDS 3:1, izradena metodom direktne adsorpcije i formulacuja sa Neusilin®-
om UFL2 1 odnosom nosa¢/SMEDDS 3:1, izradena metodom uparavanja, gde je nesto
veca brzina oslobadanja postignuta pri odnosu adsorpcioni nosat/SMEDDS 1:1.
Takode, iz tabele 9.12. se vidi da je znacajna razlika postignuta jedino iz formulacija u
kojima je korid¢en Neusilin® FL2 kao adsorbens, medutim odnos koji dovodi do
znacajnijeg povecanja brzine rastvaranja karbamazepina nije jasno uocljiv 1 ocito zavisi
od primenjene metode. Kod metode direktne adsorpcije uz koriéenje Neusilin®-a FL2
se veca brzina oslobadanja karbamazepina postize pri odnosu adsorbens/SMEDDS 3:1,

dok je kod uzoraka izradenih metodom uparavanja, suprotna situacija.

Iz svega navedenog se moze zakljuciti da odnos adsorpcioni nosa¢/SMEDDS ima
najmanji uticaj na brzinu oslobadanja karbamazepina iz ¢vrstih samo-mikroemulgujucéih
sistema, u odnosu na vrstu adsorpcionog nosaca i1 postupak izrade, kao i1 da uticaj ovog

faktora nije moguce jasno utvrditi.
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Tabela 9.12. Poredenje profila brzine rastvaranja karbamazepina iz Cvrstih samo-
mikroemulgujuéih sistema sa razli¢itim  odnosima adsorpcioni nosac: tecni-

samomikroemulgujuéi sistem-faktori razlike (f1) i slicnosti (f2)

Poredene formulacije f1 2

NUFL2 SMEDDS 1 1 A NUFL2 SMEDDS 3 1 A 2,12 76,61
Syl SMEDDS 1 1 A Syl SMEDDS 3 1 A 2,53 77,35
Dij SMEDDS 1 1 A Dij SMEDDS 3 1 A 9,27 62,00
NFL2 SMEDDS 1 1 A NFL2 SMEDDS 3 1 A 22,81 40,87
NUFL2 SMEDDS 1 1 B NUFL2 SMEDDS 3 1 B 6,13 61,72
Syl SMEDDS 1 1 B Syl SMEDDS 3 1 B 14,34 50,40
Dij SMEDDS 1 1 B Dij SMEDDS 3 1 B 18,50 59,39
NFL2 SMEDDS 1 1 B NFL2 SMEDDS 3 1 B 38,80 38,84

9.2.2.2. Karakterizacija ¢vrstih samo-mikroemulgujuéih
terpijskih sistema sa karbamazepinom

Termogravimetrijska analiza (TGA)

TGA kriva Cistog karbamazepina (Slika 9.10.) pokazuje da je izrazito stabilan tokom
zagrevanja u temperaturnom opsegu od sobne temperature do 200 °C, uz gubitak mase
manji od 1%. Medutim, u temperaturnom opsegu od 200 do 250 °C uocava se nagli
gubitak mase (oko 75% od pocetne mase uzorka), Sto je verovatno posledica
degradacije same supstance. Do slicnog zaklju¢ka da na temperaturi preko 200 °C
pocinje degradacija karbamazepina su dosli i drugi autori (Qi i sar., 2014). Porozni
adsorbensi su se pokazali stabilnim tokom zagrevanja u temperaturnom opsegu od
sobne temperature do 300 °C (Slika 9.11.) 1 nisu uo€ene znacajnije promene u masi:
Neusilin® UFL2 20%; Neusilin® FL2 16,14%; dijatomiti 5,4%; Sylysia® 320 3,1%. Kod
Neusilin®a UFL2 i Neusilin®a FL2 najznalajniji gubitak mase je uoden do
temperature od 100 °C, Sto je verovatno posledica gubljenja vlage koju su ovi nosaci

adsorbovali tokom cCuvanja (Slika 9.11.). Sve formulacije SSMEDDS su se pokazale
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izrazito stabilnim tokom zagrevanja, u temperaturnom opsegu od sobne temperature do
300 °C (Slika 9.11.). Znacajniji gubitak mase je zabeleZen tek nakon temperature od
200 °C, sto je 1 oCekivano, na osnovu pretpostavke da na tako visokoj temperaturi dolazi
do degradacije same supstance. Generalno, skoro sve formulacije SSMEDDS su
pokazale slicno ponaSanje, jer su sve sadrzale istu koli¢inu karbamazepina. Rezultati
TGA ukazuju na to da su izradene formulacije ¢vrstih samo-mikroemulgujuéih sistema
sa karbamazepinom stabilne tokom zagrevanja (do 300 °C) 1 ukazuju na to da
kombinacija odabranih koriS¢enih ekscipijenasa 1 karbamazepina nije dovela do

znacajnih interakcija koje bi uticale na stabilnost.

Gubitak mase (arb. jed.)

T I T T T ¥ I T I T I
40 80 120 160 200 240 280 320
Temperatura (°C)

Slika 9.10. TGA kriva gubitka mase karbamazepina u temperaturnom opsegu od 30 do
320 °C.
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Slika 9.11. TGA krive gubitka mase, u temperaturnom opsegu od 30-320°C, adsorpcionih nosaca i formulacija SSMEDDS izradenih sa: a)Neusilin®-om FL2;

b) Neusilin®-om UFL2; ¢) Sylysia®-om 320; d) dijatomitima.
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Diferencijalna skenirajuéa kalorimetrija (DSC)

Na DSC krivama adsorpcionih nosaca, Neusilin® FL2, Neusilin® UFL2, Sylysia® 320,
dijatomita, (Slika 9.12.) uocavaju se $iri, ne tako izrazeni endotermni pikovi, §to
verovatno predstavlja posledicu inicijalnog gubitka vlage. Na DSC krivama izradenih
formulacija uocava se niz termalnih dogadaja (Slika 9.12.). Kod svih formulacija se na
pocCetku zagrevanja uocava Siri endotermni pik koji je verovatno posledica merne
nesigurnosti instrumenta, ili isparavanja vlage, odnosno rezidua etanola koji je kori§¢en
za izradu formulacija metodom B. Siroki endotermni pikovi su uo¢ljivi na svim DSC
krivama u Sirokom opsegu temperatura od 150 - 190 °C, §to verovatno ukazuje na
¢injenicu da je karbamazepin prisutan u kristalnom obliku i to najverovatnije u
polimorfnom obliku III. Intenzitet ovih pikova je znacajno slabiji u odnosu na Cist
karbamazepin, verovatno iz razloga Sto je udeo karbamazepina u formulaciji svega
20%. Takode, u formulacijama u kojima je odnos adsorpcioni nosa¢/SMEDDS 1:1,
usled veceg udela tecnog SMEDDS intenzitet ovih endotermnih pikova je slabiji,
verovatno zbog rastvaranja dela karbamazepina u komponentama tecnog SMEDDS.
Ovo je slu¢aj kod svih adsorpcionih nosaga, osim kod Neusilin®-a UFL2, gde su pikovi
izraZzeniji pri odnosu 1:1, verovatno zbog znafajne amorfnosti ovog nosaca i velike
specificne povrSine, pa sam tim i jace interakcije karbamazepina i nosaca, pri veéim
udelima adsorbenasa. Rezultati DSC analize ukazuju da je karbamazepin u
formulacijama prisutan u kristalnoj formi, najverovatnije u polimorfnom obliku III, Sto

¢e biti analizirano primenom drugih analitickih tehnika.
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Slika 9.12. DSC krive adsorpcionih nosa¢a i formulacija SSMEDDS izradenih sa: a) Neusilin®-om FL2; b) Neusilin®-om UFL2; ¢) Sylysia®-om 320;
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Infracrvena spektrofotometrija sa Furijeovom transformacijom (FT-IR)

Na slikama 9.13. i 9.14. je prikazan spektar karbamazepina, adsorpcionih nosaca i
formulacija SSMEDDS. Spektar Cistog karbamazepina ukazuje da je on u polimorfnom
obliku III. Na taj zakljutak ukazuju karakteristi¢ne trake na 3462 cm™ (-NH valenciona
vibracija), 1674 cm™ (—CO-R vibracija), 1593 cm™ i 1605 cm™ (opseg za —C=C— i
—C=0 vibraciju i —NH deformaciju) (Grzesiak i sar, 2003). Na FT-IR spektrima
izradenih formulacija SSMEDDS uocene su ove karakteristicne trake za polimorfni
oblik IIT karbamazepina. Medutim, sve Cetiri trake su slabijeg intenziteta, zbog svega
20% prisutnog karbamazepina u formulacijama. Traka na 3462 cm™ je najslabije
uocljiva Sto ukazuje na verovatno postojanje odredene interakcije izmedu nosaca i
karbamazepina. Takode, treba ista¢i da se sve karakteristicne trake adsorpcionih nosaca
uocavaju 1 na FT-IR spektrima izradenih formulacija. Sve ovo ukazuje na to da je u
formulacijama SSMEDDS doslo do odredenih interakcija, ali na osnovu prisutnih
karakteristi¢nih traka moZze se pretpostaviti da je karbamazepin ostao u polimorfnom

obliku III, jedinom farmakoloski aktivnom obliku.

Transmisija ( arb. jed.)

4 I ) T X I T T . T T I s 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Talasni broj (cm™ )

Slika 9.13. FT-IR spektar karbamazepina.
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Slika 9.14. FT-IR spektri adsorpcionih nosaca i formulacija SSMEDDS izradenih sa: a) Neusilin®-om FL2; b) Neusilin®-om UFL2; ¢) Sylysia®-om 320;

d) dijatomitima.
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Difrakcija X-zraka na uzorcima u prahu (PXRD)

Na difraktogramu cistog karbamazepina (Slika 9.15.) uocavaju se visokointenzivni
difrakcioni pikovi za sledec¢e uglove: 20 - 13,02 °, 15,22 °, 15,78 °, 19,40 °, 24,92 °,
27,50 °, 31,86 °, koji su u skladu sa literaturnim rezultatima karakteristi¢nim za kristalni
oblik III karbamazepina (Grzesiak i sar., 2003). Ocekivano je da se na difraktogramu
nosaca ne uocavaju nikakvi pikovi jer je sam nosa¢ u amorfnom stanju. Na
difraktogramu formulacija SSMEDDS (Slika 9.15.) uo€avaju se svi ovi karakteristi¢ni
pikovi. Svi difraktogrami uzoraka su poprimili oblik karakteristican za amorfnu formu,
kao posledica velikog udela adsorbensa. Medutim, kod odredenih formulacija, izradenih
metodom B (metodom uparavanja) uocava se pik za ugao 26 od oko 8,70 °. Ovaj pik je
karakteristiCan za polimorfni oblik II karbamazepina (Grzesiak i sar., 2003). U ovim
formulacijama su prisutni pikovi karakteristi¢ni i za polimorfni oblik III, pa se moze
zakljuciti da je u ovim formulacijama deo karbamazepina presao u polimorfni oblik II, a
deo ostao u polimorfnom obliku III. Ove razlike nisu bile uo€ljive primenom DSC
analize, jer ova dva polimorfna oblika imaju gotovo identi¢ne temperature topljenja.
Pretpostavljenim prelaskom karbamazepina iz polimorfnog oblika III u polimorfni oblik
II se moZze objasniti i znacajna razlika u brzini rastvaranja karbamazepina iz formulacija
izradenih razli¢itim metodama. Poznato je da polimorfni oblik III karbamazepina ima
najvecu rastvorljivost od svih kristalnih oblika karbamazepina (Kobayashi i sar., 2000).
Prelazak karbamazepina u polimorfni oblik II u formulacijama izradenim metodom B
(metodom uparavanja) jeste jedan od razloga zasto je pokazana znacajno manja brzina
oslobadanja karbamazepina iz ovih formulacija u odnosu na brzinu oslobadanja
karbamazepina iz formulacija izradenih metodom A (direktnom adsorpcijom). Prelazak
karbamazepina iz polimorfnog oblika III u polimorfni oblik I, kod formulacija u kojima
je za izradu koriS¢en etanol je opisan i u sli¢nim studijama u literaturi (Grzesiak 1 sar.,
2003; Milovi¢ 1 sar., 2014). Grzesiak 1 sar. su u svojim istraZivanjima rastvarali
karbamazepin u etanolu (99,5% v/v) na 80 °C, a potom hladili do temperature od 5 °C,
pri cemu je doSlo do polimorfnog prelaza karbamazepina iz kristalnog oblika III u
kristalni oblik II (Grzesiak i sar., 2003). Milovi¢ i sar. su tokom formulacije ¢vrstih
samo-emulgujucih fosfolipidnih suspenzija, rastvarali karbamazepin u etanolu (99,5%

v/v), nanosili rastvor na odredeni adsorbens i nakon toga vrS§ili uparavanje etanola, na
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40 °C, pri ¢emu je uocen isti polimorfni prelaz (Milovi¢ i1 sar., 2014). Rezultati
karakaterizacije izradenih formulacija SSMEDDS ukazuju na to da bez obzira na
primenjenu temperaturu tokom uparavanja etanola (99,5% v/v), dolazi do prelaska
karbamazepina iz polimorfnog oblika III u polimorfni oblik II. Takode, u prethodnoj
fazi prilikom formulacije ¢vrstih disperzija sa karbamazepinom, uz uparavanje etanola,
uocen je polimorfni prelaz. Ovo je verovatno posledica toga Sto je jedan od klju¢nih
faktora prilikom stabilizacije polimorfnog oblika III karbamazepina stvaranje
vodoni¢nih veza. U literaturi se navodi da rastvaraci, koji su akceptori vodoni¢nih veza,
prvenstveno dovode do rekristalizacije u polimorfni oblik II karbamazepina, dok
rastvara¢i koji su donori u nastanku vodoni¢nih veza dominantno dovode do
kristalizacije karbamazepina u polimorfnom obliku III (Kelly i Rodriguez-Hornedo,
2009; Gua 1 sar., 2004). Kako je poznato da je jedini farmakoloski aktivan polimorfni
oblik IIT karbamazepina (Ph. Eur. 8.0), metoda izrade SSMEDDS uz uparavanje etanola
nije prihvatljiva zbog prelaska polimorfnog oblika III u polimorfni oblik II. Primenom
metode direktne adsorpcije (metoda A), karbamazepin u svim formulacijama, bez obzira
na nosac, ostaje u polimorfnom obliku III, pa se ova metoda moze smatrati pogodnom

za izradu SSMEDDS.

Skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM)

Na mikrografijama formulacija SSMEDDS snimljenim skeniraju¢im elektronskim
mikroskopom prikazanim na slikama 9.16. 1 9.17. uocavaju se neravnine, koje su
prvenstveno posledica prisutnih kristala karbamazepina. Na pojedinim delovima
mikrografija vide se 1 strukture samih poroznih nosaca, kako pri malom tako 1 pri
velikom uvecanju. Tako se npr. pod velikim uve¢anjem na mikrografijama formulacija
izradenih sa Neusilin® -om UFL2 uo&avaju uske pore specifi¢ne za ovaj nosag, koje
izgledaju kao tacke na neravnoj povrsini (Slika 9.16. b). Mikrografije sa dijatomitima
(Slika 9.17. b) pokazuju izrazito specificnu strukturu ovog adsorbensa. Uocava se
povrSina adsorbensa, sa koje verovatno dolazi do inicijalnog oslobadanja lekovite
supstance, ali i unutra$nja struktura ovog nosaca, iz koje verovatno dolazi do kasnijeg

postepenog oslobadanja lekovite supstance.

128



o
N

NFL2 SMEDDS
NFL2 SMEDDS |
NFL2 SMEDDS |
NFL2 SMEDDS
Neuslilin FL.2
Karbamazepin

LT
318 b)
31 A
1 1B

NUFL2 SMEDDS 1 1 A
NUFL2 SMEDDS 3 1 B
NUFL2 SMEDDS 3 1 A
NUFL2 SMEDDS 1 1 B

Neuslilin UFL2
Karbamazepin

Intenzitet (arb. jed.)

Intenzitet (arb. jed.)

Intenzitet (arb. jed.)

] 1 u! i \W, wwlvmtwmmhﬂﬂﬂl‘ i W !
L= P, i ",
RlS " | ) "
P R -
26 (%)

— Syl SMEDDS 1 1 A t Dij_SMEDDS_1_1_A
— Syl SMEDDS 3 | B d) — Dij SMEDDS 3 1 B
— Syl SMEDDS 3 1_A — g!_]_if?MEDDLSfSiIiA
— Syl SMEDDS 1 1 B — Dij_SMEDDS_1_1_B
—  Sylysia 320 — Dijatomiti
— Karbamazepin — Karbamazepin

- 4 Ik‘ i ‘m" wiw

Intenzitet (arb. jed.)

n
| l‘ ylijﬁw “ ‘
LS “"w.,‘»
Mg A o *"Wd";mg““ ' h 4\ R i by !‘
ywsjingld w pervive;
10

20 ©) 20

Slika 9.15. PXRD difraktogrami &istog karbamazepina, adsorpcionih nosa¢a i formulacija SSMEDDS izradenih sa: a) Neusilin® -om FL2;
b) Neusilin® -om UFL2; ¢) Sylysia® -om 320; d) dijatomitima.
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Slika 9.16. SEM mikrografije formulacija SSMEDDS (razli¢ita uveli¢anja, ozna¢ena na
mikrografiji) sa: a) Neusilin®~om FL2; b) Neusilin®-om UFL2.
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Slika 9.17. SEM mikrografije formulacija SSMEDDS (razli¢ita uvelicanja, oznacena na
mikrografiji) sa: a) Sylysia®-om 320; b) dijatomitima.
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9.3. Formulacija i karakterizacija ¢vrstih samo-nanoemulgujudih
sistema sa karbamazepinom (Faza 2.3.)

U ovoj fazi istrazivanja pristupilo se formulaciji 1 karakterizaciji ¢vrstih samo-
nanoemulgujucih sistema sa karbamazepinom. Na osnovu rezultata prethodne faze
istrazivanja uoceno je da metoda izrade Cvrstih samo-dispergujuéih sistema uz
uparavanje etanola nije prihvatljiva zbog prelaska karbamazepina u polimorfni oblik II.
Metoda koriS¢ena za izradu ¢vrstih samo-nanoemulgujuéih sistema sa karbamazepinom

bila je metoda direktne adsorpcije (metoda A).

9.3.1. Materijal i metode

Tecni samo-nanoemulgujuc¢i sistem (trigliceridi srednje duZine lanca (21,12%),
Polisorbat 80 (21,12%), Labrasol® (21,12%), Transcutol® HP (36,64%)) odabran u fazi
1.3. eksperimentalnog rada (poglavlje 8.3.) koris¢en je za izradu Cvrstih samo-
nanoemulguju¢ih sistema. Kao porozni adsorbensi koriS¢eni su Neusilin® FL2,

Neusilin® UFL2, Sylysia® 320 i dijatomiti.

9.3.1.1. Izrada ¢vrstih samo-nanoemulgujudih terpijskih sistema
sa karbamazepinom

Izradeni te¢ni SNEDDS je nanet na 4 razli¢ita adsorpciona nosada (Neusilin® UFL2,
Neusilin® FL2, Sylysia® 320 i dijatomite). Udeo KBZ-a u sastavu &vrstih samo-
nanoemulguju¢ih sistema (SSNEDDS) bio je konstantan (20%), a odnos tec¢nog
SNEDDS 1 adsorpcionog nosaca variran u odnosu 1:1 i 2:1. Formulacije SSNEDDS su
izradene tako Sto je prethodno pripremljenoj homogenoj smesi adsorpcionog nosaca i
karbamazepina postepeno, u malim koli¢inama, uz meSanje dodavan tecni SNEDDS do
dobijanja uniformne smese, koja je nakon toga prosejana kroz sito 300 um. Izradeno je

8 formulacija, ¢iji je sastav prikazan u tabeli 9.13.
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Tabela 9.13. Sastav i oznaka formulisanih ¢vrstih samo-nanoemulgujucih sistema

Nosaéo/gII?EDDS Oznaka formulacije
Neusilin® FL2 1:1 NFL2_SNEDDS 1 1
Neusilin® FL2 122 NFL2_SNEDDS 1 2
Neusilin® UFL2 1:1 NUFL2_SNEDDS 1 1
Neusilin® UFL2 1:2 NUFL2_SNEDDS 1 2
Sylysia® 320 1:1 Syl SNEDDS 1 1
Sylysia® 320 1:2 Syl SNEDDS 1 2
Dijatomiti 1:1 Dij_SNEDDS 1 1
Dijatomiti 1:2 Dij SNEDDS 1 2
9.3.1.2. Karakterizacija izradenih ¢vrstih samo-

nanoemulgujudéih sistema sa karbamazepinom

Ispitivanje brzine rastvaranja karbamazepina iz izradenih SSNEDDS, TGA, DSC,
HSM, PXRD, FT-IR i SEM analiza su izvedene na nacin opisan u poglavlju 9.2.1.

9.3.2. Rezultati i diskusija

9.3.2.1. Ispitivanje brzine rastvaranja karbamazepina iz
SSNEDDS

Profili brzine rastvaranja karbamazepina iz izradenih SSNEDDS, kao 1 profil brzine
rastvaranja Cistog karbamazepina i karbamazepina iz komercijalnih tableta sa trenutnim
oslobadanjem prikazani su na slici 9.18., a procenti rastvorenog karbamazepina u
funkciji vremena prikazani su tabelarno (Tabela 9.14.). Sa grafika se moze videti da
izradeni SSNEDDS-a povecavaju brzinu rastvaranja karbamazepina. Povecanje brzine
rastvaranja se moze pripisati sinergizmu izmedu komponenti SNEDDS-a i adsorpcionog
nosaca. SNEDDS dovodi do povecanja brzine rastvaranja prvenstveno usled
solubilizacije karbamazepina, a adsorpcioni nosa¢i dovode do povecanja brzine

rastvaranja usled boljeg kvaSenja, zahvaljuju¢i velikoj specifi¢noj povrsini.
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Slika 9.18. Profili brzine rastvaranja karbamazepina iz ¢vrstih samo-nanoemulgujucih
sistema, Cistog karbamazepina i karbamazepina iz tableta sa trenutnim oslobadanjem.

Tabela 9.14. Procenti rastvorenog karbamazepina iz SSNEDDS, praska karbamazepina i
tableta karbamazepina sa trenutnim oslobadanjem

Procenat oslobodenog karbamazepina u razli¢itim vremenskim
Oznaka formulacije intervalima (min)

NFL2 SNEEDS 1 1 57,75 80,81 80,98 87,04 96,97 100,4
NFL2 SNEDDS 1 2 43,33 57,94 69,95 88,63 90,15 94,27
NUFL2 SNEDDS 1 1 70,76 76,19 80,94 85,81 92,31 94,12
NUFL2 SNEDDS 1 2 71,81 72,82 74,00 76,97 80,34 83,21
Syl SNEDDS 1 1 67,48 83,24 87,86 93,13 94,24 96,03
Syl SNEDDS 1 2 67,64 74,05 82,6 92,36 93,57 95,57
Dij SNEEDS 1 1 24,57 43,00 48,61 69,84 79,85 86,23
Dij SNEDDS 1 2 56,27 64,63 74,63 85,31 90,13 91,88
Karbamazepin 491 26,42 41,56 48,45 48,58 49,32
Tablete karbamazepina 18,19 28,26 32,72 4411 45,34 50,02

U prvih 10 minuta se iz svih 8 formulacija SSNEDDS postize visok procenat
oslobodenog karbamazepina, koji se kre¢e u rasponu od 24,57 do 71,81%

karbamazepina, a Cistog karbamazepina svega 4,91%, odnosno 18,19% karbamazepina
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iz tableta sa trenutnim oslobadanjem. Najverovatnije u tih prvih 10 minuta dolazi do
oslobadanja karbamazepina sa povrSine adsorpcionih nosaca. Razlike koje postoje su
verovatno posledica razlika u specificnoj povrSini adsorpcionih nosaca. Najvece
povecanje brzine rastvaranja karbamazepina u prvih 10 minuta, postignuto je
koris¢enjem Neusilin®-a UFL2, zatim Sylysia® 320, pa Neusilin®-a FL2 i najmanje
povecanje koriS¢enjem dijatomita. Ovakvi rezultati su ocekivani imaju¢i u vidu
specifiénu povrinu datih nosada. Sylysia® 320 i Neusilin® UFL2 imaju specifi¢nu
povrsinu od 300 mz/g, Neusilin® FL2 150 mz/g (Milovi¢ 1 sar., 2012; Hailu 1 Bogner,
2011; Elektronske baze podataka iii, iv) dok je specifi¢na povrSina dijatomita daleko
manja i iznosi 30,92 m*/g (Aw i sar., 2011, 2012). Formulacija koja je pokazala najveci
procenat oslobodenog karbamazepina jeste formulacija koja sadrzi jednak udeo
SNEDDS-a i adsorpcionog nosaca (Sylysia® 320), iz ove formulacije je za 30 minuta
oslobodeno oko 88% karbamazepina. Nakon 30 minuta kod obe formulacije sa
Sylysia®-om 320 uoleno je oslobadanje vise od 80% karbamazepina, §to odgovara
farmakopejskom zahtevu za preparate sa trenutnim oslobadanjem. Razlike koje se
javljaju nakon 20 minuta u brzini oslobadanja karbamazepina iz formulacija u kojima su
kao nosaci koridéeni Sylysia® 320 i Neusilin® UFL2 su posledice specifiéne strukture
ova dva nosaca. Poznato je da Neusilin® UFL2 ima malu veli¢inu Gestica (2-8 pm) i da
poseduje uske 1 duge pore (Agarwal 1 sar., 2009) u koje tecni SNEDDS moze da ude
nakon adsorbovanja i ,,zarobi” odredenu koli¢inu KBZ-a, pa je to mozda razlog za nesto
nizi procenat oslobodenog karbamazepina u odnosu na sisteme sa Sylysia®-om 320. Sa
profila brzina oslobadanja karbamazepina iz formulacija sa razli¢itim odnosima
SNEDDS 1 adsorpcionog nosaca, uoCava se vece povecanje brzine oslobadanja
karbamazepina iz formulacijama kod kojih je jednak odnos SNEDDS i adsorpcionog
nosaca, u odnosu na formulacije gde je odnos SNEDDS/nosa¢ 2:1. Ovaj uticaj
smanjenja brzine rastvaranja karbamazepina sa povecanjem udela SNEDDS-a je u
suprotnosti sa rezultatima koje su dobili Milovi¢ 1 saradnici (Milovi¢ 1 sar., 2012), a
moze se objasniti time da se povecanjem udela SNEDDS-a zatvara odredeni broj pora
na samom nosacu, pa se time ,,zarobljava” dodatna koli¢ina karbamazepina i na taj
nacin usporava njegovo oslobadanje. Pri primeni dijatomita, u prvih 10 minuta dolazi do
oslobadanja od 24,57 do 56,27% karbamazepina, pri ¢emu procenat oslobodenog

karbamazepina zavisi od odnosa dijatomita i SNEDDS. U pocetnom trenutku verovatno
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dolazi do oslobadanja karbamazepina adsorbovanog na povrsini nosaca, a nakon toga
dolazi do postepenog oslobadanja karbamazepina iz Supljina nosaca zbog njegove
specificne strukture (Sumper i Brunner, 2006; Yu i sar., 2009; Aw i sar., 2011; Milovi¢

1sar., 2015).

9.3.2.2. Karakterizacija ¢vrstih samo-nanoemulgujudih sistema sa
karbamazepinom

Termogravimetrijska analiza (TGA)

Na slici 9.19. prikazane su TGA krive uzoraka SSNEDDS i adsorpcionih nosaca. Svi
nosaci su se pokazali stabilnim, a tokom zagrevanja nije uocen veci gubitak mase. Kod
ispitivanih formulacija SSNEDDS uocen je mali gubitak mase do 200 °C. Medutim, na
temperaturama visim od 200 °C uocCava se nagla promena mase Sto odgovara
degradaciji karbamazepina (Qi i sar., 2014). Trend gubitka mase je slican u svim
formulacijama, jer je udeo karbamazepina u svim formulacijama isti, a gubitak mase
uzorka (formulacije SSNEDDS) tokom zagrevanja prati trend gubitka mase samog
karbamazepina. Rezultati TGA pokazuju da su ispitivane formulacije SSNEDDS

stabilne u ispitivanom opsegu temperatura.
Diferencijalna skenirajuc¢a kalorimetrija (DSC)

Na slici 9.20. prikazani su DSC termogrami adsorpcionih nosac¢a i1 formulacija
SSNEDDS. Na DSC krivama svih izradenih formulacija SSNEDDS, bez obzira na
adsorpcioni nosa¢, uocavaju se endotermni pikovi topljenja u opsegu temperatura od
160 do 175 °C, koji verovatno predstavljaju pikove topljenja polimorfnog oblika III
karbamazepina. Nakon toga se, kod nekih formulacija, uocavaju rekristalizacioni pikovi
prelaska polimorfnog oblika III u polimorfni oblik I, a nakon toga jo§ jedan endotermni
pik topljenja polimorfnog oblika I. Ovi pikovi se javljaju na nesto niZim temperaturama
u odnosu na cist karbamazepin 1 literaturne podatke (Grzesiak 1 sar., 2003), Sto je
verovatno posledica medusobne interakcije karbamazepina sa ekscipijensima. U svim
formulacijama u kojima je veéi udeo tecnog samo-nanoemulgujué¢eg nosaca, bez obzira
na nosac, javljaju se slabije izrazeni pikovi, verovatno kao posledica rastvaranja dela

karbamazepina u te¢nom samo-nanoemulguju¢em nosacu.
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Mikroskopija na vrucoj ploci (HSM)

Na mikrografiji Cistog karbamazepina snimljenoj primenom mikroskopije na vrucoj
ploci (Slika 9.21.) do temperature od oko 160 °C ne uocavaju se nikakve promene. Na
temperaturi od 170,4 °C dolazi do topljenja prizmati¢nih kristala karbamazepina
(polimorfni oblik III, §to odgovara prvom endotermnom piku na DSC termogramu).
Nakon toga na temperaturi od oko 177,9 °C dolazi do naknadne rekristalizacije 1 pojave
iglicastih kristala, Sto odgovara rekristalizacionom piku na DSC krivoj Cdistog
karbamazepina (prelazak karbamazepina iz polimorfnog oblika III u polimorfni oblik I).
Na temperaturi od 190,4 °C dolazi do topljenja kristalnog oblika I, §to odgovara drugom
endotermnom piku na DSC krivoj Ccistog karbamazepina. Zbog male koli¢ine
karbamazepina (20%) kod formulacija SSNEDDS se tesko uocavaju jasne promene kao

kod cistog karbamazepina.

Slika 9.21. Mikrografije Cistog karbamazepina snimljene uz zagrevanje na: a) 27,7 °C;
b) 170,4 °C; c) 177,9 °C d) 190, 4 °C.

139



Doktorska disertacija Eksperimentalni deo-faza 2.3.

Infracrvena spektrofotometrija sa Furijeovom transformacijom (FT-IR)

Na slici 9.22. prikazani su FT-IR spektri karbamazepina, adsorpcionih nosaca i
formulacija SSNEDDS. U svim formulacijama izradenih SSNEDDS uocene su trake
karakteristi¢ne za polimorfni oblik III karbamazepina na 3462 cm™ (-NH valenciona
vibracija), 1674 cm™ (—CO-R vibracija), 1593 cm™ i 1605 cm™ (opseg za —C=C— i
—C=0 vibraciju i —NH deformaciju) (Grzesiak i sar., 2003; Rustichelli i sar., 2000).
Takode, uocene su i karakteristicne trake adsorpcionih nosaca, pa se moze zakljuciti da
nije doSlo do znacajne interakcije izmedu komponenata formulacije SSNEDDS 1 da je
karbamazepin ostao u polimorfnom obliku III. Kao $to se i o¢ekivalo intenzitet traka na
spektrima ispitivanih formulacija je slabiji u odnosu na intenzitet traka na spektru

samog karbamazepina, jer je udeo karbamazepina u formulaciji 20%.

Difrakcija X-zraka na uzorcima u prahu (PXRD)

Na slici 9.23. prikazani su PXRD difraktogrami karbamazepina i1 odgovarajucih
formulacija SSNEDDS. Na difraktogramima svih ispitivanih formulacija uocavaju se
visokointenzivni difrakcioni pikovi za sledece uglove: 20 - 13,02 °, 15,22 °, 15,78 °,
19,40 °, 24,92 °, 27,50 °, 31,86 °, §to potvrduje pretpostavku da je karbamazepin u svim
formulacijama ostao u polimorfnom obliku III (Grzesiak i sar., 2003). Ovi pikovi su
nesto slabijeg intenziteta u odnosu na ¢ist karbamazepin, jer je u formulacijama udeo
karbamazepina 20%. Difraktogrami ispitivanih formulacija poprimaju oblik

karakteristi¢an za amorfni oblik, zbog visokog udela adsorpcionog nosaca u formulaciji.

Skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM)

Na slici 9.24. prikazane su SEM mikrografije izradenih formulacija SSNEDDS pod
razli¢itim uveliCanjem. Na mikrografijama svih uzoraka uo€avaju se neravnine koje

poticu od kristala karbamazepina.
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Slika 9.22. FT-IR spektri adsorpcionih nosaca i formulacija SSMEDDS izradenih sa: a)Neusilin®-0m FL2; b) Neusilin®-om UFL2; C) Sylysia®-0m 320;
d) dijatomitima.
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Slika 9.24. SEM mikrografije formulacije SSNEDDS pod razli¢itim uve¢anjem sa:
a) Neusilin®-om FL2; b) Neusilin®-om UFL2; ¢) Sylysia®-om 320; d) dijatomitima.
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9.4. Formulacija évrstih samo-emulgujucih sistema uz koriséenje
eksperimentalnog dizajna i njihova karakterizacija (Faza 2.4.)

U ovoj fazi eksperimentalnog rada pristupilo se formulaciji ¢vrstih-samoemulgujuéih
sistema (SSEDDS), primenom tehnike eksperimentalnog dizajna (dizajna smese). Za
izradu je koriS¢ena metoda direktne adsorpcije teCnog samo-emulgujuéeg sistema na
porozni adsorbens, jer se ova metoda u prethodnim fazama pokazala kao pogodna, pre
svega iz razloga oCuvanja karbamazepina u polimorfnom obliku III. Kao porozni
adsorpcioni nosa¢ koriéen je Neusilin® UFL2, za koji je u prethodnim fazama utvrdeno
da se formulacijom ¢vrstih samo-dispergujucih sistema sa njim postize najveca brzina
rastvaranja karbamazepina u odnosu na ostale ispitivane adsorbense. Osim toga, on
poseduje i1 najvecu specificnu povrSinu pa samim tim i najveéi kapacitet za adsorpciju
teCnog samo-emulgujuceg sistema. Cilj ove faze je bio da se ispita mogucénost primene
metode eksperimentalnog dizajna, dizajna smeSe, u formulaciji SSEDDS, kao 1 da se
ispita uticaj udela komponenti SSEDDS na brzinu oslobadanja karbamazepina. Cilj ove
faze je bio 1 da se formuliSe sistem sa visokim udelom karbamazepina (ve¢im nego u
prethodnim fazama) kako bi se dobio konacan farmaceutski oblik prihvatljive veliine

za primenu.
9.4.1. Materijal i metode

Tecni samo-emulgujuéi sistem (trigliceridi srednje duzine lanca (20%), Polisorbat 80
(60%), Transcutol® HP (20%)) odabran u fazi 1.2. eksperimentalnog rada (poglavlje
8.2.) koris€en je za izradu ¢vrstih samo-emulgujucih sistema sa karbamazepinom. Kao

porozni adsorbens koris¢en je Neusilin® UFL2.

9.4.1.1. Eksperimentalni plan dobijen koriS¢enjem dizajna smeSe

Primenom optimizacione tehnike, dizajna smese, uz pomo¢ kompjuterskog programa
Design Expert” (version 8.0.7.1, Stat-Ease, Inc, SAD), definisan je D-optimalni
eksperimentalni dizajn smeSe, koji Cine tri komponente, sastojci ¢vrstog samo-

emulgujuceg sistema: karbamazepin (A), odabrani te¢ni samo-emulgujuéi sistem -
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SEDDS (B) i adsorpcioni nosa¢ - Neusilin® UFL2 (C). Ove tri komponente
predstavljaju ulazne parametre i njihov ukupan udeo je 100%. Grani¢ne vrednosti
(Tabela 9.15.) postavljene su na osnovu literaturnih podataka i preliminarnih ispitivanja
koja su izvedena. Kao izlazni parametri praceni su procenti oslobodenog karbamazepina
iz izradenih ¢vrstih samo-emulgujucih sistema nakon 10, 20, 30, 45 1 60 min (Y;-Ys,
redom). Dobijeni eksperimentalni plan obuhvatao je ispitivanje 16 formulacija ¢vrstog
samo-emulgujuceg sistema (Tabela 9.17.) od Cega je bilo 11 razli¢itih, a 5 ponovljenih
radi izraCunavanja eksperimentalne greske.

Tabela 9.15. Grani¢ne vrednosti komponenata u formulaciji ¢vrstog samo-emulgujuéeg
nosaca

Granic¢ne vrednosti
Karbamazepin SEDDS Neusilin® UFL2
Donja (%) 30 10 40
Gornja (%) 50 30 60

Cvrsti samo-emulgujuéi sistemi su izradeni metodom direktne adsorpcije, na nacin
opisan u poglavlju 9.2.1.1. Ispitivanje brzine rastvaranja karbamazepina iz izradenih
formulacija je izvedeno na nacin opisan u poglavlju 9.1.1.2., pri ¢emu je uzorkovanje

vrseno nakon 10, 20, 30, 45 1 60 minuta.
Modelovanje uticaja ulaznih na izlazne parametre primenom dizajna smeSe

D-optimalnim eksperimentalnim dizajnom smeSe moguce je dobiti odgovarajuci
matematicki model, koji opisuje uticaj udela komponenata SSEDDS-a kao nezavisno
promenljivih, na procenat oslobodenog karbamazepina nakon 10, 20, 30, 45 1 60

minuta, kao zavisno promenljivih. Modeli, koje je moguce dobiti su:

linearni: Y=b1A+ b,B+ b3;C 9.3)
kvadratni: Y= b1A+ b2B+ b3C+ bleB+ b13AC+ b23BC (94)
specijalni kubni: Y= b1A+ b2B+ b3C+ b12AB+ b13AC+ b23BC+ b123ABC (95)

kubni: Y= b1A+ b2B+ b3C+ b12AB+ b13AC+ b23BC+ b123ABC‘+"Y12AB(A-B)‘|"Y13AC(A-
C)+y23BC(B-C) 9.6.)
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gde su b-bas 1 y12-y23 koeficijenti koji pokazuju uticaj nezavisno promenljivih, kao i
njihovih medusobnih interakcija na vrednost zavisno promenljive. Vrednosti
koeficijenata izralunavane su regresionom analizom, koris¢enjem Design Expert™
softvera.

Matematicki model, tj. finalna jednacina, razmatra L-Pseudo vrednosti ulaznih
parametara (A, B, C), koje se kre¢u od 0 do 1. Vrednost 0 se dodeljuje donjoj granici, a
vrednost 1 gornjoj granici ulaznih parametara, dok se sve ostale vrednosti izracunavaju

iz slede¢ih jednacina:

Udeo karbamazepina (A)

AL -Pseudoy=(A1-30)/20 9.7)
Udeo SEDDS (B)

Bi(L-pseudoy=(B1-10)/20 (9.8.)
Udeo adsorpcionog nosaca (Neusilin® UFL2) (C)

C1-Pseudoy=(C1-40)/20 9.9)

gde su A; B; 1 C, bilo koje vrednosti udela karbamazepina, SEDDS-a i Neusilin®- a

UFL2, redom, u okviru postavljenih granica.

Prilikom odabira matematickog modela potrebno je razmotriti statisticke parametre kao
Sto su: predvideni koeficijent determinacije (predvideni R*- pokazuje koliko dobro
model predvida vrednost odgovora), koeficijent determinacije prilagoden broju
eksperimenata (prilagodeni R*- odrazava frakciju varijacije koja se moze objasniti
modelom, pri ¢emu je prilagoden uzimajuci u obzir broj ¢lanova u modelu, u odnosu na
broj tacaka u dizajnu), interval pouzdanosti (p<0,05). Prilikom odabira matematickog
modela, treba se rukovoditi slede¢im pravilima: p vrednost treba da bude manja od 0,05
kako bi parametar imao statisticku znacajnost, eksperimentalna greska treba da bude Sto
manja, a vrednosti prilagodenog i predvidenog koeficijenta determinacije treba da budu

pozitivne, bliske i §to bliZze jedinici.

Optimizacija formulacije ¢vrstih samo-emulgujudih sistema sa karbamazepinom
Nakon dobijanja matematickih modela izvrSena je optimizacija. Opseg vrednosti zadatih

izlaznih parametara prilikom optimizacije dat je u tabeli 9.16.
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Tabela 9.16. Postavljeni kriterijumi za optimizaciju formulacije C¢vrstog samo-
emulgujuceg sistema.

Izlazni parametar Raspon procenta rastvorenog karbamazepina

Y (nakon 10 min) od 50 do 60
Y, (nakon 20 min) od 65 do 80
Y3 (nakon 30 min) od 80 do 85
Y4 (nakon 45 min) od 85 do 90
Y5 (nakon 60 min) od 90 do 100

Nakon izvrSene optimizacije, iz razlicitih delova optimizacione oblasti su odabrane 3
formulacije (O, O,, O3), radi procene uspesnosti predvidanja u ¢itavoj optimizacionoj
oblasti. Ove tri formulacije su izradene i iz njih je ispitana brzina rastvaranja
karbamazepina, radi procene uspesnosti predvidanja. Predvideni i stvarni profili
oslobadanja karbamazepina iz Cvrstth samo-emulguju¢ih sistema su poredeni

izracunavanjem faktora slicnosti i faktora razlike.

9.4.1.2. Karakterizacija ¢vrstih samo-emulgujuéih sistema sa
karbamazepinom

Tri odabrane optimalne formulacije su okarakterisane primenom TGA i DSC analize
radi odredivanja termickih svojstava formulacija i Cistog karbamazepina. Postupak je
podrazumevao precizno odmeravanje mase uzoraka (5-10 mg), koji je nakon toga
stavljan u T-Zero® aluminijumske posude, koji su potom hermeticki zatvarane.
Termalna svojstva su ispitana u opsegu od sobne temperature do 250 °C na uredaju SDT
Q600 TGA / DSC instrument (TA Instrument, Nemacka) u struji azota (protok: 100

cm’/min) uz brzinu zagrevanja od 20 °C/min.
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9.4.2. Rezultati i diskusija

9.4.2.1. Optimizacija formulacija ¢vrstih samo-emulgujucih
sistema sa karbamazepinom

Profili brzine rastvaranja karbamazepina iz izradenih formulacija (F1 - F11), kao i profil
brzine rastvaranja karbamazepina dati su na slici 9.25. Nakon 30 minuta postize se
oslobadanje karbamazepina u rasponu od 60 do 100%. Pravilnim odabirom udela
komponenata ¢vrstog samo-emulgujuceg sistema (SSEDDS) se ve¢ nakon 20 minuta
moze posti¢i potpuno oslobadanje karbamazepina. Formulacijom SSEDDS se iz svih
formulacija postize znacajno poveéanje brzine rastvaranja karbamazepina u odnosu na

prasak karbamazepina.

100
p— F1
F2
e 807 _ F3
1 —_———
= F4
H)
= 60 ' Fs5
E 3
2 ——F6
E / -
‘E 40 1 _F
@
5 —F8
£
o —F9
£ 20 |
—F10
——F11
0 ! ! | . .
Karbamazepin
0 20 40 60

Vreme (min)

Slika 9.25. Profili brzine rastvaranja praska karbamazepina i karbamazepina iz ¢vrstih
samo-emulgujucih sistema.
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Procena uticaja faktora formulacije ¢vrstih samo-emulgujuéih sistema na profil

brzine rastvaranja karbamazepina

Eksperimentalni plan i vrednosti ulaznih i izlaznih parametara dobijenih primenom

dizajna smese, uz koris¢enje softvera Design-Expert” dati su u tabeli 9.17.

Tabela 9.17. Eksperimentalni plan dobijen primenom dizajna smeSe - ulazni i izlazni
parametri

formulacije

Fl1 30 22 48 56,97 74,39 77,88 83,54 87,71
F2 50 10 40 63,45 68,15 71,72 71,57 72,32
F3 30 10 60 56,73 78,53 80,1 87,13 89,76
F4 40 20 40 63,09 85,16 92,99 97,23 97,78
F5 30 30 40 65,89 82,05 91,23 96,89 98,7
F6 41 10 49 78,51 94,48 97,38 98,96 99,93
F7 33 14 52 56,66 75,31 83,32 92,41 94,7
F8 36 18 46 58,92 80,99 93,23 92,55 99,01
F9 34 24 42 51,58 83,33 91,3 95,32 97,71
F10 44 13 43 53,46 67,31 68,8 74,58 76,8

F11 40 14 46 51,05 58,59 62,25 71,93 74,1

F12 41 10 49 78,51 94,48 97,38 98,96 99,93
F13 30 10 60 56,73 78,53 80,1 87,13 89,76
F14 50 10 40 63,45 68,15 71,72 71,57 72,32
F15 30 30 40 65,89 82,05 91,23 96,89 98,7

F16 30 22 48 56,97 74,39 77,88 83,54 87,71

A, B, C: procenat karbamazepina, SEDDS-a, Neusilin®-a UFL2, redom.
Y1, Y2,Y3, Ys, Ys @ procenat oslobodenog karbamazepina nakon 10, 20, 30, 45, 60 min, redom.

Nakon ispitivanja brzine rastvaranja karbamazepina iz izradenih formulacija izvrSeno je
modelovanje uticaja ulaznih na izlazne parametre, odabirom adekvatnog matematickog
modela.

U tabeli 9.18. prikazan je pregled modela za izlazni parametar Y (procenat oslobodenog

karbamazepina nakon 10 minuta), sa vrednostima statistickih parametara.
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Tabela 9.18. Odabir pogodnog modela za izlazni parametar Y; (procenat oslobodenog
karbamazepina nakon 10 minuta)

Model p vrednost Prilagodeni R Predvideni R’
Linearni 0,6519 -0,0803 -0,2821
Kvadratni 0,0312 0,3986 -0,1886

Specijalni kubni 0,0129 0,6762 0,1475

Kubni 0,0041 0,9390 -93,2310

Na osnovu analize statistickih parametara prikazanih u Tabela 9.18. odabran je
specijalni kubni model.

Nakon odabira matematickog modela, primenom ANOVA testa iskljueni su
koeficijenti uz parametre koji nisu statisti¢ki znacajni (p > 0,05). Na taj nacin je dobijen
redukovan model koji daje matematicki model, tj. finalnu jednadinu za izlazni
parametar Y, (Tabela 9.19.). Isklju¢ivanjem odredenih parametara uti¢e se na
poboljSanje vrednosti predvidenog i prilagodenog koeficijenta korelacije, kao 1 na
znacajnost primene tog modela. Na osnovu dobijenog matemati¢ckog modela moguce je
za bilo koje vrednosti ulaznih parametara, a u okviru postavljenih grani¢nih vrednosti,

predvideti procenat oslobodenog karbamazepina u razli¢itim vremenima.

Tabela 9.19. Faktori modela i njegovog redukovanog oblika, kao i dobijeni matematicki
model

Faktori i njihova znacajnost pre redukovanja Faktori i njihova znacajnost nakon
modela redukovanja modela
Faktori p vrednost Faktori p vrednost
Faktori AB 0,3938
Faktori AC 0,0021 Faktori AC 0,0007
Faktori BC 0,3141
Faktori ABC 0,0129 Faktori ABC 0,0006

Matematicki model redukovanog specijalnog kubnog modela (p=0,0016; prilagodeni
R*=0,6867; predvideni R’=0,4916):

Y,=61,58A+63,01B+56,14C+73,41 AC -479,04ABC

Na slici 9.26. dat je konturni dijagram promene vrednosti procenta oslobodenog

karbamazepina nakon 10 minuta, u zavisnosti od udela komponenata ¢vrstog samo-
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emulgujuceg sistema. U uglovima dijagrama su smeSteni maksimalni udeli
karbamazepina, SEDDS-a i Neusilin®-a UFL2, dok se njihovi minimalni udeli nalaze na
stranama dijagrama nasuprot uglovima. Izmedu uglova i1 suprotnih strana dijagrama
vrednosti komponenata smeSe se postepeno smanjuju. Crvene tacke na konturnom
dijagramu predstavljaju izradene i ispitane formulacije ¢vrstog samo-emulgujuceg
sistema. Generalno su konturni dijagrami predstavljeni rasponom boja od najtamnije
plave, do najintenzivnije crvene, gde najtamnijoj plavoj boji odgovara najnizi procenat
oslobodenog karbamazepina (50%), dok najintenzivnijoj crvenoj odgovara najvisi
procenat oslobodenog karbamazepina (100%) iz formulacija. Sa konturnog dijagrama
(Slika 9.26.) moze se zakljuciti da se pocetno brzo oslobadanje karbamazepina jedino
postize pri najnizem udelu te¢nog samo-emulgujuéeg sistema, pri ¢emu udeli

karbamazepina i Neusilin®-a UFL2 nemaju veliki uticaj na ovo oslobadanje.

Design-Expert® Software A: Karbamazepin
50
2

# Design Points
100

50
A KBZ

B: TSN
C: Neusilin UFL2

30 30 60
B:SEDDS C: Neusilin UFL2

Nakon10min

Slika 9.26. 2D konturni dijagram uticaja udela komponenata SSEDDS na procenat
oslobodenog karbamazepina nakon 10 minuta (Y).
Kao i u slucaju prvog izlaznog parametra (procenat oslobodenog karbamazepina nakon
10 min) i za sve ostale izlazne parametre (procenat oslobodenog karbamazepina nakon
20, 30, 45 1 60 min) odabran je pogodni matemati¢ki model. Vrednosti faktorskih

efekata, odabrani modeli i njihovi statisticki parametri dati su u tabeli 9.20.
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Tabela 9.20. Vrednosti faktorskih efekata, odabrani modeli i njihovi statisticki

parametri, za izlazne parametre Y, - Y

Y,
A +71,50
B +81,17
C +75,35
AB -
AC + 80,60
BC -
A’BC -1938,18
AB’C +1013,28
Odabrani model Specij aln.i
kvadratni
p 0,0034
Prilagodeno R* 0,6881
Predvideno R* 0,4866

A, B, C: L- pseudo vrednosti udela karbamazepina, SEDDS, Neusilin®-a UFL2, redom.
Y1,Y3, Y4, Ys @ procenat oslobodenog karbamazepina nakon 20, 30, 45, 60 min, redom.

Y;
+74,99
+ 89,07
+ 76,82

+ 83,57
-2202,84
+1610,13

Specijalni
kvadratni

0,0040
0,6782
0,4537

Y,
+71,65
+ 95,96
+ 87,45
+ 48,87
+ 81,74
-35,27

- 1778,53
+ 938,45

Specijalni
kvadratni

<0,0001
0,9204
0,6821

YS
+72,59
+95,15
+ 87,91
+50,86
+ 80,96

-1783,21
+ 981,67

Specijalni
kvadratni

0,0004
0,8383
0,5441

Sa konturnih dijagrama (Slika 9.27.) koji opisuju uticaj ulaznih parametara (udeli

komponenti SSEDDS) na izlazne parametre (procente oslobodenog karbamazepina

nakon 10, 20, 30, 45 i 60 min) moze se zakljuciti da sa vremenom uticaj udela te¢nog

samo-emulguju¢eg nosaca postaje znacajniji, da bi se pri visokom udelu te¢nog samo-

emulgujuceg nosaca postiglo maksimalno oslobadanje karbamazepina nakon 45 i 60

minuta, $to je i o¢ekivano.
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A: Karbamazepin A: Karbamazepin
a) 50 b) 50

2

2

30 30 60

X X i 30 30 60
B:SEDDS Nakon20min C: Neusilin UFL2 B:SEDDS C: Neusilin UFL2
Nakon30min
A: Karbamazepin A: Karbamazepin
50

30 30 60 30 30 60
B:SEDDS C: Neusilin UFL2 B:SEDDS C: Neusilin UFL2

Nakon45min Nakon60min

Slika 9.27. 2D konturni dijagram uticaja udela komponenata SSEDDS na procenat
oslobodenog karbamazepina nakon: a) 20 minuta (Y3); b) 30 minuta (Y3); ¢) 45 minuta

(Y4); d) 60 minuta (Ys).

Udeo karbamazepina u sastavu SSEDDS ima znacajan uticaj na njegovu brzinu
oslobadanja. Najbrze oslobadanje karbamazepina se postize kada je ova lekovita
supstanca prisutna u kolicini koja je bliza donjoj grani¢noj vrednosti (oko 30%
karbamazepina u formulaciji). Moguce je da je koli¢ina od 50% karbamazepina u
formulaciji visoka i da primenjeni te¢ni samo-emulgujuci nosac i adsorpcioni nosaci ne
mogu da uti¢u na brzinu rastvaranja celokupne mase karbamazepina. Sto se tite
adsorpcionog nosaca, Neusilin®a UFL2, vidi se da njegov uticaj na procenat
oslobodenog karbamazepina zavisi od udela drugih komponenata smese, tj. da sa njima
stupa u interakciju. Generalno, pri Sirokom rasponu udela tecnog samo-emulgujuceg
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nosaca i Neusilin®a UFL2, a za vrednosti karbamazepina blize donjim grani¢nim

vrednostima, postize se brzo oslobadanje karbamazepina.

Trace dijagrami pokazuju kakav uticaj ima promena udela jedne komponente smese,
dok je odnos izmedu ostalih komponenata smeSe stalan, Sto znaci da ako raste udeo
jedne komponente u smesi, udeli druge dve komponente se smanjuju bez narusavanja
odnosa izmedu njih. Analizom ftrace dijagrama potvrdeni su rezultati dobijeni analizom
2D konturnih dijagrama. Trace dijagrami za izlazne parametre Y;-Ys prikazani su na
slici 9.28. Sa slike 9.28. se vidi da najveéi uticaj na procenat oslobodenog
karbamazepina nakon 10 minuta ima udeo SEDDS i da se najviSe vrednosti procenta
oslobodenog karbamazepina postizu pri niskim udelima SEDDS. Takode, nakon 10
minuta uocava se (Slika 9.28.) da uticaj promene udela karbamazepina znacajno raste i
to tako Sto se sa smanjenjem udela karbamazepina u smesi povecava brzina njegovog
oslobadanja, dok do istog efekta dovodi i povecanje udela SEDDS-a u formulaciji.
Promena udela Neusilin®a UFL2 generalno ne pokazuje veliki uticaj na procenat
oslobodenog karbamazepina, pri niskim udelima karbamazepina.

Iz svega ovoga se moZze zaklju¢iti da najveéi uticaj na procenat oslobodenog

karbamazepina pokazuje udeo samog karbamazepina u formulaciji.
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Slika 9.28. Trace dijagram uticaja udela komponenti SSEDDS na procenat oslobodenog

karbamazepina nakon: a) 10 min (Y;) ; b) 20min (Y3); ¢) 30 min (Y3); d) 45 min (Y4);

e) 60 min (Y5).
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Optimizacija formulacije ¢vrstog samo-emulgujuceg sistema sa karbamazepinom

Za optimizaciju formulacije SSEDDS kori$éen je opseg vrednosti izlaznih parametara
koji je naveden u tabeli 9.16. Konturni dijagram, koji pokazuje oblasti u okviru kojih se

nalaze optimalne formulacije, dat je na slici 9.29.

X1 =A:KBZ
X2 = B: SEDDS
X3 = C: Neusilin UFL2

B: SEDDS C: Neusilin UFL2

Slika 9.29. Konturni dijagram sa oblastima u kojima se nalaze optimalne formulacije.

Formulacije koje se nalaze u okviru obojenih regija konturnog dijagrama (Slika 9.29.)
date su u tabeli 9.21., pri ¢emu su odabrane tri optimalne formulacije ¢vrstog samo-

emulgujuceg sistema oznacene kao Oy, O,, O3 (Tabela 9.22.).

Treba ista¢i, da je optimizacijom formulacije ¢vrstog samo-emulgujuéeg sistema sa
karbamazepinom, u gotovo svim predloZenim optimalnim formulacijama (Tabela 9.21.),
formulisan sistem sa visokim udelom karbamazepina (oko 35-36%), a niskim udelom
te¢nog samo-emulgujuceg sistema (oko 13%). Visok udeo karbamazepina je znacajan,
zato $to za pojedinacne doze karbamazepina od 100 ili 200 mg treba izraditi ¢vrsti
samo-emulgujuci sistem mase od 350 do 600 mg Sto je prihvatljiva masa za peroralni
put primene leka. Nizak udeo te¢nog samo-emulgujuceg nosaca pozeljan zbog
smanjenja potencijalnih neZeljenih efekata, koje mogu izazvati njegove komponente,

pre svega surfaktanti.
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Tabela 9.21. Optimalne formulacije predlozene od strane softvera Design Expert® ulazni i izlazni parametri

Ulazni parametri Izlazni parametri
B
35,40 12,78 51,83 59,67 79,51 83,14 88,60 91,97
36,25 12,82 50,93 59,81 77,58 81,13 86,90 90,12
36,57 16,59 46,85 50,71 73,86 82,50 85,38 90,16
31,10 12,13 56,78 58,20 79,48 82,11 88,40 91,89
37,72 19,00 43,28 52,33 73,25 83,31 88,70 92,17
31,03 12,45 56,53 57,89 79,42 82,21 88,02 91,92
35,46 13,25 51,29 58,06 78,54 82,68 87,71 91,44
31,10 12,70 56,19 57,75 79,71 82,68 88,05 92,24
35,03 13,10 51,87 58,45 79,67 83,68 88,67 92,38
37,03 18,51 44,46 50,75 74,46 84,97 88,35 92,59
38,71 19,29 42,00 55,21 72,34 81,09 89,49 91,94
35,19 13,64 51,17 56,80 78,89 83,34 87,80 91,90
36,59 17,45 45,97 50,18 74,63 84,39 86,88 91,65
35,60 13,45 50,95 57,44 77,91 82,27 87,17 91,02
30,96 13,75 55,29 57,09 79,88 83,44 87,29 92,64
34,87 13,87 51,26 56,15 79,26 84,23 88,24 92,59
35,15 13,38 51,47 57,59 79,07 83,39 88,13 92,04
30,54 12,11 57,36 57,54 77,88 80,28 88,87 90,43
30,91 10,55 58,54 59,12 78,67 80,53 89,51 90,83

A, B, C: procenat karbamazepina, SEDDS, Neusilin®-a UFL2, redom.
Y1, Y2,Ys, Ys, Ys @ procenat oslobodenog karbamazepina nakon 10, 20, 30, 45, 60 min, redom.
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Procena uspeSnosti optimizacije formulacije ¢vrstog samo-emulgujudeg sistema sa

karbamazepinom

Iz razli¢itih delova optimizacione oblasti konturnog dijagrama odabrane su tri
predlozene optimalne formulacije O;, O, i O3 (Tabela 9.22.), radi procene uspes$nosti
optimizacije i predvidanja. Formulacije O;, O, i O3 su izradene i iz njih je ispitana
brzina rastvaranja karbamazepina. Dobijeni 1 predvideni procenti oslobadanja
karbamazepina iz tri odabrane formulacije su dati u tabeli 9.22. Profili brzine
oslobadanja karbamazepina iz odabranih formulacija prikazano su na slici 9.30. Na
osnovu izra¢unatih faktora razlike (f}) i faktora slicnosti (f;) (Tabela 9.23.) moze se
zakljuciti da izmedu dobijenih i predvidenih profila brzine oslobadanja karbamazepina
iz tri odabrane optimalne formulacije ne postoji znacajna razlika 1 da se na osnovu toga

proces optimizacije moZe smatrati uspesnim.
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Tabela 9.22. Udeli komponenata tri optimalne formulacije, kao 1 vrednosti procenta oslobodenog karbamazepina (KBZ) dobijene njihovim ispitivanjem

Ulazni parametri Izlazni parametri

Udeo KBZ-a Udeo SEDDS- Udeo Osloboden KBZ  Osloboden KBZ  Osloboden KBZ  Osloboden KBZ  Osloboden KBZ
F (%) a Neusilin®-a nakon 10 min nakon 20 min nakon 30 min nakon 45 min nakon 60 min
: (%) UFL2 (%) (%) (%) (%) (%) (%)
dobijeno 52,47 70,12 81,87 91,96 93,56
0O, 39 19 42
predvideno 55,21 72,34 81,09 89,49 91,94
dobijeno 61,39 79,45 85,38 89,43 91,7
0O, 36 13 51
predvideno 59,81 77,58 81,13 86,9 90,12
dobijeno 62,23 78,62 82,65 86,56 89,03
(o} 31 12 57
predvideno 57,54 77,88 80,28 88,87 90,43

Tabela 9.23. Poredenje dobijenih i predvidenih profila brzine rastvaranja karbamazepina iz 3 odabrane optimalne formulacije faktori razlike (f;) i faktori
sli¢nosti (12)

Formulacija

Faktor razlike (f)) 2,98 2,52 2,41

Faktor sli¢nosti (f,) 17,17 81,78 78,77
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Slika 9.30. Poredenje predvidenog i dobijenog profila brzine oslobadanja
karbamazepina iz formulacije: a) Oy; b) O»; ¢) Os.
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9.4.2.2. Karakterizacija odabranih optimalnih formulacija
¢vrstih samo-emulgujudih sistema sa karbamazepinom

Rezultati TGA analize odabranih formulacija SSEDDS, Neusilin®-a UFL2 i
karbamazepina (Slika 9.31.) pokazuju da u opsegu temperatura od 100 do 200 °C
najveéi gubitak mase od gotovo 8%, ima sam Neusilin® UFL2. Ovaj gubitak je manji
nego pri merenju istog nosaca u fazi 2.2. ¢ime se potvrduje pretpostavka da je uzorak
tokom cuvanja u prethodnoj fazi adsorbovao znacajnu koli¢inu vlage. Kod ispitivanih
uzoraka O;, O; 1 O3 gubitak mase je 6,16%, 6,3% 1 7,1%, redom. Ovakav rezultat je
oekivan, jer kod ovih uzoraka imamo i odgovarajuée povecanje udela Neusilina®-a
UFL2. Kod karbamazepina se u opsegu temperatura od 100 do 200 °C uocava malo
smanjenje u masi od svega 0,14%, dok u opsegu temperatura od 200 do 250 °C nagli
gubitak mase od 2,5%, Sto je najverovatnije posledica degradacije same supstance.
Gubitak mase u opsegu temperatura od 200 do 250 °C je znacajno manji u odnosu na
isti u fazi 2.2. eksperimentalnog rada (poglavlje 9.2.), verovatno kao posledica vece
brzine zagrevanja uzorka i samim tim ,,kaSnjenja“ termalnog dogadaja 1 uspostavljanja
ravnoteZze. Medutim, u oba merenja uzorka karbamazepina je uoc€en isti trend da na

temperaturi nesto iznad 200 °C pocinje degradacija karbamazepina.

Sa DSC krivih (Slika 9.31.) kod ispitivanih formulacija (O;, O,, O3) 1 kod distog
karbamazepina se uocava endotermni pik na oko 60 °C. Ovaj pik je verovatno rezultat
merne nesigurnosti instrumenta jer je uredaj kalibrisan u opsegu temperatura 60 - 800
°C. Cist karbamazepin je u polimorfnom obliku III, §to se moZe zaklju¢iti na osnovu
dva endotermna pika na 178 °C 1 195,6 °C (Grzesiak 1 sar., 2003). Prvi pik je pik
topljenja polimorfnog oblika III, koji nakon toga prelazi u polimorfni oblik I, ¢ije je
topljenje posledica drugog pika. Ovi pikovi su blago pomereni za par stepeni ka viSim
vrednosima u odnosu na pikove koje su dobili Grzesiak i sar. pri DSC analizi ¢istog
karbamazepina u polimorfnom obliku III. Pomeranje je posledica razli¢itih brzina
zagrevanja pri DSC analizi. U ovom ispitivanju brzina je veca (20 °C/min > 10 °C/min),
pa se samim tim ravnoteza u sistemu postize kasnije 1 potrebno je viSe vremena do
pojave odredenih promena. Takode, kao posledica u razlici eksperimentalnih uslova, na
DSC krivoj za Cist karbamazepin se ne uocava jasan egzotermni pik rekristalizacije i

prelaska u polimorfni oblik 1. Kod sve tri formulacije (O;, O,, O3) se uo€ava jedan ostar
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endotermni pik na temperaturama od 172,9 °C, 173,3 °C 1 176,7 °C. Ova promena, kao
Sto je ve¢ spomenuto, predstavlja karakteristiCan pik topljenja polimorfnog oblika III,
koji se najcesce javlja u opsegu od 150-175,8 °C. Takode, u svim uzorcima ispitivanih
formulacija se uocava jo$ jedan Siri endotermni pik oko 230-240 °C. Ovo verovatno
predstavlja pik pocetka degradacije karbamazepina. Treba istaci da je karbamazepin u
svim ispitivanim formulacijama ostao u kristalnom obliku i to u pocetnom polimorfnom

obliku IIT 1 da je njegova brzina rastvaranja iz datih formulacija znacajno povecana.
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Slika 9.31. DSC i TGA krive odabranih optimalnih formulacija, ¢istog karbamazepina i
Neusilina® UFL2.
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10. Procena permeabilnosti karbamazepina iz ¢vrstih
samo-dispergujucih sistema primenom in vitro i in
silico metoda (Faza 3.)

U trecoj fazi eksperimentalnog rada vrSena je procena permeabilnosti karbamazepina iz
odabranih formulacija samo-dispergujuéih sistema sa karbamazepinom (iz faze 2). Ova
faza moze se podeliti na dva dela, u prvom delu vrSena je procena permeabilnosti
primenom in vitro PAMPA testa, a u drugoj fazi vrSena je procena resorpcije
karbamazepina iz samo-mikroemulgujuc¢ih sistema primenom in silico metode,
koris¢enjem kompjuterskog programa Simcyp® Population-Based Simulator (version

13.2; Certara™, SAD). Plan eksperimenata ove faze dat je na slici 10.1.

PAMPA test (in vitro) Simeyp” modelovanie (in silico)
Faza 3.1 Faza 3.2
Odabrane formulacije iz faze 2 Prikupljanje literaturnih podataka za in silico
simulaciju
Formiranje vestacke membrane od rastvora D
lecitina u dodekanu (2 h) Razvoj karbamazepin specifiénog modela
Priprema msn-orafsuspcn‘zijc Form}lli:cijc u Testiranje razvijenog karbamazepin
fosfatnom puferu (pH 5.5) specifiénog modela
Postavljanje rastvora/suspenzije In silico procena koncentracije karbamazepina
formulacije u donorski bazen u plazmi nakon peroralne primene SSMEDDS
(iz faze 2.2)

(inkubacija 2 h)

il

Odredivanje koncentracije karbamazepina
u akceptorskom bazenu primnom
HPLC-a

Slika 10.1. Plan eksperimenata trece faze.
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10.1. Procena permeabilnosti karbamazepina iz ¢vrstih samo-
dispergujucih sistema primenom PAMPA testa (Faza 3.1.)

Procena permeabilnosti lekovite supstance vrSena je primenom PAMPA testa. U
prethodnoj fazi su odabrane formulacije koje su pokazale najvecu brzinu rastvaranja
karbamazepina, kako bi se procenio uticaj sastava formulacije i povecanja brzine
rastvaranja karbamazepina na permeabilnost. Cilj je bio i da se ispita uticaj vrste nosaca
1 stepena disperziteta samo-dispergujuc¢eg nosaca na permeabilnost karbamazepina. U
tabeli 10.1. dati su sastav ispitivanih formulacija, procenti oslobodenog karbamazepina
iz datih formulacija u razli¢itim vremenskim intervalima i veli¢ina kapi tecnih samo-
dispergujuc¢ih nosaca, nakon razblazivanja vodom. Radi lakSeg pracenja izvrSeno je

preimenovanje formulacija.

Tabela 10.1. Formulacije iz kojih je vrSena procena permeabilnosti primenom PAMPA
testa

Procenat oslobodenog Veli¢ina

Oznaka formulacije u karbamazepina nakon kapi Oznaka formulacije u

prethodnoj fazi 10 30 60 120 ovoj fazi

min min min  min (nm)

KBZ NUFL2 1 6 A
(Cvrste disperzije-faza 63,02 73,52 75,79 81,28 - PAMPA-SD
2.1)

NUFL2_SMEDDS 3 1 A

75,50 91,56 94,37 98,14 17,66 PAMPA-SSMEDDS
(SSMEDDS iz faze 2.2.)

NUFL2_SNEDDS_1_1

] 70,76 80,94 85,81 94,12 157,02 PAMPA-SSNEDDS
(SSNEDDS iz faze 2.3.)

o
: 52,47 81,87 93,56 9521 3327 PAMPA-SSEDDSI
(SSEDDS iz faze 2.4.)
0,
61,39 8538 91,7 9430 3327 PAMPA-SSEDDS2
(SSEDDS iz faze 2.4.)
0Os
62,23 82,65 89,03 92,14 3327 PAMPA-SSEDDS3
(SSEDDS iz faze 2.4.)
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10.1.1.Materijal i metode

Dodekan (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemacka) i lecitin jajeta (Lipoid GmbH,
Germany) koris¢eni su u PAMPA testu. Svi drugi reagensi koji su koris¢eni za HPLC

analizu bili su analiti¢ke Cistoce.
10.1.1.1. PAMPA test

Procena permeabilnosti karbamazepina iz odabranih formulacija i ¢istog karbamazepina
izvrSena je koriS¢enjem PAMPA testa. Kao nosa¢ veStaCcke membrane i1 akceptorski
panel koriS¢en je filtracioni panel sa 96 bazena, izraden od hidrofilnog poliviniliden
difluorida (PVDF) (Millipore, Bedford, MA, SAD). U bazene akceptorske ploce naneto
je po 5 ul rastvora lecitina jajeta u dodekanu (1%, m/V) i ostavljeno 2h na sobnoj
temperaturi, da rastvara¢ u potpunosti ispari. Ovako je dno akceptorske ploce
impregnirano lecitinom i formirana je vestacka membrana, koja u kontaktu sa rastvorom
pufera formira multilamelarni lipidni dvosloj izmedu pora filtera. Akceptorska ploca je
postavljena na donorsku, u ¢ije je bazene prethodno naneto po 300 ul suspenzije Cistog
karbamazepina 1 odabranih formulacija u fosfatnom puferu pH 5,5. Istovremeno je u
bazene akceptorske ploc¢e naneto po 300 pl fosfatnog pufera pH 5,5. Akceptorska ploca
je poklopljena folijom kako bi se sprecilo isparavanje rastvaraca. Ispitivanje za svaki

uzorak je vrSeno u triplikatu, a rezultat je predstavljen kao srednja vrednost.

Nakon inkubacije od 2h na sobnoj temperaturi, koncentracija karbamazepina u
bazenima akceptorske ploce odredivana je HPLC-om. HPLC analiza vrSena je na
Dionex Ultimate 3000 sistemu (Thermo Fisher Scientific, Germering, Nemacka)
opremljenim Dionex Ultimate 3000 kvaternernom pumpom, autosemplerom i UV
detektorom. Za analizu podataka koris¢en je Chromeleon 7 software (Thermo Fisher
Scientific, Nemacka). Za analizu je upotrebljena kolona Zorbax Extend-C18 (150 mm x
4,6 mm, veliCine Cestica 5 um). Mobilna faza sadrzala je metanol 1 1% siréetnu kiselinu
(50:50, v/v). Temperatura kolone bila 25 °C, a protok mobilne 1 ml/min. UV detekcija

vr§ena je na 254 nm. Validacija koris§¢ene HPLC metode data je u Prilogu A.

Koeficijenti permeabilnosti (Papp) izracunati su primenom slede¢ih formula:
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AV,

%T = 100 xﬂﬂb’f (10.1)
po¥p

p _ _ VpVr [ 100Vp ]

arr  (vp+vglst 100V —%T(Vp+Vg) (10.2)

Gde su:

Vp1 Vg — zapremine donorskog i akceptorskog rastvora (ml);

Apy1 Ag— HPLC povrsine pikova inicijalnog i akceptorskog rastvora;

S — povr§ina membrane izmedu komora (0,28 cm?, prema proizvoda&u);

t — vreme inkubacije (s) (Zhu i sar., 2002).

10.1.2. Rezultati i diskusija

Rezultati ispitivanja permeabilnosti karbamazepina iz ispitivanih formulacija i ¢istog
karbamazepina dati su u tabeli 10.2. Dobijena vrednost koeficijenta permeabilnost za
Cist karbamazepin bila je u skladu sa prethodno dobijenim rezultatima u sli¢nom
ispitivanju (Zhu 1 sar., 2002). Rezultati PAMPA testa ukazuju da je iz svih formulacija
postignuto povecanje permeabilnosti karbamazepina u odnosu na Cist karbamazepin.

Tabela 10.2. Vrednost koeficijenata permeabilnost karbamazepina iz odabranih
formulacija i ¢istog karbamazepina

Formulacija Papp x 10°° (cm/s)

PAMPA-SD 16,12 + 2,27
PAMPA-SSMEDDS 21,42 + 1,67
PAMPA-SSNEDDS 19,12 + 0,87
PAMPA-SSEDDS1 16,13 £ 2,75
PAMPA-SSEDDS2 17,11 £2,72
PAMPA-SSEDDS3 20,37 + 1,71

Cist karbamazepin 11,77 £ 0,34
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Povecéanje permeabilnosti karbamazepina iz formulacije ¢vrstih disperzija verovatno je
posledica redukcije veli¢ine Cestice i prelaska karbamazepina u amorfnu formu. Takode,
povecanje permeabilnosti moze biti rezultat prezasi¢enja (supersaturacije) koje potice
od amorfnih Cvrstih disperzija. Za razliku od drugih postupaka za povecanje
rastvorljivosti postupkom formulacije ¢vrstih disperzija ne menja se ravnoteza
rastvorljivosti lekovite supstance; umesto toga omogucava nastajanje nestabilnog
presicenog rastvora. Povecanje brzine rastvaranja koriS¢enjem surfaktanata i
kosurfaktanata/korastvarata moze dovesti do smanjenja permeabilnosti lekovite
supstance kroz membranu. Ovo se desava kao posledica veée rastvorljvosti lekovite
supstance u vodenoj fazi, usled Cega dolazi do smanjenja particionog koeficijenta
izmedu membrane i vodene faze, koji primarno odreduje permeabilnost lekovite
supstance kroz membranu GIT-a. Permeabilnost se smanjuje sa povecanjem
rastvorljivosti lekovite supstance, time se smanjuje pokretacka sila za permeabilnost
lekovite supstance kroz membranu GIT-a (Miller i sar., 2012). S druge strane,
povecanje rastvorljivosti usled supersaturacije ne dovodi do smanjenja particionog
koeficijenta. Takvo ponaSanje je posledica Cinjenice da particioni koeficijent zavisi od
ravnotezne rastvorljivosti lekovite supstance. Kako supersaturacija pokazuje
neravnoteznu rastvorljivost, ona nece uticati na particioni koeficijent. Takode, ne utice
ni na prividnu permeabilnost kroz membrane, dok se fluks (proizvod prividne
rastvorljivosti 1 prividne permeabilnosti) znafajno povecava. ,Nanoagregati”
adsorpcionog nosaca i karbamazepina malih dimenzija koji su formirani u rastvoru
imaju znacajnu ulogu u odrzavanju supersaturacije usled inhibicije rekristalizacije

(Miller 1 sar., 2012).

KoriS¢enjem surfaktanata za povecanje rastvorljivosti na razliCite nafine moZe
promeniti permeabilnost. Surfaktanti mogu povecati permeabilnost membrane za
lekovite supstance visoke rastvorljivosti u vodi, a niske permeabilnosti (BSK klasa III),
tako Sto dovode do naruSavanja integriteta membrane 1 povecanja paracelularnog
transporta. Medutim, primena surfaktanata za povecanje rastvorljivosti lipofilnih
lekovitih supstanci, koje pokazuju visoku permeabilnost, kakav je i sam karbamazepin
(BSK klasa II), moze dovesti do smanjenja slobodne frakcije lekovite supstance, $to
posledicno vodi smanjenju permeabilnosti. Smanjenje slobodne frakcije lekovite

supstance nastaje kao posledica toga Sto lekovita supstanca u koncentraciji surfaktanata
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iznad KMK biva inkorporirana u micele. Smanjenje frakcija slobodne Ilekovite
supstance u rastvoru, dovodi do smanjenja koncentracionog gradijenta, koji predstavlja
osnovnu pokretacku silu za permeabilnost lekovite supstance (Dahan i Miller, 2012). Iz
svih formulacija ¢vrstih samo-dispergujuc¢ih sistema postignuto je povecanje
permeabilnosti  karbamazepina.  Povecanje  vrednosti  koeficijenta  prividne
permeabilnosti se kretalo u opsegu od 40% (PAMPA-SSEDDSI) do 82% (PAMPA-
SSMEDDS), u odnosu na ¢ist karbamazepin. Povecanaje permeabilnosti je verovatno
posledica povecanja rastvorljivosti/brzine rastvaranja karbamazepina, ali verovatno i
interakcije surfaktanata i kosurfaktanata/korastvaraca sa vestatkom membranom. Sli¢ni
rezultati su opisani i u literaturi kao posledica promene fluidnosti membrane (Algahtani
1 sar., 2014). Takode, joS jedan od razloga za povecanje permeabilnosti karbamazepina
moze biti 1 interakcija karbamazepina i adsorpcionog nosaca. Najvece povecanje
permeabilnosti karbamazepina postignuto je iz formulacije PAMPA-SSMEDDS
(formulacije ¢vrstih samo-mikroemulgujuéih sistema), verovatno kao posledica
najmanje veli¢ine kapi. Medutim, jasna razlika izmedu stepena disperziteta samo-
dispergujuceg nosaca i permeabilnosti nije uocena. Permeabilnost karbamazepina iz
formulacije ¢vrstih samo-nanoemulguju¢ih sistema (PAMPA-SSNEDDS) je veca u
odnosu na dve formulacije Cvrstih samo-emulgujuc¢ih sistema (PAMPA-SSEDDSI,
PAMPA-SSEDDS2), ali manja u odnosu na jednu formulaciju C¢vrstih samo-
nanoemulgujucih sistema (PAMPA-SSEDDS3). Poredenjem formulacija ¢vrstih samo-
dispergujucih sistema sa karbamazepinom (PAMPA-SSEDDS1, PAMPA-SSEDDS2,
PAMPA-SSEDDS3) uocen je zanimljiv trend, da se sa smanjenjem udela tecnog samo-
emulgujuéeg nosaca i karbamazepina u formulaciji, a poveéanjem udela Neusilin®-a
UFL2, povecava permeabilnost karbamazepina. Medutim, primenom jednofaktorskog
ANOVA testa uoceno je da ova razlika nije statisticki znacajna (PAMPA-SSEDDSI i
PAMPA-SSEDDS3: p = 0,72; PAMPA-SSEDDS1 i PAMPA-SSEDDS2: p =0,28;
PAMPA-SSEDDS2 i PAMPA-SSEDDS3: p = 0,29).

Generalno, sa poveCanjem brzine rastvaranja povecava se permeabilnost
karbamazepina. Grafici zavisnosti koeficijenta permeabilnosti karbamazepina od
procenta rastvorenog karbamazepina nakon 10, 30, 60 i 120 minuta prikazani su na slici
10.2. Koeficijenti korelacije izmedu ova dva parametra kre¢u se u opsegu od 0,6495

(nakon 60 min) do 0,7764 (nakon 10 min), pa se moze zakljuciti da se najveci stepen
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korelacije postize izmedu koeficijenta permeabilnosti karbamazepina i procenta

rastvorenog karbamazepina nakon 10 minuta.

Na osnovu rezultata PAMPA testa se moZe zakljuciti da se formulacijom ¢vrstih
samo-dispergujucih sistema postize i povecanje Kkoeficijenta permeabilnosti

karbamazepina.
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Slika 10.2. Zavisnost koeficijenata prividne permeabilnosti karbamazepina od procenta
rastvorenog karbamazepina iz SSMEDDS nakon: a) 10 min, b) 30 min, ¢) 60 min, d)

120 min.
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10.2. Procena permeabilnosti primenom in silico metoda uz
koris¢enje kompjuterskog programa Simcyp® Population-Based
Simulator (version 13.2; Certara™, SAD) (Faza 3.2.)

U ovoj fazi eksperimentalnog rada izvrSena je in silico procena resorpcije
karbamazepina iz ¢vrstih samo-mikroemulgujucih sistema. Cilj ove faze je bio da se
razvije model za predvidanje profila koncentracije karbamazepina u plazmi, nakon
peroralne primene, kao i da se predvide profili koncentracije karbamazepina nakon
peroralne primene Cvrstih samo-mikroemulgujuc¢ih sistema izradenih u fazi 2.2
(poglavlje 9.2.). Cilj je bio i1 da se proceni uticaj sastava formulacija i postupka izrade na
osnovne farmakokineticke parametre PIK, tyax, Cmax, kao 1 da se utvrdi da li razlike u
brzini rastvaranja karbamazepina dobijene in vitro imaju uticaj na navedene

farmakokineticke parametre.
10.2.1.Gastrointestinalna simulacija

Za in silico simulaciju resorpcije/koncentracije lekovite supstance u plazmi koriscen je
kompjuterski program Simcyp” Population-Based Simulator (version 13.2; Certara'™,
SAD), koriste¢i fizickohemijske, biofarmaceutske 1 farmakokineti¢ke parametre iz
literature ili in silico procenjene. Osnovni ulazni parametri potrebni za simulaciju

navedeni su u tabeli 10.3.
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Tabela 10.3. Ulazni parametri za simulaciju resorpcije karbamazepina pomoéu Simeyp®
kompjuterskog programa

Molekulska tezina 236,27 g/mol
log P 2,38°

Tip jedinjenja Monoprotonska baza *
pKa 11,83°

Odnos koncentracije leka u krvi/plazmi 1,6°

Slobodna frakcija leka u plazmi 0,25°
Resorpcija

Model ADAM
Efektivna humana permeabilnost, P.s 43x 10*cm/s ©
Rastvorljivost na pH 5,76 0,21 mg/ml ¢
Maksimalni odnos supersaturacije 10"

Konstanta precipitacije 4n't
Veli¢ina Cestice 180 um ©
Gustina Cestice 12"
Raspodela

Model potpuni PBPK
Volumen distribucije u stabilnom stanju, Vg 1,14 1/kg"
Eliminacija

Klirens, CL,, 1,31/h®
Dizajn studije

Predstavnik populacije zdravih dobrovoljaca

Doza 200 mg
Vreme simulacije 168 h

*Podaci uzeti iz literature (Chen i Yu; 2009); ® Podaci uzeti iz literature (Clarke’s Analysis of Drugs and
Poisons); © Podatak uzet iz literature (Lennernas i sar., 1996); ¢ Podatak uzet iz literature (Grbi¢, 2011); ©
Vrednost dobijena koriséenjem opcije Simcyp”™ Parameter Estimation; ' Vrednost izradunata pomocu
Simcyp”“-a koriséenjem modela raspodele potpuni PBPK; ¢ Podatak uzet iz literature (Walker i
Whittlesea, 2012); " Podrazumevana Simcyp vrednost

U osnovi simulacije koris¢en je ADAM model (eng. Advanced Dissolution Absorption
and Metabolism). U okviru ovog modela kretanje lekovite supstance u tecnom ili

¢vrstom stanju kroz razlicite segmente GI trakta se posmatra kao proces koji se odvija
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kinetikom prvog reda. Tanko crevo je podeljeno na 7 subsegmenata tako da svaki ima
isto tranzitno vreme. Prilikom izvodenja simulacija softver koristi vise razli¢itih grupa
podataka, koji su navedeni u poglavlju 5.

Kao model distribucije koris¢en je potpuni PBPK model. Ovaj model koristi brojne
diferencijalne jednacine kako bi simulirao koncentracije lekovite supstance u plazmi.
Karakteristike prosecnih ispitanika u in silico studiji su odabrane tako da odgovaraju
karakteristikama ispitanika u vivo studiji (na primer starosno doba i odnos broja
muskaraca 1 Zena). Simulacija je izvedena za proseCnog ispitanika za definisanu
populaciju.

Validacija dobijenog modela izvrSena je na osnovu rezultata dobijenih u in vivo studiji
za srednju koncentraciju karbamazepina u plazmi nakon peroralne primene tableta
karbamazepina sa trenutnim oslobadanjem objavljenim u studiji Gérardin et al.
(Gérardin i sar., 1976). Za procenu greske predvidanja (%PE) izmedu in vivo dobijenih i
in silico predvidenih pojedina¢nih farmakokinetickih parametara koris¢en je sledeci

izraz:

PE[%] — PKpredvfienﬁ-_PKdnbUmﬁ w100 (103)
deﬁhgmn

gde je PE (%) — greSka predvidanja izraZzena u procentima, PKggpijena — uoCena
(eksperimentalna) vrednost 1 PKpredvidena - Simulirana vrednost relevantnih
farmakokineti¢kih parametara (tpax, PIK, Chax). Predvidanje se smatra uspe$nim ukoliko
je prosecna apsolutna greska predvidanja manja od 10% (Guidance for Industry,
FDA/CDER 1997).

Nakon toga kako bi se predvideo profil koncentracije karbamazepina u plazmi nakon
peroralne primene samo-mikroemulgujucih sistema sa karbamazepinom, profili brzine
rastvaranja karbamazepina iz izradenih formulacija su koriS¢eni kao ulazni parametri za

karbamazepin-specifi¢ni razvijeni PBPK model.
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10.2.2. Rezultati i diskusija
10.2.2.1. Razvoj karbamazepin specificnog PBPK modela

Karbamazepin je visoko permeabilna, nisko rastvorljiva lekovita supstanca koju
karakteriSe pH nezavisna rastvorljivost u fizioloSkom opsegu pH vrednosti (Grbi¢,
2011). U razvoju modela koris¢eni su literaturni podaci za vrednost rastvorljivosti na
pH 5,76, efektivnu humanu permeabilnost (Pefrman), odnos koncentracije leka u
krvi/plazmi, frakcija slobodnog leka u plazmi i vrednost klirensa (Clarke’s Analysis of
Drugs and Poisons; Lennernas i sar., 1996; Grbi¢, 2011). Vrednost za volumen
distribucije predstavlja vrednost dobijenu potpunim PBPK modelovanjem (Rodgers i
Rowland, 2007). Veliina &estice optimizovana je koris¢enjem Simcyp® Parametar
Estimation opcije.

Procenat greske u predvidanju (%PE) za farmakokineti¢ke parametre Cpax, tmax 1 PIK,
redom iznosi 7,92%, 6,32%, 1 5,66%. Na osnovu dobijenih vrednosti moze se zakljuciti
da generisani PBPK model daje dobro predvidanje profila koncentracije karbamazepina

u plazmi nakon peroralne primene.

10.2.2.2. In silico simulacije resorpcije karbamazepina iz ¢vrstih
samo-mikroemulgujudih sistema

PBPK model je koriS¢en za simulaciju resorpcije karbamazepina iz ¢vrstih samo-
mikroemulgujucih sistema i za ispitivanje potencijalnog uticaja in vitro profila brzine
rastvaranja karbamazepina na bioloSku raspoloZivost.

Simeyp” predvideni profili resorpcije karbamazepina iz formulacije &vrstih samo-
mikroemulgujucih sistema sa karbamazepinom i referentnih tableta karbamazepina sa
trenutnim oslobadanjem, nakon peroralne primene pojedinacne doze od 200 mg,
prikazani su na slici 10.3. Vrednosti odredenih farmakokinetiCkih parametara (Cpax,

tmax, PIK) prikazane su u tabeli 10.4.
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Slika 10.3. In silico predvideni profili resorpcije/koncentracije karbamazepina u plazmi
nakon peroralne primene ¢vrstih samo-mikremulgujucih sistema sa karbamazepinom
izradenih metodom: a) direktne adsorpcije; b) uparavanja; in vivo profil koncentracije

karbamazepina za referentni preparat.
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Tabela 10.4. Predvideni farmakokineti¢ki parametri za koncentraciju karbamazepina
nakon peroralne primene Cvrstih samo-mikroemulgujucih sistema; in vivo dobijene
vrednosti farmakokinetickih parametara za referentni preparat

Predvideni farmakokineticki parametri

Formulcaija

Cinax (ng/ml) tmax (h) PIK (ngh/ml)

NUFL2_SMEDDS 1 1 A 1,04 2,52 70,0
NUFL2_SMEDDS 3 1 A 1,04 2,52 70,0
Syl SMEDDS 1 1 A 1,04 2,52 70,0
Syl SMEDDS 3 1 A 1,04 2,52 70,0
Dij SMEDDS 1 1 A 0,95 6,72 67,4
Dij SMEDDS 3 1 A 0,70 3,36 56,5
NFL2 SMEDDS 1 1 A 1,02 3,36 69,6
NFL2 SMEDDS 3 1 A 1,04 2,52 70,0
NUFL2 SMEDDS 1 | B 1,01 4,20 69,6
NUFL2_SMEDDS 3 1 B 1,00 5,04 69,3
Syl SMEDDS 1 1 B 1,03 3,36 69,8
Syl SMEDDS 3 1 B 1,03 3,36 69,9
Dij SMEDDS 1 1 B 0,70 15,96 53,6
Dij SMEDDS 3 1 B 0,52 25,2 46,0
NFL2 SMEDDS 1 1 B 0,83 11,76 61,2
NFL2 SMEDDS 3 1 B 1,00 5,04 69,1

Stvarni in vivo
farmakokineticki paramatri za 1,01 7.9 71,0
referentni preparat

Na osnovu in silico simulacije resorpcije/koncentracije lekovite supstance u plazmi
moze se zakljuiti da se nakon peroralne primene formulacija Cvrstih samo-
mikroemulgujucih sistema sa karbamazepinom, izradenih metodom direktne adsorpcije
(metoda A) postize znaajno niza vrednost tn.,x (maksimalne koncetracije
karbamazepina u plazmi), u odnosu na formulacije izradene metodom uparavanja
(metoda B). Ovakva razlika je donekle ocekivana, imajuéi u vidu da je ispitivanjem
brzine rastvaranja karbamazepina iz izradenih formulacija pokazano da se znacajno
veca brzina oslobadanja postize primenom metode A 1 da je na osnovu karakterizacije

izradenih formulacija utvrdeno da je u formulacijama izradenih metodom B, doslo do
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prelaska karbamazepina u manje rastvorljiv polimorfni oblik II. Medutim, treba ista¢i da
na osnovu rezultata ispitivanja brzine rastvaranja, nije ocekivana ovako znacajna razlika
u postizanju maksimalne koncentracije karbamazepina u plazmi. U svim formulacijama
izradenih metodom direktne adsorpcije (metoda A) postignuto je barem 2 puta brze
dostizanje maksimuma lekovite supstance u plazmi u odnosu na formulacije izradene
metodom uparavanja (metoda B). Formulacija kod koje je uocena najveca razlika bila je
formulacija izradena sa dijatomitima, pri odnosu dijatomiti/tecni SMEDDS 3:1, kod
koje je uz koriS¢enje metode A u izradi postignuta vrednost tpmax 0d 3,36 h, a kod metode
B vrednost od 25,2 h. Ovim je pokazana prednost metode izrade direktne adsorpcije
(metode A), u odnosu na metodu uparavanja (metoda B), obzirom na to da je postignuta
znacajno niza vrednost tm., uz ocuvanje optimalnih vrednosti Cp, 1 PIK, koje su
postignute primenom referentnog preparata, tablete karbamazepina sa trenutnim
oslobadanjem. Promena vrednosti Cp,, 1 PIK u odnosu na referentni preparat, tablete
karbamazepina sa trenutnim oslobadanjem, nije ni ocekivana, znaju¢i da literaturni
podaci za karbamazepin ukazuju na dobru biolosku raspolozivost ove supstance nakon
peroralne primene (Chiou i Buehler, 2002), a uz to imaju¢i u vidu da se radi o preparatu

sa trenutnim oslobadanjem registrovanom na trzistu.

Poredenjem farmakokinetickih parametara dobijenih za formulacije izradene sa
razli¢itim adsorpcionim nosafima, uocava se da se najkasnije postizanje maksimuma
koncentracije karbamazepina u plazmi (najvisa vrednost tn.x) postize koriS¢enjem
dijatomita uz znaajno niZe vrednosti Cma, 1 PIK u poredenju sa referentnim
preparatom. Ovo je verovatno posledica specificne strukture dijatomita 1
,zarobljavanja* dela lekovite supstance u porama nosaa, na osnovu ¢ega se€ moze
zaklju€iti da ovi nosafi nisu pogodni za formulaciju preparata sa trenutnim
oslobadanjem. /n silico profili resorpcije/koncentracije karbamazepina u plazmi ukazuju
na to da se nakon peroralne primene formulacija ¢vrstih samo-mikroemulgujucéih
sistema sa karbamazepinom najbrze dostizanje maksimuma koncentracija
karbamazepina postize u sludajevima kad su kao nosa¢i korigéeni Neusilin® UFL2 i
Sylysia® 320, bez obzira na odnos adsorpcioni nosa&/SMEDDS. Pri primeni ovih
formulacija maksimalna koncentracija lekovite supstance u plazmi se dostize nakon
2,52 h, Sto je daleko brze u odnosu na referentni preparat, kod koga vrednost ty,.x iznosi

7,9 h. Zanimljivo je, da rezultati za formulacije izradene sa Neusilin®-om FL2 imaju
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gotovo identi¢ne farmakokineticke parametre (tmax, Cmax 1 PIK), kao i1 formulacije
izradene sa Neusilin®-om UFL2 i Sylysia®-om 320, iako je u in vitro ispitivanju brzine
rastvaranja pokazana znac¢ajno manja brzina rastvaranja iz formulacija sa Neusilin®-om
FL2. Takode, razlike koje su u in vitro ispitivanju brzine rastvaranja karbamazepina iz
formulacija sa Neusilin®om UFL2 i Sylysia®om 320 zabeleZene, u in silico
predvidanju profila koncentracija karbamazepina nakon peroralne primene nisu
potvrdene. Razlika u vrednostima farmakokineti¢kih parametara za formulacije izradene
metodom direktne adsorpcija sa Neusilin®-om UFL2, Sylysia®-om 320 Neusilin®-om
FL2 gotovo i da ne postoje. Jasna razlika se uoCava samo u vrednosti tm,, kod
formulacije izradene sa Neusilin®om FL2, sa razli¢itim odnosima adsorpcioni
nosa¢/SMEDDS, pri ¢emu je niZa vrednost postignuta pri odnosu 3:1, nego pri odnosu
1:1. Ova razlika je uocena 1 pri in vitro ispitivanju brzine rastvaranja karbamazepina iz

formulacija.

Generalno se moZe zakljuditi da se na osnovu in silico profila
resorpcije/koncentracije karbamazepina u plazmi, nakon peroralne primene
formulacija izradenih metodom direktne adsorpcije sa Neusilin®-om UFL2,
Sylysia®-om 320 i Neusilin®-om FL2, ove formulacije mogu smatrati optimalnim
zbog znacajno brZeg postizanja maksimalne koncentracije karbamazepina u
plazmi (tpax 2,52-3,36 h), uz o¢uvanje optimalnih vrednosti C,,x i PIK, u poredenju
sa referentnim preparatom, tabletama karbamazepina sa trenutnim oslobadanjem

kod koga je vrednost tp,y 7,2 h.

178



Doktorska disertacija Eksperimentalni deo — faza 4.

11. Formulacija i karakterizacija ¢vrstih samo-
dispergujudih sistema sa karbamazepinom izradenih
metodom brzog hladenja otopljenog materijala i
granulacijom topljenjem (Faza 4.)

U cetvrtoj fazi eksperimentalnog rada izvrSena je formulacija i karakterizacija ¢vrstih
surfaktantnih sistema i tableta karbamazepina sa trenutnim oslobadanjem (Slika 11.1.).
Cvrsti surfaktantni sistemi su izradeni metodom brzog hladenja otopljenog materijala, a
tablete komprimovanjem granulata izradenog metodom granulacije topljenjem, uz
koriS¢enje lipidnih ekscipijenasa. Cilj ove faze rada bio je da se ispita moguénost
primene dva nova postupka za dobijanje cvrstih samo-dispergujucih sistema sa
karbamazepinom, kao i da se ispita mogucénost primene tehnika eksperimentalnog

dizajna u formulaciji ¢vrstih samo-dispergujuéih sistema sa karbamazepinom.
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Surfaktantni sistemi 2
Faza 4.1. Formulacija tableta”
Faza 42

1Ll 1L

Dvokomponentne i trokomponentne smese Frakcion faktoski eksperimentalni dizajn (2%
Dvokomponentne 1 frokomponentne smese
+Poloksamer 338 / karbamazepin (80/20), Ispitivanje brzine rastvaranja karbamazepina Ulazni parametri ) Izlazni parametri
s+ Poloksamer 338 / karbamazepin / Neusilin® UFL2 E— TGA Vrsta vezivnog sredstva (Labrafil® 2130CS" i Gelucire®44/14*) % oslobodenog karbamazepina nakon

(40/} 0/50); Udeo vezivnog sredstva (20% i 30%) (12 23‘)30 43, 60, 120 minuta
QBrglg 35 /karbamazepm (SO/ZO.);_ @ DSC Udeo karbamazepina (20% i 30%) l:> e
+Brij" 35 / karbamazepin / Neusilin” UFL2 (40/10/50). . .

Udeo krospovidona NP (2% i 5%)

Vrste sredstva za dopunjavanje (Neusilin® UFL2 i MCC?)
Sila kompresije (7kN i 8kN)

Frakcion faktoski eksperimentalni dizajn (2°7)
Ulazni parametri Izlazni parametri 1T
Vrsta poloksamera (Poloxamer 237 ili Poloxamer 338) % oslobodenog karbamazepina nakon Centralni kompozitni eksperimentalni dizajn
Koncentracija Brij*35" (10% i 20%) (‘8 2\‘})30 » 45, 60, 120 minuta Ulazni parametri Izlazni parametri
.. . . 17 %6, Udeo vezivnog sredstva (10% - 20%) % oslobodenog karbamazepina nakon
Koncentracija karbamazepina (10% 1 20%) " [ — .
! . P o - o Udeo Cremophor® —a RHA0 (10% - 20%) 10,20, 30, 45, 60, 120 minuta
Vrsta adsorpcionog nosaca (Neusilin® UFL2 i dija- Ispitivanje brzine] (Yi-Ye)
tomiti) restvaranja
Ll
D Optimalna formulacija
DSC
Tri formulacije PXRD
10, 15, 20% karbamzepina ! Optimalna formulacija FTIR
| — DSC. TGA. FT-IR, PXRD Ramanska spektroskopija (stabilnost)

Slika 11.1. Plan eksperimenata cetvrte faze.

" Polioksietilen(23)-lauriletar; ’Komprimovanjem granulata izradenog metodom topljenja; * Lauroil makrogol-6 glicerid;

*Lauroil makrogol-32 glicerid; *Mikrokristalna celuloza
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11.1. Formulacija i karakterizacija évrstih surfaktantnih sistema
sa karbamazepinom (Faza 4.1.)

Cvrsti surfaktantni sistemi sa karbamazepinom izradeni su metodom brzog hladenja
otopljene mase. U prvom delu ove faze izradene su smesSe surfaktanta/kosurfaktanta sa
karbamazepinom, sa i bez dodatka adsorpcionih nosaca, kako bi se procenio uticaj
pojedina¢nih komponenti na brzinu oslobadanja i polimorfni oblik karbamazepina.
Nakon toga je primenom frakcionog faktorskog eksperimentalnog dizajna izvrSena
procena uticaja veceg broja formulacionih parametara na brzinu oslobadanja
karbamazepina iz Cvrstih surfaktantnih sistema. U zavrSnom delu ove faze variran je
udeo karbamazepina u formulaciji, kako bi se dobio ¢vrst surfaktantni sistem sa visokim

udelom lekovite supstance.
11.1.1.Materijal i metode

U ovoj fazi su kao surfaktanti koriS¢eni Poloksamer 237 (Kolliphor™ P237, BASF
ChemTrade GmbH, Nemacka) i Poloksamer 338 (Kolliphor ™ P338, BASF ChemTrade
GmbH, Nemacka). Kao kosurfaktant koris¢en je polioksietilen(23)-lauriletar (Brij® 35,

Sigma-Aldrich, Nemacka). Neusilin® UFL2 i dijatomiti su koris¢eni kao adsorbensi.
11.1.1.1. Izrada ¢vrstih surfaktantnih sistema

Sve formulacije izradene su otapanjem surfaktanta i kosurfaktanta na 60 °C. Nakon
toga, u rastopljenu masu je dodat karbamazepin, uz snazno meSanje do dobijanja
homogene disperzije. Brzim hladenjem na ledenom kupatilu, uz energi¢no mesSanje,
doSlo je do ocvrS¢avanja smeSe. Nakon toga je izvrSeno usitnjavanje, a zatim i
prosejavanje svih izradenih smeSa kroz sito veli¢ine promera 300 um. Prosejane smese
su mesane sa adsorpcionim nosagem (dijatomiti ili Neusilin® UFL2) i dobijeni su uzorci

za ispitivanje.
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Eksperimentalni plan
Eksperimentalni deo ove faze se moZze podeliti na dva dela.

U prvom setu eksperimenata ispitivani su pojedinacni uticaji ekscipijenasa na brzinu

rastvaranja karbamazepina.
Pripremljene su sledec¢e dvokomponentne i trokomponentne smese:

» Poloksamer 338 / karbamazepin (80:20);

» Poloksamer 338 / karbamazepin / Neusilin® UFL2 (40:10:50);
> Brij® 35 / karbamazepin (80:20);

> Brij” 35 / karbamazepin / Neusilin® UFL2 (40:10:50).

U drugom delu ove faze ispitivan je uticaj faktora formulacije na brzinu oslobadanja
karbamazepina iz C¢vrstih surfaktantnih sistema, primenom frakcionog faktorskog
eksperimentalnog dizajna (25'2). Ulazni parametri i nivoi na kojima su varirani prikazani
su u tabeli 11.1. Eksperimentalni plan dat je u tabeli 11.2. Prvo je, prema
eksperimentalnom planu, izradena smeSa karbamazepina, Brij® 35 i poloksamera
(surfaktantni sistem) u odgovaraju¢em odnosu, tako da zbir njihovih udela ¢ini 100%.
Vrednosti udela karbamazepina, Brij® 35 i poloksamera naznadeni su u tabeli 11.1.
Adsorpcioni nosa¢ je dodat u ovu smesu u kasnijoj fazi. Pripremljeni odnos surfaktantni

sistem/adsorpcioni nosac je variran na dva nivoa: 2:11 1:2 (Tabela 11.1.).

Tabela 11.1. Varirani parametri u drugom setu eksperimenata i nivoi na kojima su
varirani

Parametar " o o
Gl Oznaka promenljive Donji nivo (-1) Gornji nivo (+1)
Vrsta poloksamera X POIO%;;?;; 237 Pololg;gr;g)r 338
Koncentracija Brij“35
%) X5 10 20
Koncentracija
karbamazepina (%) X3 10 el
Vista adsorgmonog X4 Neusilin® UFL2 Dijatomiti
nosaca
Udeo nosaca (%) X 33,33 66,67
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Tabela 11.2. Sema drugog seta eksperimenata prema frakcionom faktorskom
eksperimentalnom dizajnu (2°)

Ulazni parametri

Formulacija X; X5 X; Xy X;
F17 +1 -1 -1 -1 -1
F18 -1 +1 +1 -1 -1
F19 -1 +1 -1 -1 +1
F20 +1 +1 +1 +1 +1
F21 -1 -1 -1 +1 +1
F22 +1 +1 -1 +1 -1
F23 -1 -1 +1 +1 -1
F24 +1 -1 +1 -1 +1

Kao izlazni parametar pracen je procenat oslobodenog karbamazepina nakon 10, 20, 30,
45, 60 1 120 minuta (Y-Ys). Izracunati su uticaji ispitivanih ulaznih parametara na
izlazne parametre (tj. faktorski efekti), u skladu sa 2°2 frakcionim faktorskim
eksperimentalnim dizajnom. Svaki odgovor je proporcionalan linearnoj kombinaciji
variranih parametara, §to se moze predstaviti jednacinom 11.1.

Y = o+ iXi + faXo + 3 X5+ fuXs + fsXs + ¢, (11.1.)
gde je:

Y — posmatrani odgovor sistema;

X1-Xs — varirani parametri;

Po — srednji efekat;

B1-Ps — pojedinacni uticaji ulaznih parametara na izlazne parametre (faktorski efekti);

& — eksperimentalna greska.

Koeficijenti B;-Bs pokazuju uticaj svakog od parametara. Vrednosti koeficijenata

o . . n . ®
izraCunavane su regresionom analizom, koris¢enjem softvera Design Expert .

Nakon analize faktorskih efekata odabran je surfaktantni sistem iz koga je postignuta
najvea brzina rastvaranja karbamazepina. U odabranoj formulaciji variran je udeo
karbamazepina na tri nivoa: 10%, 20% 1 30%. Nakon ispitivanja brzine rastvaranja
karbamazepina iz ove tri formulacije, odabrana je optimalna formulacija, koja je imala

najvecu brzinu rastvaranja karbamazepina. Profil brzine rastvaranja karbamazepina iz

183



Doktorska disertacija Eksperimentalni deo — faza 4.1.

optimalne formulacije je poreden sa profilom brzine rastvaranja praska karbamazepina i

karbamazepina iz komercijalnih tableta sa trenutnim oslobadanjem.

11.1.1.2. Karakterizacija izradenih surfaktantnih sistema sa
karbamazepinom

Ispitivanje brzine rastvaranja karbamazepina iz izradenih surfaktantnih sistema
Ispitivanje brzine rastvaranja karbamazepina iz izradenih surfaktantnih sistema je
izvedeno na nacin opisan u poglavlju 9.1.1.2. uz uzorkovanje nakon 10, 20, 30, 45, 60 i

120 minuta.
Karakterizacija ¢vrstih surfaktantnih sistema sa karbamazepinom

Radi utvrdivanja uticaja pojedina¢nih ekscipijenasa na polimorfni oblik karbamazepina

odabrani su slede¢i uzorci, za karakterizaciju primenom DSC i TGA analize:
Poloksamer 338/karbamazepin (80:20); Poloksamer 338/ karbamazepin/Neusilin®

UFL2 (40:10:50); Brij® 35/karbamazepin (80:20); Brij® 35/karbamazepin/Neusilin®
UFL2 (40:10:50). Optimalna formulacija je okarakterisana primenom DSC, TGA, FT-
IR i PXRD analize. Radi pracenja stabilnosti optimalna formulacija je cuvana 2 meseca
na temperaturi od 25 °C 1 vlaZnosti vazduha 40%, nakon Cega je ponovo izvrSena

karakterizacija primenom pomenutih tehnika.
DSC, TGA 1 FT-IR analiza su izvedene na nacin opisan u poglavlju 9.2.1.2.

PXRD analiza je izvrSena na Ital Structure APD2000 X-ray difraktometru sa Bragg—
Brentano geometrijom sa bakarnom anodom (4 =1.5418 A, u rasponu ugla 26 od 4° to
45°), na sobnoj temperaturi. Uzorci, po potrebi prethodno usitnjeni, stavljani su na

kvarcnu plocu sa aluminijumskim drzacem.
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11.1.2. Rezultati i diskusija

11.1.2.1. Procena uticaja faktora formualacije na brzinu rastvaranja
karbamazepina iz ¢vrstih surfaktantnih sistema

Profili brzine rastvaranja karbamazepina iz dvokomponentnih i trokomponentnih smesa
iz prvog seta eksperimenata dati su na slikama 11.2. i 11.3., a procenti oslobodenog
karbamazepina prikazani su u tabeli 11.3.

Tabela 11.3. Procenat rastvorenog karbamazepina iz dvokomponentnih i
trokomponentnih smesa

Procenat oslobodenog karbamazepina u razli¢itim vremenskim
Oznaka formulacije intervalima (min)

KBZ+ Brij® 35 277 36,67 3814 3945 4629 4802 50,65
..® eqe ®
KBZ+ Brij = 35+ Neusilin® 3354 4401 4576 4734 5554 5723 59,12
UFL2
KBZ+ P338 63,69 7326 7521 7729 8233 8566 83,94
KBZ+ P338+ Neusilin 69.15 8845 91,14 9282 9651 9439  93.6
UFL2
100 +
E‘ 80 + —TKBZ
g
S 60 -
=z ———KBZ+Brij35
=
= 40 +
g
E ==K BZ+Brij35+Neusilin
= 20 + UFL2
[~
a1
0 f f f f f !
0 20 40 60 80 100 120

Vreme (min)

Slika 11.2. Profili brzine rastvaranja praska karbamazepina i karbamazepina iz smesa sa
Brij” 35 sa i bez dodatka Neusilin®-a UFL2.
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Slika 11.3. Profili brzine rastvaranja praska karbamazepina i karbamazepina iz smesa sa
Poloksamerom 338 (P338) sa i bez dodatka Neusilin®-a UFL2.

Poredenjem profila brzine rastvaranja karbamazepina iz izradenih dvokomponentnih i
trokomponentnih smesa sa profilom brzine rastvaranja praska karbamazepina utvrdeno
je da obe pomocne materije (Brij® 35 i Poloksamer 338), kao i dodatak adsorpcionog
nosaca, povecavaju brzinu rastvaranja karbamazepina. Izracunati su faktori razlike i
faktori sli¢nosti za profile brzine rastvaranja karbamazepina iz svih izradenih smesa u

odnosu na profil brzine rastvaranja ¢istog karbamazepina i prikazani u tabeli 11.4.

Tabela 11.4. Poredenje brzine rastvaranja karbamazepina iz dvokomponentnih i
trokomponentnih smeSa sa profilom brzine rastvaranja Cistog karbamazepina - faktori
razlike (f1) 1 faktori sli¢nosti (f2)

Karbamazepin +Brij® 35

Karbamazepin +Brij® 35+ Neusilin® UFL2 23,14 36,41
Karbamazepin +Poloksamer 338 51,41 9,15
Karbamazepin + Poloksamer 338+ Neusilin® UFL2 57,98 3,38
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Na osnovu dobijenih faktora razlike i sli¢nosti (Tabela 11.4.) moze se zakljuciti da se
®
brzina oslobadanja karbamazepina zna¢ajno poveéava dodatkom Brij® 35 sa Neusilin -

om UFL2 i dodatkom Poloksamera 338 (sa ili bez Neusilin®-a UFL2).

Povecanje brzine rastvaranja karbamazepina dodatkom surfaktanta poloksamera 338 je
ocekivano, zbog njegovih solubilizacionih osobina i1 visoke HLB vrednosti — 27
(Elektronska baza podataka vi). Adsorpcioni nosa& (Neusilin® UL2) zbog svoje velike
specificne povrSine dovodi do boljeg kvaSenja supstance i veceg kontakta sa
medijumom za rastvaranje, $to takode povecava brzinu rastvaranja supstance (Ito i sar.,
2005). Vedi uticaj na brzinu rastvaranja karbamazepina ima dodatak poloksamera 338 u
odnosu na dodatak Brij® 35, §to je i o&ekivano, usled razlike u HLB vrednostima

(HLBp335=27, HLBgiije35=16,9) (Elektronska baza podataka vi).

U drugom setu eksperimenata poloksamer (Poloksamer 237 ili Poloksamer 338) je
kori¢en kao surfaktant, u kombinaciji sa Brij® 35, kao kosurfaktantom, iz razloga
medusobnog sinergizma dva surfaktanta. Rezultat sinergizma je smanjenje kriti¢ne
micelarne koncentracije smeSe u odnosu na pojedinacne komponente Sto ima za
posledicu da smesSa poseduje veci kapacitet solubilizacije lekovite supstance (Clausse 1

sar., 1983).

Profili brzine rastvaranja karbamazepina iz osam razliCitth formulacija C¢vrstih
surfaktantnih sistema (F17-F24) prikazani su na slici 11.4. Uocava se da postoji
znaajno povecanje brzine oslobadanja karbamazepina iz izradenih surfaktantnih
sistema, u odnosu na cist karbamazepin, kao i da postoji razlika izmedu samih

formulacija.
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Slika 11.4. Profili brzine rastvaranja karbamazepina iz ¢vrstih surfaktantnih sistema
(izradenih prema frakcionom faktorskom eksperimentalnom dizajnu) i ¢istog
karbamazepina.

Kao izlazni parametri, posmatrani su procenti oslobodenog karbamazepina iz
formulacija nakon 10, 20, 30, 45, 60 i 120 minuta (Y-Y¢). Dobijeni rezultati prikazani
suu tabeli 11.5.
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Tabela 11.5. Procenat oslobodenog karbamazepina iz ¢vrstih surfaktantnih sistema u odgovaraju¢im vremenskim intervalima

Izlazni parametri

Formulacija Y, Y, Y, Y, Y. 5 ;«;BZ
% KBZ nakon 10min % KBZ nakon 20min % KBZ nakon 30min % KBZ nakon 45min % KBZ nakon 60min nakon 120min

F17 88,61 92,84 95,66 96,32 97,45 98,21
F18 63,31 73,48 79,22 81,67 84,63 90,74
F19 77,53 85,01 87,96 88,68 89,23 94,34
F20 54,03 58,63 63,22 65,59 69,01 76,14
F21 61,72 70,52 72,49 75,21 76,58 80,58
F22 78,51 80,57 82,91 84,21 86,36 89,65
F23 73,64 75,50 74,88 76,41 79,13 81,46
F24 63,80 74,97 80,73 83,95 85,94 90,32
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Vrednosti faktorskih efekata prema frakcionom faktorskom eksperimentalnom dizajnu

(272), prikazani su u tabeli 11.6. Apsolutna vrednost koeficijenta upuéuje na veliginu

uticaja koji taj parametar ima na brzinu oslobadanja karbamazepina. Predznak ispred

koeficijenta pokazuje da 1i je taj uticaj pozitivan ili negativan, odnosno da li se

promenom vrednosti parametra sa nizeg na visi nivo brzina oslobadanja karbamazepina

povecava (pozitivan uticaj) ili smanjuje (negativan uticaj).

Tabela 11.6. Vrednosti koeficijenata (veliCina uticaja parametara) za svaki posmatrani

odgovor
Ulazni parametri R Izlazni parametri
efekti
vrsta poloksamera (X;) B +1,09 40,31 +1 1,01 +1,15 0,9
udeo Brij“35  (X,) B -1,8 -2,02 -1,31 -1,47 -1,23 0,037
udeo KBZ (X3) B3 -6,45 -5,8 -5,12 -4,6 -3,86  -3,02
vrsta nosaca (X4) Ba -3,17 -5,13 -6,26 -6,15 -5,77 -5,72
udeo nosaca  (Xs) Bs -5,87 4,16  -3,53 3,15 -3,55 -2,33
Brijié‘;esr*iﬂ;gg;“(‘)lgix3) B3 323 257 -199  -181  -1,62  -126
interakcija udela
Brij"”35 i nosaca Bas +3,31 +1,55 +0,8  +0,24 +0,16 -0,14
(X2*X5)
srednji efekat Bo +70,14 +76,44 +79,63 +81,51 +83,54 +87,68

Y1, Y Y3, Yu4, Ys, Yg @ procenti oslobodenog karbamazepina nakon 10, 20, 30, 45, 60 i 120 minuta,

redom.
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Do tridesetog minuta, najvec¢i uticaj na brzinu rastvaranja karbamazepina iz Cvrstih
surfaktantnih sistema ima udeo karbamazepina (X3). Uticaj ovog parametra je
negativan, s obzirom na to da je karbamazepin tesko rastvorljiva supstanca. Promenom
udela karbamazepina od 10% na 20%, procenat oslobodenog karbamazepina iz

izradenih Cvrstih surfaktantnih sistema se smanjuje.

Od tridesetog minuta, najveci uticaj na brzinu rastvaranja karbamazepina iz ¢vrstih
surfaktantnih sistema ima vrsta nosaca (X4). Moze se pretpostaviti da se u pocetku
karbamazepin oslobada sa povrSine oba nosaca. Usled vece specificne povrSine
Neusilin® UFL2 (300 m*/g) u odnosu na dijatomite (30,9 m?/g), brze oslobadanje
karbamazepina postize se primenom Neusilin® UFL2 (Sinn i sar., 2011; Agarwal 1 sar.,
2009; Krupa i sar., 2010). Znacajnost ovog faktora raste sa vremenom. Nakon 30
minuta, karbamazepin se verovatno iz sistema sa Neusilin® UFL2 oslobada sa povrsine
usled lakSeg kvasenja, a iz sistema sa dijatomitima verovatno dolazi do oslobadanja
karbamazepina iz unutrasnjosti sistema, slicno rezultatima koje su u svom istrazivanju
sa ovim adsorbensima dobili Leuner i Dressman (2000). Zbog specificne strukture
dijatomita (Sinn 1 sar., 2011) verovatno dolazi do odlaganja oslobadanja karbamazepina,
jer dijatomiti adsorbuju supstancu u svojoj unutrasnjosti, odakle se postepeno

oslobadaju.

Veliki udeo nosaca (Xs) ima negativan uticaj na brzinu rastvaranja karbamazepina iz
¢vrstih surfaktantnih sistema. Veca brzina oslobadanja se postiZze kada je udeo nosaca
na niZem nivou (33,33%). Prema radu Agarwal i sar. (2009), adsorbens magnezijum—
aluminometasilikat, velike specifi¢ne aktivne povriine (300 m®/g) i male veliGine
Cestica (2—8 um), poseduje pore u koje adsorbovani sadrzaj moze da ude posredstvom
kapilarnih sila u kojima je eventualna kristalizacija supstance onemogucena. Smanjena
brzina rastvaranja nakon adsorpcije je posledica precipitacije lekovite supstance na
povrsini adsorbensa i ,,zarobljavanja" leka u nosacu. Ovo je narocito izrazeno nakon 10
1 20 minuta, kada je procenat oslobodene supstance mali usled male dostupnosti

karbamazepina medijumu.

Vrsta poloksamera (X;) ima vrlo mali uticaj na brzinu oslobadanja karbamazepina iz
¢vrstih surfaktantnih sistema. Surfaktantni sistemi izradeni sa P338 (HLB 27) su

pokazali neSto vecu brzinu rastvaranja karbamazepina u odnosu na sisteme izradene sa
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P237 (HLB 24), s obzirom na ve¢u HLB vrednost ( Elektronska baza podataka vi).
Takode, P338 ima manju kritinu micelarnu koncentraciju od P237 (2,2x10™ mol/l,
9,1)(10'5 mol/l), Sto znaci da ima jacu solubilizacionu mo¢ (Batrakova 1 sar., 1999;

Kabanov i sar., 1995).

Udeo Brij® 35 (X») ima mali uticaj na brzinu oslobadanja karbamazepina iz &vrstih
surfaktantnih sistema. Formulacija sa veéim udelom Brij® 35 ima manji udeo
poloksamera. U prvom setu eksperimenata je pokazano da dodatak poloksamera ima
znacajniji uticaj na povecanje brzine oslobadanja karbamazepina. Zbog toga veci udeo
Brij® 35 ima negativan uticaj na brzinu oslobadanja karbamazepina iz izradenih

formulacija.

Postoji zna¢ajna interakcija izmedu udela karbamazepina i udela Brij® 35 (Slika 11.5.).
Kada je udeo karbamazepina na viSem nivou, Sto i1 jeste cilj kod formulacija sa
visokodoziranim supstancama, vec¢i procenat oslobodene supstance se dobija sa udelom

Brij® 35 na nizem nivou.

Interakcija Interakcija

a) b)90 .

90 — C:KBZ E: Udeo nosaca

80 _ 80
< - =
.E" .Er
g E
S 0 A A S M
= — a - ——
£ T 2 e
< T—— E
“ 60 = <60

0 — 50

T T T T T T T T T T
-1.00 -0.50 0.00 050 b -1.00 050 0.00 0.50 1.00
B:Brij 35 B:Brij 35

Slika 11.5. Znacajna interakcija izmedu udela Brij“-a 35 i: a) udela karbamazepina; b)
udela adsorpcionog nosaca.

Analiza je pokazala jo$ jednu znagajnu interakciju, i to izmedu udela Brij“-a 35 i udela
adsorpcionog nosaca (Slika 11.5.). Kada je udeo nosaca na nizem nivou, promena udela
Brij“-a 35 sa 10% na 20% bi smanjila procenat oslobadanja supstance. Iz prethodne
interakcije se zakljuGuje da se veca brzina oslobadanja postize sa 10% Brij®-a 35 u
formulaciji. U tom slucaju, veca brzina oslobadanja supstance dobija se kada je udeo
nosaca na nizem nivou, odnosno 33,33%.

192



Doktorska disertacija Eksperimentalni deo — faza 4.1.

Na osnovu analize dobijenih rezultata odreden je sastav formulacije koja ¢e se koristiti
za nastavak istraZivanja. U sastav ove formulacije ulaze: Poloksamer 338, 10% Brij® 35
i Neusilin® UFL2 kao nosa¢, sa udelom 33,33%. Nastavljeno je ispitivanje uticaja udela
karbamazepina sa klju¢nim ciljem da se formuliSe surfaktantni sistem sa $to vecim
udelom karbamazepina, koja ¢e dati optimalne rezultate brzine oslobadanja
karbamazepina. U daljem istrazivanju udeo karbamazepina je variran na tri nivoa: 10%,
15% 1 20%. Najbrze oslobadanja karbamazepina je postignuto iz surfaktantnog sistema
sa 15% ove lekovite supstance (Slika 11.6.). Ova formulacija je odabrana kao
optimalna. Profil brzine rastvaranja karbamazepina iz optimalne formulacije je
uporeden sa profilom brzine rastvaranja karbamazepina iz komercijalnih tableta
karbamazepina sa trenutnim oslobadanjem 1 cistog karbamazepina (Slika 11.6.).
Dobijene vrednosti faktora razlike i sli¢nosti (f;=67,85, £,=6,16, ;=65,43, £,=6,94)
pokazuju da je formulacijom surfaktantnog sistema sa 15% karbamazepina postignuto
znacajno povecanje brzine rastvaranja lekovite supstance u odnosu na praSak

karbamazepin i komercijalne tablete karbamazepina sa trenutnim oslobadanjem.

100 —+

Fzal0%
Fzali%e

—F=al0%

Karbamazepin

Tablete

Rastvoreni karbamazepin (%)

0] 20 40 60 80 100 120

Vreme {min)

Slika 11.6. Profili brzine rastvaranja karbamazepina iz formulacija surfaktantnih sistema
sa 10%, 15% 120% karbamazepina, praSka karbamazepina 1 tableta karbamazepina sa
trenutnim oslobadanjem.
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11.1.2.2. Karakterizacija optimalne formulacije ¢vrstog surfaktantnog
sistema sa karbamazepinom

Termogravimetrijska analiza (TGA)

Rezultati TGA analize prikazani su na slikama 11.7. 1 11.8. Gubitak mase za
dvokomponentne 1 trokomponentne smese, pripremljene u prvom delu eksperimenata, u
temperaturnom opsegu od 100 °C do 200 °C, prikazan je u tabeli 11.7. Nesto veci
gubitak mase zabeleZen je kod uzoraka u kojima je koriiéen Brij® 35. Medutim,
znacajan gubitak mase u svim uzorcima je registrovan u temperaturnom opsegu od 200
°C do 250 °C, sto je u korelaciji sa rezultatima dobijenim za Cist karbamazepin (Slika
11.7.). Rezultati TGA analize ukazuju da su ispitivane smese relativno stabilne tokom
zagrevanja 1 da kombinacijom ekscipijenasa nije doslo do interakcije koja bi ugrozila

stabilnost formulacije.

Tabela 11.7. Gubitak mase pri TGA analizi dvokomponentnih i trokomponentnih
smesa, u opsegu temperatura od 100 °C do 200 °C

Ispitivana smesa Gubitak mase ()

100 °C< T< 200 °C
Karbamazepin +Brij" 35 7,31
Karbamazepin +Brij” 35+ Neusilin® UFL2 4,34
Karbamazepin +P338 0,19
Karbamazepin +P338+ Neusilin® UFL2 4,31
Optimalna formulacija 4,32
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Slika 11.7. TGA krive gubitka mase karbamazepina, Neusilin®-a UFL2 i optimalne

Gubitak mase (%)

formulacije, u temperaturnom opsegu od 30 do 320 °C.
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Slika 11.8. TGA krive gubitka mase dvokomponentnih i trokomponentnih smesa u

temperaturnom opsegu od 30 do 320 °C.
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Diferencijalna skenirajuc¢a kalorimetrija (DSC)

Na DSC krivama ispitivanih uzoraka i Cistog karbamazepina uocava se endotermni pik
na oko 60 °C (Slika 11.9.). Imaju¢i u vidu veoma Sirok spektar temperature u kojem je
uredaj kalibrisan (60 - 800 °C), ovaj pik bi mogao poticati od merne nesigurnosti,
odnosno nepreciznosti instrumenta. U uzorcima koji sadrze Poloksamer, ovaj pik je bio
nesto $iri jer predstavlja preklopljena 2 pika: pik koji poti¢e od otapanja Poloksamera i
pik koji potice od merne nesigurnosti samog instrumenta (Marsac i sar., 2009). Na DSC
krivama ispitivanih smeSa nema karakteristi¢nih pikova topljenja polimorfnog oblika III
karbamazepina u temperaturnom opsegu od 150 do 175,8 °C (Grzesiak i sar., 2003; Yu i
sar., 2000). Pored toga, nisu registrovani ni drugi pikovi karakteristi¢ni za topljenje neke
druge kristalne polimorfne forme karbamazepina. Na osnovu toga moze se pretpostaviti
da je doslo prelaska karbamazepina iz kristalnog polimorfnog oblik III u amorfni oblik.
Razlog ove promene moze biti primena pojedinih surfaktanata (Poloksamer 338 1 Brij®
35, sa ili bez dodatka Neusilin® UFL2), ili sam postupak izrade. Iako je DSC uobi¢ajeno
koriS¢ena tehnika za odredivanje polimorfnog oblika kristalne lekovite supstance i
odsustvo endotermnih pikova topljenja moze da nagovesti formiranje amorfne faze
(Leuner i Dressman, 2000), treba voditi ratuna u tumacenju rezultata DSC analize,
narocito kada formulacije sadrze Poloksamer. Budu¢i da se Poloksameri tope na znatno
nizim temperaturama od samog karbamazepina, postoji mogucénost da se kristalni
karbamazepin postepeno rastvara u istopljenom polimernom surfaktantu tokom samog
izvodenja DSC analize. Kad se dostigne temperatura koja odgovara tacki topljenja
karbamazepina, moze se desiti da karakteristicni endotermni pikovi topljenja izostanu
zbog nedovoljne koli¢ine nerastvorenog karbamazepina (Yang i sar., 2010). Iz tog
razloga je dalja karakterizacija optimalne formulacije izvrSena PXRD i FT-IR analizom,
da bi se potvrdila ili opovrgla pretpostavka dobijena DSC analizom da je karbamazepin

u optimalnoj formulaciji presao iz polimorfnog oblika III u amorfni oblik.
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Slika 11.9. DSC krive dvokomponentnih i trokomponentnih smesa, ¢istog
karbamazepina i optimalne formulacije ¢vrstog surfaktantnog sistema.

Infracrvena spektrofotometrija sa Furijeovom transformacijom (FT-IR)

FT-IR spektar optimalne formulacija dat je na slici 11.10. Na FT-IR spektru optimalne
formulacije uocavaju se deformacije karakteristicnih traka za polimorfni oblik III
karbamazepina na 1605 cm™ i 1593 cm™ (-C = O vibracija i -NH deformacija) (Slika
11.10.). Ove deformacije na FT-IR spektru optimalne formulacije mogu sugerisati da
dolazi do stvaranja vodonic¢nih veza izmedu karbonilne grupe karbamazepina i silanolne
grupe adsorbensa, koje ucestvuju u prevodenju karbamazepina u amorfno stanje. Do
sada su u literaturi opisani sli¢ni fenomeni prelaska lekovite supstance iz kristalnog u
amorfni oblik, usled stvaranja vodoni¢nih veza izmedu lekovite supstance i1 poroznog
magnezijum-aluminometasilikata (PlaninSek 1 sar., 2011; Bahl i Bogner, 2008; Gupta i
sar., 2003). Iz rezultata FT-IR analize se moZe potvrditi pretpostavka dobijena DSC
analizom da je karbamazepin u optimalnoj formulaciji prisutan u amorfnom stanju,

verovatno kao posledica stvaranja vodoni¢nih veza izmedu karbamazepina i1 adsorbensa.
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Slika 11.10. FT-IR spektar optimalne formulacije ¢vrstog surfaktantnog sistema.

Difrakcija X-zraka na uzorcima u prahu (PXRD)

Na slici 11.11. prikazani su difraktogrami Ccistog karbamazepina 1 optimalne
formulacije. Karakteristi¢ni difrakcioni pikovi za polimorfni oblik III karbamazepina se
ne mogu uociti na difraktogramu optimalne formulacije (Grzesiak 1 sar., 2003;
Rustichelli 1 sar., 2000), §to potvrduje rezultate dobijene DSC 1 FT-IR analizom da je
karbamazepin presao iz polimorfnog oblika III u amorfni oblik. Dva Siroka pika (za
uglove 20 19 i1 23 °) koja se pojavljuju na difraktogramu optimalne formulacije, poti¢u

od Poloksamer-a 338 (Ali i sar., 2010) .
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Cist karbamazepin
optimalna formulacija

Intenzitet (arb. jed.)
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Slika 11.11. PXRD difraktogram cistog karbamazepina i optimalne formulacije ¢vrstog
surfaktantnog sistema.

DSC, TGA, FT-IR i PXRD analizom optimalne formulacije, koja je c¢uvana pod
ambijentalnim uslovima tri meseca, nisu uocene znacajne promene u formulaciji.

Karbamazepin je ostao u amorfnom stanju te je stabilnost formulacije je potvrdena.
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11.2. Formulacija i karakterizacija tableta karbamazepina
dobijenih komprimovanjem cvrstog samo-dispergujudeg sistema
izradenog postupkom granulacije topljenjem (Faza 4.2.)

U poslednjem delu istrazivanja izvrSena je formulacija i1 karakterizacija tableta
karbamazepina sa trenutnim oslobadanjem. Tablete su dobijene komprimovanjem
granulata izradenog metodom topljenja. Cilj ove faze je bio da se ispita mogucénost
primene metode granulacije topljenjem u formulaciji Cvrstih samo-dispergujucih
sistema, koriS¢enjem pogodnih lipidnih ekscipijenasa, a sve sa ciljem da se formuliSu
tablete karbamazepina sa trenutnim oslobadanjem. Cilj ove faze je bio i da se ispita
moguénost primene tehnika eksperimentalnog dizajna (frakcionog faktorskog
eksperimentalnog dizajna i centralnog kompozitnog eksperimentalnog dizajna) u

formulaciji ¢vrstih samo-dispergujucih sistema.
11.2.1. Materijal i metode

Kao sredstva za dopunjavanje u tabletama koris¢eni su Neusilin® UFL2 (Fuji Chemical
Industry Co., Japan) 1 mikrokristalna celuloza (Vivapur® Type 101, Ph. Eur. 8.0).
Lauroil makrogol-32 glicerid (Gelucire® 44/14, Gattefose, Francuska) i lauroil
makrogol-6 glicerid (Labrafil® 2130CS, Gattefose, Francuska) kori$¢eni su kao vezivna
sredstva 1 komponente samo-emulgujuceg sistema, makrogol-glicerolhidroksistearat
(Cremophor® RH 40, BASF, Nemacka) kao nejonski surfaktant. UmreZeni povidon
(krospovidon NP) (Ph. Eur. 8.0) je koriS¢en kao superdezintegrator u tabletama, a

magnezijum-stearat (Ph. Eur. 8.0) je koriS¢en kao lubrikans.

11.2.1.1. Formulacija tableta karbamazepina primenom frakcionog
faktorskog eksperimentalnog dizajna

U prvoj fazi eksperimenta sve formulacije su izradene meSanjem karbamazepina,
krospovidona NP i sredstva za dopunjavanje (Neusilin® UFL2 ili mikrokristalna
celuloza), a zatim je dodavano vezivno sredstvo, prethodno otopljeno na 50 °C
(Gelucire® 44/14 ili Labrafil® 2130CS). Pre tabletiranja, svakom granulatu je ispitana
proto¢nost odredivanjem Hausnerovog odnosa i Carrovog indeksa. Nakon toga je u

granulat dodato 0,5% magnezijum-stearata koji ima ulogu lubrikansa. Tablete su
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izradivane na ekscenter tablet masini (Eko Korsch, Nemacka), pri ¢emu je masa tableta
bila stalna i iznosila 500 mg, a koli¢ina karbamazepina bila je 100 ili 150 mg, u

zavisnosti od formulacije.

Primenom frakcionog faktorskog eksperimentalnog dizajna (2°), koris¢enjem softvera
Design Expert, ispitivan je uticaj faktora formulacije, kao 1 procesnih parametara na
brzinu oslobadanja karbamazepina iz tableta. Ulazni parametri su varirani na dva nivoa,

Sto je prikazano u tabeli 11.8.
Eksperimentalni plan (2% faktorski dizajn ) je prikazan u tabeli 11.9.

Kao izlazni parametar pracen je procenat oslobodenog karbamazepina nakon 10, 20, 30,
45, 60 i 120 minuta (Y;-Ys). Uticaj ulaznih na izlazne parametre, pomoéu 2%
faktorskog dizajna je izraCunat na osnovu dobijenih rezultata i linearnog modela

prikazanog u jednacini:
y =Bo + Bi1Xi + BaXa + B3 X3 + PaXg + BsXs + BsXs + & (11.2.)

gde je : y- izlazni parametar, X;-X¢ — ulazni parametri, f; — f¢ — efekti pojedinacnih

ulaznih parametara na izlazne parametre, ¢ — eksperimentalna greska.

Tabela 11.8. Varirani parametri u prvoj fazi eksperimenta

Parametar pgrilrli(;a Donji nivo (-1) Gornji nivo (+1)
Vrsta vezivnog sredstva X, Labrafil® 2130CS Gelucire® 44/14
Udeo vezivnog sredstva (%) X5 20 30
Udeo karbamazepina (%) X3 20 30
Udeo krospovidona NP (%) Xy 2 5
Ve ok Neilume Ml
Sila kompresije (kN) Xs 7 8
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Tabela 11.9. Eksperimentalni plan prema frakcionom faktorskom eksperimentalnom
dizajnu

Ulazni parametri

Formulacija X, X, X3 X4 X X
F-1-1 +1 -1 +1 -1 +1 -1
F-1-2 +1 -1 -1 -1 -1 +1
F-1-3 -1 -1 +1 +1 -1 -1
F-1-4 +1 +1 -1 +1 -1 -1
F-I-5 +1 +1 +1 +1 +1 +1
F-1-6 -1 -1 -1 +1 +1 +1
F-1-7 -1 +1 -1 -1 +1 -1
F-1-8 -1 +1 +1 -1 -1 +1

Ispitivanje proto¢nosti sranulata

Pre tabletiranja odredivana je proto¢nost, nasipna i tapkana gustina i izraCunat

Hausnerov odnos i1 Carr-ov indeks izradenih granulata.

Ispitivanje protocnosti granula vrSeno je metodom propisanom u USP 38 - NF 33.
Izvodi se tako §to se prenosi 50 g uzorka granula u levak aparata za ispitivanje
proto¢nosti (Flowmeter GDT, Erweka, Nemacka), a zatim se meri vreme, potrebno da
ova koli¢ina uzorka prode kroz otvor dijametra 12 mm. Protocnost je iskazana kao
vrednost izracunata iz odnosa mase 1 izmerenog vremena. Rezultati su srednje vrednosti

dobijene iz tri ponovljena merenja.

Nasipna gustina je odredivana pomoc¢u menzure zapremine 50 ml. Uzorak u koli¢ini od
15 g je sipan u menzuru, a nasipna gustina je izracunata na osnovu odnosa mase i
oCitane zapremine. Nakon toga, odredivana je tapkana gustina blagim udaranjem i
tapkanjem menzure o ¢vrstu povrSinu do 100 puta. Tapkana gustina je izraCunata na
osnovu odnosa mase i ocitane zapremine nakon udaranja. Zatim su, pomocu

odgovarajucih formula (USP 38 - NF 33), izracunati:
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Hausnerov odnos = tapkana gustina/nasipna gustina (11.3)

Carr-ov indeks = (tapkana gustina-nasipna gustina)/tapkana gustina (11.4)

Ispitivanje ¢vrstine izradenih tableta

Nakon tabletiranja odredivana je Cvrstina tableta. Ispitivanje je izvedeno na aparatu
Erweka TB24 (Erweka, Nemacka), koji meri silu (N) koja je potrebna da se tableta

polomi. Rezultati su iskazani kao srednje vrednosti 10 ponovljenih merenja.

Ispitivanje brzine rastvaranja

Ispitivanje brzine rastvaranja karbamazepina iz izradenih tableta izvrSeno je na nacin
opisan u poglavlju 9.1.1.2. Na osnovu rezultata dobijenih u prvom setu eksperimenata, u
drugoj fazi su koris¢eni oni nivoi ulaznih parametara, koji su pokazali da dovode do

povecanja brzine oslobadanja karbamazepina.

11.2.1.2. Formulacija tableta karbamazepina sa trenutnim
oslobadanjem primenom centralnog kompozitnog
eksperimentalnog dizajna

U drugom delu ove faze eksperimentalnog rada, sve tablete su izradene meSanjem
karbamazepina, krospovidona NP i sredstva za dopunjavanje, nakon Cega je dodavan
prvo Cremophor”™ RH 40, prethodno otopljen na temperaturi od 30 °C, a zatim odabrano
vezivno sredstvo na temperaturi od 50 °C. Pre tabletiranja svakoj smesi je dodato 0,5%
magnezijum-stearata, kao lubrikansa. Tablete su izradivane na ekscenter tablet masini
(Eko Korsch, Nemacka), pri ¢emu je masa svih tableta bila stalna i iznosila 500 mg, a

sadrzaj karbamazepina 100 mg.

Za formulaciju tableta, eksperimentalni plan je dobijen koriS¢enjem centralnog
kompozitnog eksperimentalnog dizajna, uz primenu softvera Design Expert. Varirani su
udeo vezivnog sredstva (X)) i udeo Cremophor®-a RH 40 (X,). Eksperimentalni plan
druge faze eksperimenata prikazan je u Tabela 11.10., a sastojao se iz 13 formulacija
tableta, od kojih su devet razlicitih formulacija, a Cetiri ponovljene u centralnoj tacki
radi izraCunavanja 1 smanjenja greske u predvidanju. Kao izlazni parametri prac¢eni su

procenti oslobodenog karbamazepina nakon 10, 20, 30, 45, 60 1 120 minuta (Y ;-Ys).
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Brzina rastvaranja karbamazepina iz tableta je ispitana na isti nacin kao u prethodnim

fazama.

Tabela 11.10. Plan drugog seta eksperimenata prema centralnom kompozitnom

eksperimentalnom dizajnu

Varirani parametar

Broj eksperimenta X e
Vezivno sredstvo (%) Cremophor”™ RH40 (%)

F-1I-1 15,00 7,93

F-1I-2 15,00 15,00
F-II-3 10,00 10,00
F-11-4 20,00 10,00
F-II-5 10,00 20,00
F-11-6 20,00 20,00
F-11-7 15,00 22,07
F-II-8 22,07 15,00
F-11-9 7,93 15,00
F-1I-10 15,00 15,00
F-1I-11 15,00 15,00
F-1I-12 15,00 15,00
F-1I-13 15,00 15,00

Nakon dobijanja vrednosti izlaznih parametara izvrSeno je modelovanje uticaja ulaznih
na izlazne parametre primenom softvera Design Expert” pomoéu centralnog
kompozitnog eksperimentalnog dizajna. Predvidanje odgovora za bilo koju vrednost
faktora tj. nezavisnih promenljivih se odvija definisanjem matematickog modela koji
uzima u obzir i potencijalne interakcije izmedu ispitivanih faktora, zasnovan na primeni
metodologije povrSine odgovora. Pri odabiru pogodnog matematickog modela za
ispitivane vremenske intervale, razmatrani su slede¢i parametri: koeficijent
determinacije R?%, interval pouzdanosti (p) 1 lack of fit (eksperimentalna greska).
Vrednosti R? treba da budu pozitivne i §to blize jedinici (0,9-1), p vrednost treba da
bude manja od 0,05 kako bi parametar imao statisticku znacajnost, a eksperimentalna

greska treba da bude Sto manja. Prilikom analize faktorskih efekata uzimaju se u obzir

204



Doktorska disertacija Eksperimentalni deo — faza 4.2.

interakcije ispitivanih faktora, kao i1 kvadratni efekti ispitivanih parametara. Znacajnost
uticaja ispitivanih faktora procenjena je ANOVA testom. Parametri koji nisu pokazivali
statisticku znacajnost primenom ANOVA testa (p>0,05) iskljucivani su, nakon Cega je
dobijen finalni matematicki model koji opisuje zavisnost izlaznih od ulaznih

parametara.

Nakon analize podataka odabrana je optimalna formulacija tableta karbamazepina sa

trenutnim oslobadanjem iz koje je postignuta najveca brzina rastvaranja karbamazepina.

Karakterizacija optimalne formulacije tableta karbamazepina sa trenutnim
oslobadanjem

Optimalna formulacija tableta karbamazepina je okarakterisana primenom DSC, FT-IR,

PXRD analize (na nacin opisan u poglavlju 9.2.1.2.) i Ramanske spektroskopije.

Ramanska spektroskopija

Optimalna formulacija tableta karbamazepina je cuvana pod kontrolisanim uslovima (25
°C, 40% RH) 2 meseca. Ramanski spektri optimalne formulacije su snimljeni u trenutku
izrade, nakon 1 i1 2 meseca ¢uvanja pod kontrolisanim uslovima.

Merenje Ramanskog spektra je izvedeno koriS¢enjem JY T64000 Raman sistema sa
reSetkom 1800/1800/1800 zZljebova/mm u pozadinskom sketeru mikro-Raman
konfiguracije. Kao izvor zradenja kori$éen je laser gasne mesavine Ar /Kr' na 514,5
nm. U cilju smanjenja lokalnog zagrevanja, gustina snage lasera je odrzavana na niskom

nivou.
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11.2.2. Rezultati i diskusija

11.2.2.1. Formulacija tableta karbamazepina sa trenutnim
oslobadanjem primenom frakcionog faktorskog
eksperimentalnog dizajna

Ispitivanje proto¢nosti granulata

Na osnovu vrednosti dobijenih za protocnost granulata (Hausnerov odnos i Carrov
indeks), a prema USP klasifikacijskom sistemu (USP 38 - NF 33) moze se zakljuciti da
su granulati F-I-2 i F-I-8 veoma lose proto¢nosti, F-1-3 i F-I-4 lo$e proto¢nosti, F-I-1, F-
I-6 1 F-I-7 prihvatljive proto¢nosti, a F-I-5 je granulat prose¢ne proto¢nosti (Tabela
11.11.).

Tabela 11.11. Proto¢nost, Hausnerov odnos i Carr-ov indeks granulata; ¢vrstina tableta

Protocnost Hausnerov odnos Carr-ov indeks Sila

(g/s) (%) (N)

F-1-1 2,5 1,33 25 42,1
F-1-2 0,42 1,47 32 108,3
F-1-3 0,43 1,37 27 117
F-1-4 0,46 1,35 26 104,4
F-1-5 3,96 1,21 17 52,7
F-1-6 2,29 1,33 25 17,5
F-1-7 2,77 1,33 25 13,7
F-1-8 0,57 1,5 33 83,4

Formulacije koje pokazuju veoma loSu i loSu proto¢nost (F-I-2, F-1-3, F-1-4 1 F-I-8),
sadrze kao sredstvo za dopunjavanje Neusilin® UFL2. Moguée objasnjenje ovih
rezultata leZi u Cinjenici da je dijametar &estica Neusilin® UFL2 5 pm, njegova
specifiéna povriina je 300-310 m%/g, kao i da je to jako voluminozan prasak (Agarwal i
sar., 2009). Kako proto¢nost granulata zavisi od veliCine Cestica 1 njihovog ,,pakovanja‘“
u prostoru (konsolidovani granulat pokazuje veci otpor proticanju), jasno je da male

estice Neusilin®a UFL2, bolje ,pakovanje“ tih Gestica, izraZenih kohezionih i
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adhezionih sila tokom proticanja, dovodi do loSije protoc¢nosti. Sa druge strane,
prihvatljivu 1 prosecnu protocnost pokazuju formulacije koje kao sredstvo za
dopunjavanje sadrze mikrokristalnu celulozu. Takode, zbog veéeg udela Gelucire®-a
44/14 u granulatu nastaju krupnije granule Sto doprinosi boljoj proto¢nosti. Formulacija

koja ima najbolju proto¢nost je F-I-5, koja je opisana kao prosecna.

Ispitivanje Cvrstine izradenih tableta

Tablete, koje kao sredstvo za dopunjavanje sadrze Neusilin® UFL2, pokazuju znatno
vecu Cvrstinu od tableta sa mikrokristalnom celulozom kao sredstvom za dopunjavanje.
Ovo je o&ekivano, s obzirom da &estice Neusilin®-a UFL2 kao su znagajno manjih
dimenzija, sfericne, porozne i1 bez ostrih ivica usled ¢ega dolazi do boljeg ,,pakovanja“
granula (Agarwal i sar., 2009). Takode, ¢vrs¢e su tablete koje su izradene primenom
veée sile kompresije, §to je i oéekivano. Cvrstina tableta prikazana je u tabeli 11.11.

Najveéu Cvrstinu ima F-I-3, a najmanju ¢vrstinu ima F-I-7. Rezultati dobijeni za
¢vrstinu tableta su ohrabrujuéi, jer ukazuju da se Neusilin® UFL2, kao jos$ nedovoljno
ispitan ekscipijens, $to se tice njegovih kompresibilnih 1 kompaktibilnih karakteristika,
moze koristiti 1 u izradi tableta. Njegovom upotrebom se dobijaju tablete
zadovoljavaju¢e cvrstine, koje se mogu porediti sa tabletama izradenim sa
mikrokristalnom celulozom, koja je dugi niz godina upotrebljavana kao sredstvo za
dopunjavanje. Takode, zbog svoje velike specifiéne povriine, Neusilin® UFL2 moze
adsorbovati znacajnu koli¢inu SEDDS, pri ¢emu nastaje suv prasak, $to je veoma vazno

pri procesu tabletiranja (Agarwal 1 sar., 2009).

Rezultati brzine rastvaranja karbamazepina iz tableta karbamazepina sa

trenutnim oslobadanjem

Na slici 11.12. prikazani su profili brzine oslobadanja karbamazepina iz tableta (F-I-1
do F-I-8). Nijedna formulacija nije pokazala oslobadanje karbamazepina koje je u
skladu sa propisom USP za preparate sa trenutnim oslobadanjem (vise od 80% nakon 30
minuta). Formulacija F-I-3 pokazala je najve¢u brzinu oslobadanja karbamazepina, a
spadala je u grupu tableta visoke ¢vrstine (117 N), pri ¢emu je tabletna smeSa loSe

proticala.
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100 —+

F-I-1
—F-I-2
—F-I-3
—F-I4

F-I-5
—F-I-6

F-1-7
—F-I-8

Rastvoreni karbamazepin (%)

Vreme (min)

Slika 11.12. Profili brzine rastvaranja karbamazepina iz tableta karbamazepina
izradenih u prvom seta eksperimenata.
Uticaji variranih parametara na brzinu rastvaranja karbamazepina iz tableta u prvom
setu eksperimenata prikazani su tabelarno (Tabela 11.12.). Za sve varirane parametre
izracunate su vrednosti faktorskih efekata. Apsolutna vrednost upucuje na veli¢inu

uticaja koju taj parametar ima na brzinu oslobadanja karbamazepina iz tableta.

Tabela 11.12. Koeficijenti jednacine dobijene u prvom setu eksperimenta koriséenjem
softvera Design Expert”

X.l X, . Xs X4
Vezrli“\lzll)log Vegi(i/enoog ke Udep sre?iI;S\;[: za S .
sredstva  sredstva SR dopunjavanje ORI
T. -6,02 | -3,25 | -0,097 | +3,80 | -0,64 | -0,098 | -4,95
Y, -9,25 -7,13 +4,88 +1,99 -0,54 2,32 -9,04
Y; -12,37 -8,81 +7,95 +2,09 -1,34 -3,29 -10,82
Y, -14,26 -10,58  +10,05 -0,57 +0,25 -6,94 -11,89
Ys -15,33 -9,87 +10,21 -0,84 +0,44 -9,49 -11,76
Ys -19,20 -7,05 +9,10 -3,11 +0,39 -13,75 -11,88

Y. Y, Y; Y4 Ys Ye - procenat oslobodenog karbamazepina iz tableta nakon 10, 20, 30, 45, 60 1 120
minuta.

Prema vrednostima koeficijenata (Tabela 11.12.) u jednacini dobijenoj primenom
Design Expert®-a moze se zakljuditi da najveéi uticaj na brzinu rastvaranja
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karbamazepina iz tableta ima vrsta vezivnog sredstva (X;). Ovaj uticaj je negativan, $to
zna&i da se promenom ovog parametra sa nizeg na visi nivo (prelazak sa Labrafil®-a
2130CS na Gelucire® 44/14) smanjuje brzina oslobadanja karbamazepina. Uticaj raste

vremenom.

Udeo vezivnog sredstva (X;) ima negativan uticaj na brzinu oslobadanja karbamazepina
iz tableta. Dakle, veca brzina rastvaranja se postize kada je udeo vezivnog sredstva na
nizem nivou (20%). Povecanje udela vezivnog sredstva moze dovesti do poveéanja
hidrofobnosti sistema i smanjene brzine oslobadanja supstance. Takode, meducesti¢ne

veze su jace, pa je samim tim oslobadanje karbamazepina sporije.

Uticaj udela karbamazepina (X3) na brzinu rastvaranja lekovite supstance iz tableta, je u
pocetku negativan, $to je 1 o¢ekivano, s obzirom na to da je teSko rastvorljiva supstanca.
Medutim, ve¢ nakon 20 minuta povecanje udela karbamazepina na 30% pokazuje
pozitivan uticaj na njegovo oslobadanje. Ovaj rezultat je znacajan, jer je to znacilo da u
drugoj fazi mogu da se koriste formulacije sa ve¢im udelom karbamazepina (30%). Sa
ve¢im udelom lekovite supstance u tabletama postiZze se da se pri primeni leka uzima
manji broj tableta, Cime se svakako povecava komplijansa, ali i bezbednost pacijenta,
usled smanjenja udela surfaktanata i1 ispoljavanja potencijalnih gastrointestinalnih 1

ostalih neZeljenih dejstava.

Uticaj udela krospovidona (X4) na brzinu oslobadanja karbamazepina iz tableta je,
oc¢ekivano, pozitivan jer on omogucava raspadanje tablete i dostupnost karbamazepina
medijumu, dakle brze oslobadanje supstance. Ovaj uticaj opada sa vremenom, jer se

tableta viemenom raspada.

Kao sredstvo za dopunjavanje (Xs) Neusilin® UFL2 dovodi do brzeg oslobadanja
karbamazepina iz tableta, posebno u prvih sat vremena oslobadanja. Ovaj efekat se
moze pripisati ¢injenici da usled velike specifi¢ne povrsine (300 mz/g) 1 relativno male
veli¢ine cCestica (5 pum) Neusilin®a UFL2 olaksava kvasenje 1 ubrzava proces

oslobadanja lekovite supstance (Agarwal i sar., 2009).

Uticaj sile kompresije (X¢) na brzinu oslobadanja karbamazepina iz tableta je negativan.

Veca brzina rastvaranja karbamazepina je dobijena kada je sila kompresije na nizem
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nivou, Sto se moze objasniti time da je tableta manje kompaktna i da se brze raspada

ukoliko je izradena manjom silom kompresije.

Postoji znacajna interakcija izmedu vrste vezivnog sredstva i sile kompresije. Analizom
pojedinacnih faktorskih efekata je ve¢ pokazano da se bolji rezultati dobijaju sa
Labrafil®-om 2130CS, u odnosu na Gelucire® 44/14. Ukoliko se kao vezivno sredstvo
koristi Labrafil® 2130CS, veéa brzina oslobadanja karbamazepina postiZe se primenom
sile kompresije od 8 kN. Ova interakcija je prikazana na slici 11.13. Uticaj interakcije je
znacajniji od pojedina¢nog uticaja sile kompresije, $to se moze videti iz tabele 11.12. Za
postizanje vece brzine oslobadanja karbamazepina bolje je koristiti silu kompresije od 8

kN, sto je 1 u€injeno u daljim eksperimentima.

Nakon obrade rezultata u softveru Design Expert” zakljuGeno je na kom nivou treba da
bude svaki od variranih parametara, da bi procenat oslobadanja karbamazepina bio $to
veéi. Odabrani parametri za drugu fazu eksperimenta bili su: sila kompresije 8 kN,
Labrafil® 2130CS (20%), karbamazepin (30%), krospovidon NP (5%) i Neusilin®”
UFL2.

Interakcija

60 — F:Sila kompresije (KN)

30 7
20 —

10 —

0 -

I T
Labrafil 2130 CS Gelucire 44/14

Procenat oslobodjenog KBZ, nakon 30 min(%)

A: Vrsta ekscipijensa

Slika 11.13. Interakcija izmedu vrste vezivnog sredstva i sile kompresije u
prvom setu eksperimenta.
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11.2.2.2. Formulacija tableta karbamazepina sa trenutnim oslobadanjem
primenom centralnog kompozitnog eksperimentalnog dizajna

U drugoj fazi eksperimenta ispitivana je brzina rastvaranja karbamazepina iz izradenih
tableta. Dve od devet izradenih formulacija (F-II-1 i F-II-4 (Tabela 11.13.) su pokazale
adekvatno oslobadanje lekovite supstance koje je u skladu sa propisom USP 38 - NF 33
(visSe od 80% nakon 30 minuta). Na slici 11.14. su prikazani profili oslobadanja

karbamazepina iz tableta, izradenih u drugoj fazi eksperimentalnog rada.

~ 100 +
=
< F-II-1
2 80 —F-II-2
=
g F-11-3
= 60
2 ——F-I[-4
;
= 40 ——F-II-5
<
5 F-1I-6
z i
é 20 ——F-I1-7
F-1I-8
0 —FI19
0 20 40 60 80 100 120
Vreme (min)

Slika 11.14. Profili brzine rastvaranja karbamazepina iz tableta izradenih u drugoj fazi
eksperimenata.
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Tabela 11.13. Procenat oslobodenog karbamazepina iz tableta (izradenih prema
centralnom kompozitnom dizajnu)

Procenat oslobodenog karbamazepina u razli¢itim vremenskim intervalima (min)

F-1I-1 56,55 78,38 87,33 97,64 98,65 99,76 99,86
F-1I-2 14,18 23,69 32,53 44,37 54,33 61,88 69,15
F-1I-3 10,90 19,04 28,24 40,53 47,95 56,30 62,31
F-11-4 60,38 80,17 88,49 93,65 97,15 99,00 99,77

F-1I-5 6,47 10,98 15,08 20,89 25,44 35,54 40,18
F-11-6 1,37 3,46 5,30 9,32 13,22 18,68 23,38
F-11-7 4,82 7,12 10,23 17,07 23,98 36,86 46,18
F-1I-8 7,86 13,46 19,54 27,08 36,65 48,54 56,23

F-11I-9 11,76 19,02 23,85 30,31 35,60 40,99 46,24

Nakon analize statistickih parametara za sve izlazne parametre (Y;-Y¢) odabran je
kvadratni model. Na osnovu vrednosti p (p<0,05) za sve dobijene modele koji opisuju
zavisnost izlaznih od ulaznih parametara vidi se da su modeli statisticki zna€ajni, dok
relativno visoka vrednost koeficijenta korelacije (R* > 0,922), ukazuje na dobru
korelaciju izmedu predvidenih i stvarnih vrednosti izlaznih parametara (Tabela 11.14).
Na slici 11.15. prikazani su 2D konturni dijagrami, koji opisuju zavisnost izlaznih od
ulaznih parametara. Efekti nezavisno promenljivih (ulaznih parametara), sa
koeficijentima regresije, na zavisno promenljive (izlazne parametre - procenat
oslobodenog karbamazepina iz tableta u razli¢itim vremenskim intervalima) dati su u
tabeli 11.14. Ako se kao odgovor posmatra procenat oslobodenog karbamazepina nakon
30 minuta (Y3;) moZe se videti da najvei uticaj na ovaj parametar ima udeo
Cremophor®-a RH40. U ovom sluaju, vrednost koeficijenta regresije je -25,67, a p
<0,0001 (Tabela 11.14). Negativna vrednost koeficijenta regresije ukazuje da se sa
povecanjem udela Cremophora® RH40, smanjuje brzina rastvaranja karbamazepina, §to
je donekle neocekivano. 1z tabele 11.14. se vidi da najmanji uticaj na brzinu oslobadanja
karbamazepina iz tableta ima udeo Labrafil®-a 2130CS. Sa pove¢anjem udela Labrafil®-
a 2130CS, dolazi do povecanja brzine rastvaranja karbamazepina. Pojedinacan uticaj

udela Cremophor®-a RH 40 na brzinu oslobadanja karbamazepina iz tableta raste sa
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vremenom, dok uticaj Labrafil®-a 2130 CS postaje statisticki znacajan (p < 0,05), tek
nakon 60 minuta. Iz svega navedenog za izlazni parametar Y3 se vidi da je znacajniji
uticaj medusobne kombinacije Cremophor®-a RH40 i Labrafil®-a 2130CS, nego samog
Labrafil®-a 2130CS na brzinu oslobadanja karbamazepina, §to je verovatno posledica
sloZzenosti same formulacije, a ovaj trend se nastavlja vremenom. Analizom faktorskih
efekata se moze pojasniti uticaj ove interakcije na brzinu oslobadanja karbamazepina.
Ukoliko je udeo Labrafil®-a CS2130 na gornjem nivou, za postizanje veée brzine
rastvaranja karbamazepina iz tableta, potrebno je da udeo Cremophor®-a RH 40 bude na
nizem nivou. Ovaj uticaj raste vremenom.

Formulacija sa najve¢om brzinom oslobadanja karbamazepina, F-1I-4 u kojoj je udeo
Labrafil® -a CS2130 20% a udeo Cremophor®-a RH 40 10%, potvrduje uocene uticaje,
da se najveéa brzina rastvaranja karbamazepina postize kada je udeo Labrafil® -a
CS2130 na visem i udeo Cremophor®a RH 40 na niZem nivou. Dobijeni rezultati
pokazuju da su tehnike eksperimentalnog dizajna pouzdane za procenu uticaja faktora
formulacije, na karakteristike iste. Formulacija F-1I-4 odabrana je kao optimalna za
dalju karakterizaciju i1 pracenje stabilnosti, jer je uoceno da se iz ove formulacije za 30
minuta oslobada oko 88% karbamazepina, ¢ime je ispunjen zahtev USP 38 - NF 33 za

preparate sa trenutnim oslobadanjem.
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B: Cremophor RH40

B: Cremophor RH40

nakon 10min

17.50

15.00

1250 248718

10.00 2

10.00 12.50 15.00 17.50 20.00
A: Labrafil 2130CS
nakon 45min

20.00

17.50
15.00
12.50

10.00 1250 15.00 17.50 20.00

A: Labrafil 2130CS

b)

B: Cremophor RH40

aQ

)

B: Cremophor RH40

nakon 20min
2000
17.50
15.00
1250
481241
10.00
10.00 12850 15.00 17.50 2000
A: Labrafil 2130CS
nakon 60min

24,253

1000 1250 15.00 17.50 2000

A: Labrafil 2130CS

d) 45 min; e) 60 min; f) 120 min.

B: Cremophor RH40

)

B: Cremophor RH40

nakon 30min

17.50

15.00

40,3043
12.50
s46979
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10.00 12.50 15.00 7.5 20.00

A: Labrafil 2130CS

nakon 120min

15.00
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10.00

10.00 1250 15.00 17.50

A: Labrafil 2130CS

Slika 11.15. 2D konturni dijagrami koji opisuju uticaj ulaznih parametara na procenat oslobodenog karbamazepina nakon: a) 10 min; b) 20 min; ¢) 30 min;



Tabela 11.14. Regresioni koeficijenti koji povezuju varirane ulazne parametre (A- Labrafil® 2130CS; B-Cremophor® RH 40) sa odgovorom (Y. Y- procenat
oslobodenog karbamazepina nakon 10, 20, 30, 45, 60 i 120 minuta)

F-vrednost F-vrednost F-vrednost F-vrednost F-vrednost F-vrednost
p-vrednost p-vrednost p-vrednost p-vrednost p-vrednost p-vrednost
Model | +14,18 16,48 +23,69 18,04 +32,53 24,87 +44,37 39,15 +54,33 59,57 +69,15 101,15
0,0009 0,0007 0,0003 <0,0001 <0,0001 <0,0001
A +4,86 4,09 +5,72 3,61 +5,55 4,08 +4,62 4,19 +4,81 7,04 +4,35 12,36
0,0830 0,0991 0,0830 0,0799 0,0328 0,0098
B -17,07 50,48 -23,19 59,45 -25,67 87,49 -27,24 145,42 -27,04 222,62 -23,04 365,26
0,0002 0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
AB -13,65 16,12 -17,16 16,28 -17,51 20,34 -16,17 25,63 -15,36 35,91 -13,56 65,76
0,0051 0,0050 0,0028 0,0015 0,0005 <0,0001
A2 -2,30 0,80 -4,00 1,53 -5,66 3,69 -8,32 11,80 -9,98 26,41 -10,82 51,29
0,4014 0,2054 0,0960 0,0109 0,0013 0,0002
B2 +8,40 9,97 +9,26 8,24 +7,88 7,18 +6,01 6,16 +3,36 2,99 +1,82 5,62
0,0160 0,0240 0,0316 0,0421 0,1274 0,0496
R’ 0,922 0,928 0,9467 0,9655 0,9770 0,9863

R’-koeficijent korelacije
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Karakterizacija optimalne formulacije tableta karbamazepina sa trenutnim

oslobadanjem

Diferencijalna skenirajuc¢a kalorimetrija (DSC)

Na DSC krivoj Cistog karbamazepina (Slika 11.16.), na osnovu karakteristi¢nih pikova,
moze se zakljuciti da je karbamezepin u polimorfnom obliku III (Grzesiak i sar., 2003;
Yu i sar., 2000). Na DSC krivoj ispitivanog uzorka optimalne formulacije tableta
uolava se endotermni pik na 52,36 °C, koji je verovatno posledica topljenja Labrafil“-a
CS2130. Endotermni pik na 161,26 °C ukazuje na topljenje polimorfnog oblika III
karbamazepina, a egzotermni pik na 187,3 °C predstavlja rekristalizaciju polimorfnog
oblika IIT karbamazepina u polimorfni oblik I. Topljenje polimorfnog oblika I je
verovatno uzrok pojave endotermnog pika na 187,91 °C. Karakteristicni pikovi
topljenja polimorfnog oblika III karbamazepina u temperaturnom opsegu od 150 do
175,8 °C (Grzesiak 1 sar., 2003; Yu i sar., 2000) su uoceni na DSC krivoj optimalne
formulacije, Sto ukazuje da je karbamazepin u optimalnoj formulaciji najverovatnije

ostao u polimorfnom obliku III, §to treba analizirati 1 potvrditi drugim analitickim

tehnikama.

Pik topljenja Labrafil-a CS2130
: }
2
E
% Optimalna formulacija
f*é P J Topljenje polimorfnog oblika I1I
k]
=
c
H

Karbamazepin —-
— T T T T T~ 1T "~ T * T + T T
40 60 80 100 120 140 160 180 200

Temperatura (°C)

Slika 11.16. DSC kriva karbamazepina i optimalne formulacije tableta karbamazepina
sa trenutnim oslobadanjem.
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Infracrvena spektrofotometrija sa Furijeovom transformacijom (FT-IR)

FT-IR spektri karbamazepina i optimalne formulacije tableta dati su na slici 11.17.
Karakteristicne trake za polimorfni oblik III karbamazepina prisutne su i na spektru
Cistog karbamazepina kao i na FT-IR spektru optimalne formulacije tableta (Grzesiak 1
sar., 2003; Yu i sar.,, 2000). Intenzitet traka je manji u poredenju sa Cistim
karbamazepinom, S$to je posledica manjeg sadrzaja karbamazepina u optimalnoj
formulaciji u odnosu na c¢ist karbamazepin. Postojanje karakteristicnih pikova na
spektru optimalne formulacije ukazuje da nije doSlo do znacajne interakcije izmedu
karbamazepina 1 ostalih pomo¢nih supstanci u formulaciji, niti do prelaska

karbamazepina iz polimorfnog oblika III u neki drugi polimorfni oblik ili u amorfno

stanje.
<
= . . .
g Optimalna formulacija
N Polimorfni oblik 11l
= 3462, 1676, 1598 i 1384 cm?
E
:
= _—Wi
Karbamazepin
) | d I L | ! I . | ! | : |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Talasni broj (cm™)

Slika 11.17. FT-IR spektar ¢istog karbamazepina 1 optimalne formulacije tableta
karbamazepina sa trenutnim oslobadanjem.

Difrakcija X-zraka na uzorcima u prahu (PXRD)

PXRD difraktogrami Cistog karbamazepina 1 optimalne formulacije tableta
karbamazepina su prikazani na slici 11.18. Na PXRD difraktogramu cistog
karbamazepina i1 optimalne formulacije uocavaju se karakteristi¢ni difrakcioni pikovi
visokog intenziteta na 13,02 °, 15,22 °, 15,78 °, 19,40 °, 24,92 °, 27,50 ° 1 31,86 ° 20,
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¢ime se na osnovu literaturnih podataka potvrduje da je karbamazepin u kristalnom
polimorfnom obliku III (Grzesiak i sar., 2003; Yu i sar., 2000). Rezultati PXRD analize

su u saglasnosti sa rezultatima dobijenim drugim analiti¢kim tehnikama (DSC i FT-IR).
Polimorfni oblik IlI

206-13,02; 15,02; 19,42; 23,82 i 24,62

Optimalna formulacija

MJ Karbamazepin
U%MWW
WL |

| .|||.i |
|SHE P I SO P [ I R T PR I T I TR U A R N B
10 20 30 40

20 (°)

Intenzitet (arb. jed.)

Slika 11.18. Difraktogram cistog karbamazepina i optimalne formulacije.

Ramanska spektroskopija

Na slici 11.19. a) je prikazan spektar Ramanovog rasejanja karbamazepina. U
molekularnom kristalu, generalno, mogu se razlikovati dva odvojena regiona spektra
Ramanovog rasejanja. Visoko energetska (konvencionalna) regija, koja se sastoji od
intramolekulskih vibracija, i niska energetska oblast (u daljem tekstu 200 cm™) u kojoj
dominiraju intermolekulskih vibracije (Slika 11.19. a)) (Lazarevi¢ i sar., 2014). Iako
visoka energetska oblast takode ima informacije u vezi kristalne strukture, uocljive
promene izmedu razli€itih polimorfnih oblika su obi¢no prili€éno male 1 ograni¢ene na
promene u delu Ramanskog spektra niskog intenziteta. IstraZivanje nisko energetskih
regija nudi direktniji pristup zbog raspodele intermolekularnih vibracija koje direktno
odgovaraju kristalnoj strukturi materijala. Ramanski spektri niske energije
karbamazepina 1 optimalne formulacije u trenutku izrade 1 nakon 30 i 60 dana su
prikazani na slici 11.19. b). Svi karakteristicni pikovi Ramanskog spektra za polimorfni

oblik IIT karbamazepina su prisutni sa naglaskom na pikove na oko 40, 91 i 141 cm™
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(Saikat 1 sar., 2013). Isti pikovi su prisutni i u uzorku optimalne formulacije nakon 30 i

60 dana, ¢ime se potvrduje ocuvanje polimorfnog oblika III, nakon 30 i 60 dana.

Karbamazepin a)

Inter- Intra- molekulske vibracije

Intenzitet (arb. jed.)

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Talasni broj (cm-1)

b)

Karbamazepin

Intenzitet (arb. jed.)

t=60 dana

: P i .
50 100 150 200 250 300
Talasni broj (cm-1)

Slika 11.19. a) Ramanski spektar karbamazepina; b) nisko energetski Ramanski spektar
karbamazepina i optimalne formulacije nakon 0, 30 1 60 dana.
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12. Zakljucak

» Studija faznog ponasanja pseudoternernih faznih sistema: trigliceridi srednje
duzine lanaca/Polisorbat 80/Makrogol 400/voda 1 trigliceridi srednje duzine
lanaca/Cremophor® EL/Makrogol 400/voda, pokazala je da maseni udeli
komponenti imaju znacajnu ulogu u solubilizaciji vodene faze. Tokom titracije
vodom, uoceno je da su sistemi u kojima je odnos surfaktant/korastvara¢ 3:1,
bez obzira na tip upotrebljenog surfaktanta (Polisorbat 80 ili Cremophor®-a EL),
pri odnosu uljana faza/surfaktantna faza 1:9, sve vreme bili transparentni. Sa
povecanjem udela uljane faze, u toku titracije vodom, dolazilo je do pojave
opalescencije, a nakon toga do potpunog zamucenja. Kod sistema sa odnosima
surfaktant/korastvara¢ 2:1 i 1:1 formirana je znacajno uza mikroemulziona
oblast, u poredenju sa sistemom u kome je odnos surfaktant/korastvarac bio 3:1.
Kod sistema sa odnosom surfaktant/korastvara¢ 2:1 i 1:1, bez obzira na odnos
uljane 1 surfaktantne faze, tokom titracije dolazi do nastanka bistrih,
transparentnih sistema (verovatno mikroemulzija), koji su daljim dodatkom vode
prelazili u opalescentne ili mlecno bele sisteme (verovatno nanoemulzije ili
(makro)emulzije). Detaljnom analizom pseudoternernih faznih dijagrama,
zakljuceno je da se odnosom surfaktant/korastvara¢ 3:1 moze dobiti najSira
mikroemulziona oblast 1 ovaj odnos je koriS¢en za formulaciju sistema za dalja

istraZivanja.

» Poredenjem Sirine mikroemulzione oblasti, koju daju sistemi izradeni sa
Polisorbat-om 80 ili Cremophor”-om EL, uo&eno je da sistemi sa Cremophor"-
om EL daju neSto Siru mikroemulzionu oblast. RazblaZivanjem samo-
emulgujucih sistema vodom (u odnosu 10:90 (m/m)), jedino je sistem sa
odnosom surfaktantna faza:uljana faza 9:1, uz korid¢enje Cremophor®-a EL kao
surfaktanta imao sitne kapi (17,66 += 0,17 nm) 1 nisku vrednost indeksa
polidisperziteta (PdI 0,104 = 0,005), Sto ukazuje na potencijalno vecu stabilnost
ovog uzorka. Navedeni sistem je okarakterisan kao samo-mikroemulgujuci
nosa¢ (SMEDDS) i koriS¢en je za izradu c¢vrstih samo-mikroemulgujuéih
sistema sa karbamazepinom. Samo-emulgujué¢i nosaci sa viSim udelima uljane

faze, uz koris¢enje Cremophor”®-a EL kao surfaktanta, kao i sistemi sa odnosima
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surfaktantna faza:uljana faza 1:9, 2:8 i 3:7, uz koriS¢enje Polisorbat-a 80, nakon
razblazivanja vodom, davali su emulzije sa vrednos¢u PdI u od 0,410 do 0,752,
Sto moze da ukazuje na nestabilnost ovih sistema, koji se nisu mogli

okarakterisati kao samo-mikroemulgujuci nosaci.

> Studijama faznog ponasanja pseudo-ternernih sistema: trigliceridi srednje duzine
lanaca/Polisorbat 80/Transcutol® HP/voda, pri odnosu surfaktant/kosurfaktant
3:1 1 2:1 1 pri odnosu uljana/surfaktantna faza 1:9, tokom titracije vodom,
dobijali su se sistemi koji su sve vreme bili bistri i stabilni i mogli su se smatrati
mikroemulzijama. Sistem sa odnosom surfaktant/kosurfaktant 1:1, ni pri jednom
odnosu uljana/surfaktantna faza nije dao stabilan i1 transparentan sistem tokom
titracije vodom. Takode, pri ovom odnosu surfaktant/kosurfaktant se dobija
znaGajno uza mikroemulziona oblast. Kako se poveéanjem udela Transcutol®-a
HP ne dobija Sira mikroemulziona oblast, u daljim ispitivanjima koriS¢en je
odnos Polisorbat 80/Transcutol® HP 3:1.

» Odabran sistem sa odnosom surfaktant/kosurfaktant (Polisorbat 80/Transcutol®
HP) 3:1 1 sa odnosom uljana/surfaktantna faza 1:9, nakon razblazivanja vodom,
daje emulzije sa izrazito sitnim kapima (oko 9 nm), koje verovatno koalesciraju,
pa se dobija neSto viSa vrednost PdI (0,263). Odabrani sistem sa odnosom
uljana/surfaktantna faza 2:8, nakon razblazivanja vodom, daje emulzije sa
veli¢inom kapi unutraS$nje faze od 332,7 nm, 1 relativno niskom vrednos¢u Pdl
od 0,210, pa je zbog svoje potencijalno vece stabilnosti, koriS¢en za formulaciju
¢vrstih samo-emulgujucih sistema (SEDDS).

» Poredenjem  pseudo-ternernih  sistema:  trigliceridi  srednje = duzine
lanaca/Polisorbat  80/Makrogol 400/voda 1 trigliceridi srednje duZine
lanaca/Polisorbat 80/Transcutol® HP/voda utvrdeno je da se upotrebom
Transcutol®-a HP dobija znaGajno §ira mikroemulziona oblast, uniformnija
raspodela veli¢ine kapi 1 niza PdI vrednost.

» Primenom eksperimentalnog dizajna, dizajna smese, sa mnogo manjim brojem
eksperimenata utvrdeno je fazno ponaSanje sistema trigliceridi srednje duZine
lanaca/Polisorbat 80/Labrasol®/Transcutol® HP,. Pokazano je da se najmanje

kapi unutrasnje faze emulzija dobijaju razblazivanjem samo-emulgujuceg
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sistema vodom, kada sistem sadrzi oko 15% uljane faze, oko 42,5% smeSe
surfaktanata i oko 42,5% kosurfaktanta.

» Takode, utvrdeno je da se primenom dizajna smeSe postize visok stepen
korelacije izmedu predvidenih i stvarnih (eksperimentalno dobijenih) vrednosti
za veli¢inu kapi 1 PdL. Razlike koje se javljaju kre¢u se u opsegu standardnih
devijacija i za veli¢inu kapi iznose od 3-10 nm, a za PdI od 0,002-0,023. Na
osnovu optimizacije odabran je sistem koji je sadrzao 21,21% uljane faze,
42,24% surfaktantne smeSe 1 36,64% kosurfaktanta. Ovaj sistem je nakon
razblazenja vodom, imao veli¢inu kapi unutrasnje faze od 157 nm i PdI 0,184, te
je definisan je kao samo-nanoemulgujuc¢i nosa¢ (SNEDDS), koji je u drugoj fazi
kori$¢en za izradu ¢vrstih samo-nanoemulgujucih sistema sa karbamazepinom.

> Iz Gvrstih disperzija izradenih sa adsorbensima: Neusilin® UFL2, Neusilin® FL2
i Sylysia® 320, pri odnosu nosa&:karbamazepin 1:1, primeéeno je smanjenje
brzine oslobadanja karbamazepina u poredenju sa Cistim karbamazepinom. Iz
¢vrstih disperzija sa odnosima nosac:karbamazepin 1:2 1 1:6 dolazi do povecanja
brzine rastvaranja karbamazepina, pri c¢emu se najbrZe rastvaranje
karbamazepina postize iz formulacija sa odnosom nosac:karbamazepin 1 1:6.
Ovo je posledica vece slobodne kontaktne povrSine za kvasenje medijumom 1
samim tim je veca brzina rastvaranja. Jasna korelacija izmedu brzine rastvaranja
karbamazepina iz ¢vrstih disperzija sa navedenim adsorbensima i metode izrade
nije uocena. Formulacijom cvrstih disperzija sa dijatomitima kao nosacima,
izradenih metodom uparavanja, nije doSlo do znaCajne promene u brzini
oslobadanja karbamazepina u odnosu na prasak karbamazepina, dok je kod
formulacija izradenih istom metodom, ali na sobnoj temperaturi, primeceno
znaajno smanjenje brzine oslobadanja karbamazepina, u odnosu na Cdistu
supstancu. Takode je uoCeno da sa porastom udela dijatomita u ¢vrstoj disperziji
dolazi do povecanja brzine oslobadanja karbamazepina, ali ne znacajno.
Rezultati ispitivanja brzine rastvaranja karbamazepina iz izradenih Cvrstih
disperzija pokazuju da redosled brzine rastvaranja karbamazepina opada, u
zavisnosti od upotrebljenog adsorbensa, slede¢im redom: Neusilin® UFL2 >

Sylysia® 320 > Neusilin® FL2 > dijatomiti.
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» Primenom DSC i PXRD analize kod ¢vrstih disperzija izradenih sa nosa¢ima
Neusilin® UFL2, Neusilin® FL2, Sylysia® 320, pri odnosu karbamazepin:nosa¢
1:6, utvrdeno je da je u ovim formulacijama doslo do prelaska karbamazepina iz
polimorfnog oblika III u amorfnu formu. Iz ovih formulacija postignuto je
najbrze oslobadanje karbamazepina, u poredenju sa Cvrstim disperzijama sa
drugim odnosima karbamazepin:nosa. Kod c¢vrstih disperzija sa drugim
odnosima karbamazepin:nosac, za navedena tri nosaca, utvrdeno je da je deo
karbamazepina preSao u amorfnu formu, a deo u polimorfni oblik II. Frakcija
karbamazepina koja je iz polimorfnog oblika III presla u manje rastvorljiv
polimorfni oblik II je mozda jo$ jedan od razloga zaSto se karbamazepin sporije
oslobada iz c¢vrste disperzije sa odnosima karbamazepin/nosa¢ 1:1 1 1:2, u
odnosu na one sa odnosom 1:6. DSC i PXRD analizom ¢vrstih disperzija sa
dijatomitima se takode uocava da je deo karbamazepina presao u polimorfni
oblik II, a deo u amorfnu formu.

» Formulacijom ¢vrstih samo-mikroemulgujuéih sistema sa karbamazepinom, uz
upotrebu poroznih adsorbenasa, postize se znac¢ajno povecanje brzine rastvaranja
karbamazepina, u odnosu na d{istu supstancu 1 tablete karbamazepina sa
trenutnim oslobadanjem. Najveca brzina rastvaranja karbamazepina postignuta
je iz formulacije izradene metodom direktne adsorpcije, sa Neusilin®-om UFL2,
iz koje se za 30 min rastvorilo preko 90% aktivne supstance. Analizom rezultata
brzine rastvaranja karbamazepina utvrdeno je da se iz formulacija izradenih
metodom direktne adsorpcije postize veca brzina rastvaranja karbamazepina u
poredenju sa formulacijama identicnog sastava, izradenih metodom uparavanja.
Rezultati  ispitivanja  brzine rastvaranja karbamazepina iz  Cvrstih-
samomikroemulgujucih terpijskih sistema pokazuju da se redosled brzine
oslobadanja karbamazepina smanjuje, u zavisnosti od nosaca, slede¢im redom:
Neusilin® UFL2 > Sylysia® 320 > Neusilin® FL2 > dijatomiti. Znagajna razlika
u brzini oslobadanja karbamazepina iz formulacija izradenih sa razliCitim
odnosima adsorpcioni nosac:SMEDDS nije uocena, pri ¢emu se neSto veca
brzina rastvaranja postize iz formulacija sa odnosom adsorpcioni

nosa¢/SMEDDS 3:1, u poredenju sa formulacijama u kojima je odnos 1:1.
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» TGA, DSC, PXRD, FT-IR i SEM analizom utvrdeno je da u formulacijama
¢vrstih samo-mikroemulgujucih sistema sa karbamazepinom izradenih metodom
uparavanja dolazi do prelaska karbamazepina iz polimorfnog oblika III u
polimorfni oblik II. Kako je polimorfni oblik III karbamazepina jedini
farmakoloski aktivan oblik, ova metoda izrade se ne moze smatrati pogodnom za
izradu Cvrstih samo-mikroemulgujucih sistema sa karbamazepinom. DSC,
PXRD, FT-IR 1 SEM analizom utvrdeno je da u formulacijama C¢vrstih samo-
mikroemulgujuéih sistema izradenih metodom direktne adsorpcije karbamazepin
ostaje u polimorfnom obliku III, uz znacajno povecéanje brzine oslobadanja
karbamazepina, pa se ova metoda izrade moze smatrati pogodnom.

» Formulisanjem ¢vrstih samo-nanoemulgujuc¢ih sistema sa karbamazepinom
poveCava se brzina rastvaranja karbamazepina. Brzina rastvaranja
karbamazepina iz ¢vrstih samo-nanoemulgujuc¢ih sistema smanjuje se, u
zavisnosti od nosa¢a, slede¢im redom: Sylysia® 320 > Neusilin® UFL2 >
Neusilin® FL2 > dijatomiti. Formulacija iz koje se oslobada najveéi procenat
karbamazepina sadrzi jednak udeo SNEDDS-a i adsorpcionog nosaca Sylysia®
320. Iz ove formulacije je za 30 minuta oslobodeno oko 90% karbamazepina.
Jasna razlika u brzini oslobadanja karbamazepina izmedu formulacija izradenih
sa razli¢itim udelima adsorpcioni nosa¢:SNEDDS nije uoc¢ena.

» TGA, DSC, PXRD, FT-IR i SEM analizom utvrdeno je da je karbamazepin u
¢vrstim samo-nanoemulgujué¢im sistemima, izradenim metodom direktne
adsorpcije, ostao u polimorfnom obliku III, bez obzira na upotrebljeni
adsorpcioni nosac.

» Dizajn smesSe se moze koristiti kao pogodna tehnika prilikom formulacije ¢vrstih
samo-emulguju¢ih sistema sa karbamazepinom. KoriS¢enjem dizajna smeSe
formulisan je ¢vrst samo-emulgujucih sistem sa visokom delom karbamazepina
od oko 40%, iz koga je za 30 minuta oslobodeno preko 80% karbamazepina.
Poredenjem  eksperimentalno  dobijenih  profila  brzine rastvaranja
karbamazepina, sa predvidenim, postignuto je veliko slaganje (faktori sli¢nosti
za tri ispitivane formulacije bili su od 77,17-81,78). Takode, u ovim

formulacijama je karbamazepin ostao u kristalnom polimorfnom obliku III.
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» Poredenjem brzine rastvaranja karbamazepina iz sistema koji u svom sastavu
sadrze samo-dispergujuce nosace razliitog stepena disperziteta, nije uocena

jasna korelacija.

» Primenom PAMPA testa utvrdeno je da se odabranom formulacijom ¢vrstih
disperzija 1 odabranim formulacijama Cvrstih samo-dispergujucih sistema sa
karbamazepinom znacajno povecava permeabilnost navedene aktivne supstance
(koeficijent prividne permeabilnosti), u odnosu na ¢ist karbamazepin.
Najizrazenije povecanje se postize primenom SSMEDDS (Papp (21,42 £ 1,67) x
107® cm/s), u odnosu na &ist karbamazepin (Papp (11,77 + 0,34) x 10°° cm/s).
Jasna razlika izmedu stepena disperziteta samo-disperguju¢eg nosaca 1
koeficijenta efektivne permeabilnosti nije uocena. Poredenjem permeabilnosti
karbamazepina iz formulacija Cvrstih samo-nanoemulgujuéih sistema, sa
razli¢itim odnosima adsorpcioni nosac¢:karbamazepin:tecni SNEDDS, utvrdeno
je da se veca permeabilnost karbamazepina postize iz formulacija sa niZim
udelom karbamazepina i te€nog SNEDDS, ali ova razlika nije statisticki
znaCajna. Generalno, iz formulacija sa ve¢om brzinom rastvaranja
karbamazepina postiZe se ve¢a permeabilnost karbamazepina, medutim ne moze
se postaviti direktna korelacija. Najve¢i stepen korelacije se postize izmedu
koeficijenta efektivne permeabilnosti 1 procenta oslobodenog karbamazepina

nakon 10 min (koeficijent korelacije 0,7764).

> Primenom kompjuterskog programa Simcyp® Population-Based Simulator
(version 13.2; Certara™, SAD), uspe$no je razvijen karbamazepin specifi¢ni
PBPK model za farmakokineticke parametre Cpax, tmax 1 PIK; sa niskom
vredno$¢u procenta greske u predvidanju (%PE) od 7,92%, 6,32%, 1 5,66%,
redom. Na osnovu in silico profila resorpcije/koncentracije karbamazepina u
plazmi nakon peroralne primene ¢vrstih samo-mikroemulgujucih sistema, moze
se zakljuciti da su optimalne formulacije izradene metodom direktne adsorpcije
sa Neusilin®-om UFL2, Sylysia®-om 320 Neusilin®-om FL2, zbog znagajno
brzeg postizanja maksimalne koncentracije karbamazepina u plazmi (tpax 2,52-
3,36 h), uz ocuvanje optimalnih vrednosti Cp,,x 1 PIK, u poredenju sa referentnim

preparatom, tabletama karbamazepina sa trenutnim oslobadanjem, kod koga je
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vrednost tmax 7,2h. Takode, na osnovu vrednosti farmakokinetickih parametara
zakljuceno je da je metoda direktne adsorpcije pogodnija za izradu ¢vrstih samo-

mikroemulgujucih sistema sa karbamazepinom, u odnosu na metodu uparavanja.

» Formulacija ¢vrstih surfaktantnih sistema sa karbamazepinom pokazala je da
dodatak poloksamera (237 ili 338), Brij® 35 i adsorpcionog nosa¢a (Neusilin®
UFL2 ili dijatomiti) dovodi do poveéanja brzine oslobadanja karbamazepina.
Najveci pozitivan uticaj na brzinu oslobadanja ima poloksamer. Adsorpcioni
nosac jos vise povecéava brzinu oslobadanja karbamazepina. Najbrze oslobadanje
karbamazepina se postize iz optimalne formulacije, ¢ija se surfaktantna smesa
sastojala od 75% poloksamer-a 338, 10% Brij® 35 1 15% karbamazepina, pri
¢emu je odnos surfaktantne smese i Neusilin®-a UFL2, kao nosaca, iznosio 2:1.
Iz ove formulacije se za 30 minuta oslobada 95,66% karbamazepina.

» Primenom TGA, DSC, FT-IR i PXRD analize je pokazano da je u Cvrstim
surfaktantnim sistemima karbamazepin preSao u amorfni oblik i da je
formulacija stabilna 3 meseca, kada se cuva na sobnim uslovima (25 °C 1 40%
vlaznost vazduha). Prelazak karbamazepina u amorfni oblik se deSava i pod
uticajem pojedinacnih ekscipijenasa. Na osnovu rezultata ove faze moze se
zakljuciti da se metoda brzog hladenja otopljenog materijala moZze koristiti za
izradu C¢vrstih samo-disperguju¢ih nosaca, jer se postize povecanje brzine
rastvaranja. Medutim, koriS¢ena kombinacija ekscipijenasa dovodi do prelaska

karbamazepina u amorfni oblik, $to nije pozeljno.

» Na osnovu rezultata drugog dela Cetvrte faze moze se zakljuciti da se tehnika
granulacije topljenjem moze sa velikim uspehom koristiti za izradu ¢vrstih
samo-dispergujuéih sistema. Labrafil® 2130CS se pokazao kao vezivno sredstvo
¢ijom se primenom moze posti¢i ve€a brzina rastvaranja karbamazepina iz
granulata, u poredenju sa granulatom, u kome je kao vezivno sredstvo koris¢en
Gelucire® 44/14. Poredenjem Neusilin® -a UFL2 i mikrokristalne celuloze, kao
sredstava za dopunjavanje, pokazano je da se veca Cvrstina tableta 1 veca brzina
rastvaranja karbamazepina iz tableta postize primenom Neusilin® -a UFL2. U
drugom delu ove faze dobijeni su matematicki modeli koji opisuju zavisnost

procenta oslobodenog karbamazepina (nakon 10, 20, 30, 45, 60 i 120 minuta) od
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udela Labrafil® -a 2130CS i Cremophor® -a RH40. Vrednosti koeficijenata
korelacije za dobijene modele su izrazito visoke i u opsegu od 0,9220 do 0,9863.
Utvrdeno je 1 da se najveca brzina oslobadanja karbamazepina postize pri viSim
udelima Labrafil® -a 2130CS (20%) i nizim udelima Cremophor® -a RHA40
(10%). Takode, u ovoj fazi je pokazano da se eksperimentalni dizajn moze sa
velikim uspehom koristiti u optimizaciji formulacija tableta karbamazepina sa
trenutnim oslobadanjem. Iz optimalne formulacije tableta karbamazepina

postignuto je oslobadanje karbamazepina od oko 88%, za 30 minuta.

» Primenom DSC, FT-IR i PXRD analize potvrdeno je da je karbamazepin u
formulaciji tableta prisutan u polimorfnom obliku III. Ramanskom
spektroskopijom je potvrdeno da je odabrana formulacija tableta stabilna 2

meseca, uz cuvanje na sobnim uslovima (25 °C 1 40% vlaznost vazduha).
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15. Prilog

Prilog A: Validacija HPLC metode za odredivanje karbamazepina u
PAMPA testu

Robusnost — Robusnost metode je procenjena na osnovu promena povrsine pika
karbamazepina u zavisnosti od malih promena odabranih hromatografskih parametara:
temperature kolone (23 °C i 27 °C), sastava mobilne faze (48% 1 52% vodene faze),
protoka mobilne faze (0,95 ml/min i 1,05 ml/min) i talasne duzine detekcije (253 nm i
255 nm). Promene povrSina pikova su manje od 5% u odnosu na povrSinu pika

karbamazepina dobijenu pod optimalnim hromatografskim uslovima.

Selektivnost — Poredenjem hromatograma standardnog rastvora karbamazepina (Slika
A.1.) 1 rastvora placeba (formulacija bez karbamazepina) (Slika A.2.) pokazano je da na
retencionom vremenu karbamazepina nema interferencije od strane komponenata

placeba.
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Slika A.1. Hromatogram standardnog rastvora karbamazepina
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Slika A.2. Hromatogram rastvora placeba

Limit detekcije (LOD) i limit kvantifikacije (LOQ) — LOD i LOQ su koncentracije
standardnih rastvora karbamazepina za koje je odnos signal-Sum 3:1, odnosno 10:1

(LOD =0,03 g/ml; LOQ = 0,10 g/ml).

Linearnost — Linearnost je ispitana u opsegu koncentracija od 0,10 g/ml (LOQ) do
12,50 g/ml. Regresiona jednacina je y = 463,15x - 0,2472, koeficijent korelacije (r) je
0,9998, a odsecak kalibracione krive nije statisticki znacajan (p= 0,54).

Preciznost injektovanja — Preciznost injektovanja potvrdena je na osnovu relativne
standardne devijacije (RSD) povrSine pikova karbamazepina za deset uzastopnih

injektovanja: RSD = 0,61% (zahtev: < 1%)).
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Prilog C: Izjava o autorstvu

Mpunor 1.

U3jasa o ayTopcTBy
MoTnucaHu-a Mapko Kpctuh
bpoj nHaekca 29/11

WUsjaereyjem
Aa je AoKTopcKa gucepTauumja nog HacnosBom

dopmynaumja 1 KapakTepusaumja YBPCTMX camo-aucrepryjyiinux Hocada
kapBamasenvHa napaheHux ca Nopo3HUM apcopbeHcuma

* pesynTaT CONCTBEHOr UCTpaXMBauKor paaa,

* [a npeanoxeHa guceptaumja y UenuHu Hv y AenosuMa Huje 6una npeanoxeHa
3a pobujabe 6Uno koje AunNNoOMe npema CTYAWUjCKAM nporpamuma apyrux
BWUCOKOLLKONCKWUX yCTaHoBa,

e [acy pesynTaTi KOPEKTHO HaBeeHw U

e [a HWCam KpLWO/ma ayTopcka MpasBa M KOPUCTUO WHTENeKTyanHy CBOjuHY
Opyrux nuua.

MoTtnuc pokTopanaa

Y Beorpagy, 14.10.2015. / \ (/ 3
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Prilog D: Izjava o istovetnosti stampane i elektronske verzije

doktorskog rada

Mpunor 2.

UsjaBa 0 MICTOBETHOCTU WITaMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje OOKTOPCKOr paaa

Wme un npesunme ayTopa Mapko KpcTtuh
Bbpoj nHpekca 29/11
Cryaujckn nporpam  [lokTopcke akagemcke CTyavje ua dapmatieyTcke TexHonoruje

Hacnos papa ®opmynauwja u kapakTepusaumja YUBPCTUX camo-gucnepryjyhnx
Hocaya kapbamasennHa napaheHux ca noposHum agcopberHcuma

MeHTop npod. ap CeetnaxHa N6puh
MoTtnucann/a Mapko Kpctuh

Usjaerbyjem pa je wWramnaHa Bepanja Mor JOKTOPCKOr paja WCTOBETHA ENeKTPOHCKO)
Bepsujy kojy cam npepao/na 3a ofjaBrbuBake Ha noptany [urutanHor
penosuTopujyma YHuBepauteta y Beorpapy.

HossorbaBam fa ce objase Moju NWUYHM NofauM BesaHu 3a fobujarbe akagemcKor
3Batba [OKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe U Npesume, roAuHa u MecTo pofera 1 AaTym
onbpaHe paga.

OBy nvyHn nopaum Mory ce o6jaBUTM Ha MpPEXHWM CTpaHULama AuruTanHe
BubnuoTeke, y enekTpoHckoM kaTanory v y nybnukaumjama YHueepauteTta y Beorpapy.

MoTnnuc pokropanpa

( {/(' \f:_-f’;a(' é/ ilite

T

Y Beorpagy, 14.10.2015.
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Prilog E: Izjava o koris¢enju

Mpunor 3.

M3jaBa o kopuwhewy

Oenawhyjem YHusepsutetcky 6ubnuoteky ,Ceetosap MapkosuR' ga y durvtantu
penosnTopnjym YHueepauteta y Beorpagy yHece mojy [oOKTOpCKy AvcepTauuvjy nog
HaCcnoBOM:

Popmynaumja n kapakTeprsaumja YBpPCTUX camo-ancnepryjyhnx Hocaua
kapbama3senuHa napafeHux ca noposHum agcopbeHcUma

KOja je moje ayTopcko aeno.

HwncepTaumjy ca ceum npunosuma npegao/na cam y enekTpoHCKOM cdopmaTy norogHom
3a TpajHO apXvBUpPaH-E.

Mojy mokTopcky aucepTauujy noxparseHy y [urutantm penosutopujym YHuepauteta
y Beorpany mory na KopucTe CBW Koju nowTyjy oapeabe cagpxade y onabpaHom Tuny
nvueHue KpeaTusHe sajeaHnue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4uo/na.

1. AyTopcTBo
2. AYyTOpCTBO - HeKoMepLUUjarnHo
@Ay‘ropcmo — HekomepuujanHo — 6es npepage
4. AYyTOpPCTBO — HEKOMEPLMjanHO — AeNUTU NOA UCTVM YCMOBUMA
5. AytopcTeo — Ge3 npepage
6. AyTopcTBO — [EnnTH NoJ UCTUM yCnoBUMa

(Monumo fa saokpyxute camo jegHy of LUecT noHyfeHux nuueHuwn, kpatak onuc
nuueHun aat je Ha nonefrHu nucTa).

MoTnuc gokTopaHga

Y Beorpagy, 14.10.2015. /i 77 A
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