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Lista skracenica

C — cosurfaktant — kosurfaktant

CBZ — carbamazepine - karbamazepin

CFR - Code of Federal Regulations

CIR - The Cosmetics Ingredient Rewiev

DSC — Differential Scanning Calorimetry — diferencijalna skenirajuca kalorimetrija

FT-IR — Fourier Transform Infrared spectroscopy — IR spektroskopija sa Furijevom transformacijom
GRAS — Generally Recognized As Safe

Gl — gastro-intestinalno

HLB — hidrofilno-lipofilni balans

Km — surfactant/kosurfaktant odnos

LADMER - liberation, absorption, disribution, metabilism, elimination. responce — oslobadanje, apsorpcija, distribucija, metabolizam,
eliminacija, odgovor

O —ail - ulje

PAM — povrsinski aktivna materija

PCS — Photon Correlation Spectroscopy — Fotonska korelaciona spektroskopija

PEG - polietilenglikol

Ph. Eur. — European Pharmacopeia

Psi — porozni silika materijali

S - surfaktant

SC/O - surfactant-cosurfactant/oil ratio — surfaktant-kosurfaktant/ulje odnos

SEDDS — Self-emulsifying drug delivery system - samoemulgujudi sistem

SEPS — Self-emulsifying phospholipid suspension - samoemulgujuca fosfolipidna suspenzija

SSEPS — Solid Self-emulsifying phospholipid suspension — ¢vrsta samoemulgujuca fosfolipidna suspenzija
SMEDDS — Self-microemulsifying drug delivery system - samomikroemulgujuéi sistem

SSEDDS - Solid Self-emulsifying drug delivery system - ¢vrsti samoemulgujuéi sistem

SSMEDDS — Solid Self-microemulsifying drug delivery system — ¢vrsti samomikroemulgujuéi sistem
U —ulje

U/V — ulje-u-vodi

V — voda

V/U - voda-u-ulju



Kratak sadrzaj

U radu su formulisane i ispitane i formulisane razli¢iti ¢vrsti samodispergujuci sistemi kao
potencijalni nosa¢i za teSko rastvorljivu model lekovitu supstancu karbamazepin (CBZ).
Ispitivani su: ¢vrsti samomikroemulgujuéi sistem (eng. Solid Self-microemulsifying drug
delivery system, skr. SSMEDDS), ¢vrsta samomulgujuca fosfolipidna suspenzija (eng. Solid
Self-emulsifying phospholipid suspension, skr. SSEPS) kao i samoemulgujue pelete.
Samomikroemulgujuéi sistem (eng. Self-microemulsifying drug delivery system - SMEDDS)
je fomulisan kori$¢enjem surfaktanta (Polisorbat 80 (S)), kosurfaktanta (PEG - 40
hidrogenizovano ricinusovo ulje (C)) i uljane faze (trigliceridi srednje duzine lanca (O)).
Prilikom izrade SSMEDDS sistema koriS¢ena su Cetiri razli¢ita adsorbensa velike specifi¢ne
aktivne povrsine, pri ¢emu su dva bila tipa magnezijum-aluminometasilikata (Neusilin® UFL2 i
Neusilin® FL2) i dva tipa silicijum-dioksida (Sylysia® 320 i Sylysia® 350). Ispitana je
mikroemulziona oblast sistema pri odnosu surfaktanta i kosurfaktanta (Km) 1:1 i SMEDDS
formulacija sa surfaktant-kosurfaktant/ulje odnosom (eng. surfactant-cosurfactant/oil ratio -
SC/O) 8/2 je izabrana za dalja istrazivanja. Kapacitet solubilizacije odabrane SMEDDS
formulacije za CBZ iznosio je 33771 = 41 pg/ml. Reoloska merenja SMEDDS formulacije sa i
bez CBZ, pri sadrzaju vode od 10 do 60 % (m/m), su pokazala da nakon razblazenja sa vodom
CBZ ima znatan uticaj na reolosko ponasanje ispitivanih sistema. Fotonska korelaciona
spektroskopija je pokazala sposobnost formulacije da, nakon razblaZzenja sa vodom, formira kapi
C¢iji precnik odgovara mikroemulzijama. SSMEDDS formulacije su znatno poboljsale brzinu
rastvaranja CBZ, pri ¢emu je pokazano da vrsta adsorbensa znatno uti¢e na brzinu rastvaranja.
Kod formulacija sa adsorbensom tipa magnezijum-aluminometasilikata brzina rastvaranja CBZ
opada sa porastom specificne aktivne povrsine, usled zadrzavanja dela tecne SMEDDS unutar
pora sistema i njegovom postepenom izlaganju spoljaSnjem medijumu. SSMEDDS formulacije
sa adorbensima na bazi silicijum-dioksida nisu pokazale znacajnu razliku u odnosu na
odgovarajuce fizicke smeSe. Prisustvo amorfnog oblika CBZ u fizickim smeSama je razlog
primecene velike brzine rastvaranja. Takode je formulisana samoemulgujuéa fosfolipidna
suspenzija (eng. Self-emulsifying phospholipid suspension, skr. SEPS) koris¢enjem PEG-8
kaprilno/kaprinski gliceridi (S)/(lecitin/propilen-glikol) (C)/trigliceridi srednje duzine lanca (O)
samoemulgujuceg sistema kao disperznog medijuma. Km odnos 3:2 je ispitan i SC/O odnos 8:2
je uzet za dalja istrazivanja. Fotonska korelaciona spektroskopija je pokazala sposobnost
supernatanta SEPS da nakon razblazenja sa vodom formira kapi prec¢nika koji odgovara
emulzijama. Dijatomitne mikrokapsule, koje predstavljaju fosilizovane skelete fotosinteti¢lih algi
za kompleksnom trodimenzionalnom (3D) strukturom, porozne strukture, koje se sastoje od
amorfnog silika materijala 1 koje se dobijaju precis¢avanjem dijatomejske zemlje, su koriS¢ene
kao adsorbensi za SEPS prilikom formulisanja SSEPS. Razli¢iti ¢vrsti uzorci SSEPS su
pripremljeni koriS¢enjem dve metode: adsorpcija disperzije CBZ u SEDDS na dijatomitne
mikrokapsule blagim meSanjem u tarioniku sa pistilom (Metoda A); disperzijom dijatomitnih
mikrokapsula u etanolnom rastvoru CBZ i SEDDS, nakon ¢ega je etanol uparen (Metoda B).
Brzina rastvaranja CBZ iz izradenih SSEPS formulacija je bila znatno veca u poredenju sa Cistim
CBZ, ali i fizickom smeSom i odgovaraju¢om c¢vrstom disperzijom dobijenom uparavanjem
etanolnog rastvora CBZ iz disperzije dijatomitnih mikrokapsula. Brzina rastvaranja CBZ iz
SSEPS formulacije pripremljene metodom B je veca u poredenju sa brzinom rastvaranja CBZ iz
SSEPS pripremljene metodom A. Razlog za ovo je verovatno parcijalna adsorpcija SSEPS



formulacije pripremljene metodom B unutar pora dijatomitnih mikrokapsula. U toku studija
stabilnosti, pod uslovima ubrzane studije, (40°C i 70% RH), u toku 10 nedelja, nisu primecene
znacajne promene u kristalicnosti CBZ kao ni u njegovoj brzini rastvaranja kod SSEPS
formulacija, za razliku od ¢vrste disperzije, kod koje je uocen znacajan porast kristalicnosti. Ovo
implicira, da nakon adsorbovanja te¢ne SEPS, dijatomitne mikrokapsule mogu da odrze
inicijalne karakteristike. Samoemulgujuce pelete su izradene oblaganjem Secernih peleta,
veli¢ine 710 - 825 pm, tecnom SEPS formulacijom, koris¢enjem komore sa fluidizirajué¢im
protokom vazduha, i etanol/voda (odnos 9/1) disperznog medijuma. Optimizovana je koli¢ina
koloidnog silicijum-dioksida kao sredstva protiv lepljenja kao i hidroksipropilmetilceluloze, kao
sredstva za vezivaje. Prilikom karakterizacije samoemulguju¢ih peleta nadeno je da je CBZ
prisutan na povrsini peleta i to najve¢im delom u P — monoklini¢kom obliku. Brzina rastvaranja
CBZ iz samoemulgujucih peleta je znatno veca u odnosu na brzinu rastvaranja ¢istog CBZ. Veca
brzina rastvaranja se moze objasniti prisustvom SEDDS koja je bogata surfaktantima kao i
velikoj povrsini lako rastvorljivih Seéernih peleta. Dinamicki in vitro test lipolize SSMEDDS
formulacija je vrSen koriS¢enjem pankreatina svinjskog porekla uz kontinuirano dodavanje jona
kalcijuma. Nadeno je da je brzina lipolize znacajno veca kod SSMEDDS formulacija sa
poroznim adsorbensima na bazi silicijum-dioksida nego kod formulacija sa sa adsorbensima na
bazi magnezijum-aluminometasilikatom. Takode, brzina lipolize kod SSMEDDS formulacija sa
magnezijum-aluminometasilikatom zavisi od specifi¢ne aktivne povrSine adsorbensa, pri ¢emu
vece vrednosti dovode do manje brzine lipolize. Sve formulacije su pokazale mali porast koli¢ine
CBZ u fazi pelete (1 — 7 %) tokom trajanja testa ukazuju¢i da lipoliza ne uti¢e znacajno na
kapacitet solubilizacije formulacija za CBZ. Koli¢ina CBZ u fazi pelete takode zavisi i od tipa
adsorbensa, pri ¢emu adsorbensi na bazi magnezijum-aluminometasilikata pokazuju nize
vrednosti porasta CBZ u fazi pelete. Takode, ve¢ci SMEDDS/adsorbens odnos dovodi do
smanjenja koli¢ine CBZ u fazi pelete.

Kljucne reci: cvrsti samomikroemulgujuci  sistem, cvrsta samoemulgujuca fosfolipidna
suspenzija, samoemulgujuce pelete, magnezijum-aluminometasilikat, porozni silicijum-dioksid,
dijatomitne mikrokapsule, povecanje brzine rastvaranja, dinamicka in vitro lipoliza,
karbamazepin
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Summary

The purpose of this study was to investigate different solid self-dispersing formulations as
potential drug delivery system for poorly soluble carbamazepine (CBZ). Solid self-
microemulsifying drug delivery system (SSMEDDS), solid self-emulsifying phospholipid
suspension (SSEPS) and self-emulsifying pellet formulations were investigated. Self-
microemulsifying drug delivery system (SMEDDS) was formulated using the surfactant
polyoxyethylene 20 sorbitan monooleate (S), the cosurfactant PEG-40 hydrogenated castor oil
(C) and the oil caprylic/capric triglycerides (O). Four different adsorbents with high specific
surface area were used: Neusilin® UFL2, Neusilin® FL2 (magnesium aluminometasilicate),
Sylysia® 320 and Sylysia® 350 (porous silica). Microemulsion area at the surfactant to co-
surfactant ratio (Km) 1:1 was evaluated and for further investigation SMEDDS with SC/O ratio
8:2 was selected. Solubilization capacity of selected SMEDDS for CBZ was 33771 + 41 pug/ml.
Rheological measurements of unloaded and CBZ-loaded SMEDDS system at water content
varied from 10 to 60 % (w/w) were conducted. It has been found that CBZ has great influence on
rheological behaviour of investigated system upon water dilution. Photon correlation
spectroscopy has shown ability of CBZ-loaded SMEDDS system to produce microemulsion
droplet size. SSMEDDS improved release rate of CBZ, but type of adsorbent significantly
affects release rate of CBZ. For SSMEDDS with different magnesium aluminometasilicate
adsorbents, release rate of CBZ decreased with increasing specific surface area due to
entrapment of liquid SMEDDS inside the pores and its gradual exposure to dissolution medium.
With porous silica adsorbents no difference in release rate was found in comparison to physical
mixtures. In physical mixtures presence of amorphous CBZ led to high dissolution rate. Self —
emulsifying phospholipid suspension (SEPS) was formulated using caprylocaproyl macrogol-8
glycerides (S)/ (lecithin/ propylene glycol) (Cs)/ caprylic/capric triglyceride (O) self-emulsifying
system. Km 3:2 was evaluated and for further investigation SEDDS with SCs/O ratio 8:2 was
selected. Photon correlation spectroscopy has shown ability of SEPS supernatant to produce
emulsion droplet size Diatoms, which represent fossilized skeletons of photosynthetic algae with
complex 3 — dimensional (3D), porous structure consisting of amorphous silica, obtained by
purification of diatomaceous earth, was used as solid carrier. Different solid samples of CBZ
suspension in SEDDS, called solid self — emulsifying phospholipid suspension (SSEPS), were
prepared using two methods: adsorption of CBZ dispersion in SEDDS by gentle mixing with
diatoms in mortar with pestle (Method A) or dispersion of diatoms in ethanol solution of CBZ
and SEDDS components, followed by ethanol evaporation (Method B). Release rate of CBZ
from SSEPS was significantly higher in comparison to pure drug, physical mixture of diatoms
and CBZ as well as solid dispersion of pure CBZ and diatoms obtained by ethanol evaporation.
The dissolution of CBZ from SSEPS sample prepared using method B was faster than from the
sample prepared by the method A. Higher dissolution for sample prepared by the method B can
be attributed to the partial adsorption (deeper localization) of liquid material inside the pores of
diatoms. Upon storage of the samples under accelerated conditions (40°C and 70% RH) for 10
weeks no significant changes in CBZ crystallinity and dissolution was in case of SSEPS,
contrary to solid dispersion with increased crystallinity, indicating that diatoms with adsorbed
liquid CBZ — loaded SEPS can maintain initial CBZ characteristics. Self-emulsifying pellets
were formulated by layering SEPS formulation on the surface of sugar pellets, 710- 825 pm i
size, using fluid-bed coater and ethanol/water 9/1 dispersion medium. Optimized amounts of



colloidal silica (anti-tacky agent) as well as hidroxypropilmethylcellulose (as binder) were used.
During characterization of self-emulsifying pellets it was found that CBZ is mostly present in P-
monoclinic form. Dissolution of CBZ from self-emulsifying pellets was faster in comparison to
pure CBZ. Higher dissolution rate can be attributed to presence of SEDDS system, rich with
surfactants, as well as high surface area of water soluble sugar beads. Dynamic in vitro lipolysis
of solid self-microemulsifying formulations was conducted using porcine pancreatin as lipase
source and continuous addition of calcium ion. It was found that rate of lipolysis depends from
type of adsorbent leading that silica based adsorbents generated higher lipolysis rate in
comparison to magnesium-aluminometasilicate adsorbents. Also, rate of lipolysis in SSMEDDS
formulations with magnesium-aluminometasilicate adsorbents depends from specific surface
area where higher values led to slower lipolysis rate. All formulations have show slight increase
(1 - 7%) in CBZ content in pellet phase during the lipolysis indicating that there is no significant
effect of lipolysis on solubilization capacity of formulations. Amount of CBZ present in pellet
phase also depended from type of adsorbent where magnesium-aluminometasilicate adsorbents
show slightly lower CBZ amount. Also amount of CBZ in pellet phase depended from
SMEDDS/adsorbent ratio where higher ratio led to lower CBZ content in pellet phase.

Keywords: Solid self- microemulsifying drug delivery systems, solid self - emulsifying
phospholipid suspension, self-emulsifying pellet, magnesium aluminometasilicate, porous silica,
diatom, dissolution rate improvement, dynamic in vitro lipolysis, lecithin carbamazepine.

UDK number: 615.453.2:[001.891.53:615.011(043.3)
615.1.213:615.453(043.3)

Field of research: Pharmacy

Specific field of research: Pharmaceutical technology



SADRZAJ

UV OD .ot 1
OPSTIDEQ ...........ooooooooooiiiieeeeeessssosseeeseeees s 4
1. Lipidne formulacije za oralnu primenu ..o 5
2. LipidNi €KSCIPIJENST ....ocveviiiiieieiei e 12
3. Studije faznog ponasanja ...............c.cccooviiiiiiiii 18

4. Cvrsti samodispergujuéi sistemi (eng. Solid Self(Micro)Emulsifying Drug

Delivery Systems) —SS(M)EDDS............ccoooiiiiiiiiiiee, 21
5. Savremeni porozni adsOrbenSt .............ooiiii i 24
6. Invitromodel lipolize ... ..o, 35

7. Fizi¢ko-hemijske osobine, stabilnost, delovanje

I upotreba Karbamazeping ........coovveiiieiieeieie e 41

8. Tehnike karakterizacije ¢vrstih samodispergujuéih sistema ............... 43

CILIEVI ISTRAZIVANJA ........ooooovooooeeeeecoeeeeeeeeoeeeeeeeoeeeeeeeeeeeereeeesesee e 45

EKSPERIMENTALNI DEO ...t 47
9. FORMULACIJA I KARAKTERIZACIJA CVRSTOG SAMOMIKRO-

EMULGUJUCEG SISTEMA ...........ooooooooevoeeoeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeereee e 48

9.1. Materijali 1 MELOUE ........coouiirrieeeee e 48

9.1.1. MaAterifali ....ccoveiiiiiciicieee e 48

0.1.2. MELOTE ... e 48

9.1.2.1. Ispitivanje rastvorljivosti karbamazepina ............c.ccccvenneen. 48

9.1.2.2. Priprema SMEDDS - Konstrukcija
pseudoternernog faznog dijagrama .........c.ccoceeevvreeieiennnn 49
9.1.2.3. Odabir SMEDDS za dalja ispitivanja .........c..cccceeeveevvernnnnnn. 50

9.1.2.4. Reoloska karakterizacija SMEDDS formulacije ................. 50



9.1.2.5. Odredivanje prosecne veli¢ine pre¢nika kapi primenom
fotonske korelacione spektroskopije ......c.cccoeveviviinn.... 52
9.1.2.6. Priprema ¢vrstog SMEDDS sistema (SSMEDDS) ................ 52
9.1.2.7. Karakterizacija SSMEDDS formulacija primenom
diferencijalne skenirajuce kalorimetrije ...........c.ccoovvvvriveinenen. 53
9.1.2.8. Karakterizacija SSMEDDS formulacija primenom infracrvene
spektroskopije sa Furijeovom transformacijom ....................... 54
9.1.2.9. In vitro ispitivanje brzine rastvaranja karbamazepina (CBZ)
1Z SSMEDDS fOrmulacija..........cccooevinininiieieic e 54
0.2. Rezultati 1 diSKUSIJA .......cviveviiieiiee e 55

9.2.1. Fazno ponasanje pseudoternernog sistema i odabir

SMEDDS fOrmMUIACITE ..o 55
9.2.2. RAStVOIrIJIVOSE CBZ ........coiiiiiiieie et 57
9.2.3. Reoloska karakterizacija SMEDDS formulacije ................... 57

9.2.4. Odredivanje prose¢ne veli¢ine precnika kapi primenom
fotonske korelacione spektroskopije .............cccceeeviiiinnnnn. 63
9.2.5. Karakterizacija SSMEDDS formulacija primenom
diferencijalne skenirajuce kalorimetrije i infracrvene
spektroskopije sa Furijeovom transformacijom .........ccccocevevnnene.. 66

9.2.6. In vitro ispitivanje brzina rastvaranja karbamazepina
iz SSMEDDS formulacija .........ccccovevvevieiieiiece e 72

10. FORMULACIJA I KARAKTERIZACIJA CVRSTE

SAMOEMULGUJUCE FOSFOLIPIDNE SUSPENZIJE (SSEPS) ......... 76
10.1. Materijali 1 Metode ..........cccovvieiiicicc e 76
10. 1.1 MALEETJAIT ..ot 76

L0.1.2. IMBEOAER ..ot eee et eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeennees 76



10.1.2.1. Priprema te¢ne samoemulgujuce fosfolipidne
SUSPENZIJE (SEPS) ..ot 76

10.1.2.2. Odredivanje prosecne veli¢ine pre¢nika kapi primenom

fotonske korelacione spektroskopije .........cccccviiiiniiiinnnnns 77
10.1.2.3. Opticka mikroskopija SEPS formulacije .............cccceeenenne. 77
10.1.2.4. Priprema ¢vrste SEPS (SSEPS) formulacije ...........ccccue...... 78

10.1.2.5. Karakterizacija SSEPS formulacija primenom diferencijalne
skenirajuce kalorimetrije ..........ccoovvnieiiieniieniieseecee 80

10.1.2.6. Karakterizacija SSEPS formulacija primenom difrakcije X

10.1.2.7. In vitro ispitivanje brzina rastvaranja CBZ

iz SSEPS formulacija.........cccccevveveiieiiicic e 80

10.1.2.8. Skenirajuca elektronska mikroskopija SSEPS .................. 81

10.1.2.9. Ubrzana studija stabilnosti SSEPS formulacija .................... 81

10.2. Rezultati i diSKUSTJA ....ccocvnieiiii e 82

10.2.1. Odabir odgovaraju¢e samoemulgujuce formulacije
kao disperznog medijuma za SEPS............ccooviiiiiineniiesee 82
10.2.2. Odredivanje prosecne veli¢ine prec¢nika kapi SEPS primenom
fotonske korelacione spektroskopije .........cceceeeeeeevevininee..... 85
10.2.3. Odredivanje veli¢ine cestica karbamazepina u tecnoj SEPS
pomocu opticke mikroskopije ..........ooviiiiiiiiiiiiiiiii 88
10.2.4. Karakterizacija ¢vrste samoemulgujuce fosfolipidne suspenzije
(SSEPS) primenom diferencijalne skenirajuce kalorimetrije,
difrakcije X-zraka i skenirajuée elektronske mikroskopije ....... 89
10.2.5 In vitro ispitivanje brzine rastvaranja CBZ iz
SSEPS formulacija .......cccoovvviiiiiieieccc e 95

10.2.6 — Rezultati ubrzane studije stabilnosti SSEPS formulacija ......... 97



11. FORMULACIJA | KARAKTERIZACIJA SAMOEMULGUJUCIH PELETA 101

11.1. Materijali i MetOde ..o 101
11.1.1. Materijali c.occveeeeeeie e 101

11.1.2. MELOTE ... 101
11.1.2.1. Izrada samoemulgujucih peleta karbamazepina ................... 101
11.1.2.2. Opticka mikroskopija samoemulgujucih peleta ................... 104

11.1.2.3. Odredivanje prosecne veli¢ine pre¢nika kapi primenom

fotonske korelacione spektroskopije .........cccccviiiiniiinnnnns 104
11.1.2.4. Karakterizacija samoemulgujucih peleta primenom

diferencijalne skenirajuce kalorimetrije ...........c.ccovvvieinnn, 105
11.1.2.5. Karakterizacija samoemulgujucih peleta primenom difrakcije

X = ZEAKA o 105

11.1.2.6. In vitro ispitivanje brzina rastvaranja CBZ

iz samoemulgujucih peleta ... 105

11.2. Rezultati 1 QiSKUSTJA .......ovviieiiiiiiiiisieeieee s 106
11.2.1. Oblaganje samoemulgujucih peleta ...........cccovveriiiiiiiiiiienn, 106

11.2.2. Opticka mikroskopija samoemulgujucih peleta ............c.ccoe... 107

11.2.3. Odredivanje prose¢ne velicine precnika kapi primenom fotonske
korelacione spektroskopije (PCS) .....ccccvvevviieeie i 109
11.2.4. Karakterizacija samoemulgujucih peleta primenom diferencijalne
skenirajuce kalorimetrije (DSC) i difrakcije X - zraka (XRD) .. 112
11.2.5. Invitro ispitivanje brzine rastvaranja CBZ
1z samoemulgujucih peleta ............ccccoeiiiiiiiiiieeneeea.. 115
12. IN VITRO DINAMICKA LIPOLIZA CVRSTIH
SAMOMIKROEMULGUJUCIH SISTEMA (SSMEDDS)



ZA ORALNU PRIMENU ....cociiiiiiiiic s 117

12.1. Materijali i MetOde ... 117
12.1.1. Materijali ...cccocoveieeieiie e 117

12.1.2. METOTE ...t 118
12.1.2.1. Dinamicki in vitro model lipolize .........ccccoovvvevivivcinenenne, 118

12.1.2.2. Stepen lipolize i odredivanje sadrzaja CBZ iz ¢vrstih

SSMEDDS u toku in vitro dinamicke lipolize .................. 120

12.2. Rezultati i diskUSIJa ..........cooviiiiii e, 121
ZAKLUCAK ............c.ooiiiiiiiee e 132
LITERATURA L e 139
BIOGRARFIIA ..ot 156
PRILOZI ..ottt s 157

Prilog A — Karakteristike surfaktanata koji se koriste prilikom izrade samodispergujuéih

TOPMUIBCTIA .ttt nb b nre s 157
1. PEG-8 kaprilno/kaprinski gliceridi ...........cccocvvvvnirnnnne 157
2. PEG - 40 hidrogenizovano ricinusovo ulje ................... 159
3. Polisorbat — 80 .......ccccovieiiiiiiiesee e 161

Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske
VErzije doktorata ..........ccccevvevieieeieeie e 164
1ZJava 0 QULOISIVU ...oocviiiie e 165

[zjava 0 KOTISCONJU ...ooevvieiiieiieiecece e 166



UVOD

Tokom poslednje dve decenije intenzivno se istrazuje razvoj lipidnih formulacija sa
lipofilnim lekovitim supstancama, pri ¢emu su se istrazivanja uglavnom fokusirala na
izradu razli¢itih samoemulgujucih (eng. Self-emulsifying drug delivery system - SEDDS) i
samomikroemulguju¢ih (eng. Self-microemulsifying drug delivery system - SMEDDS)
sistema koji se objedinjeno mogu zvati samodispergujuci sistemi (Kuentz, 2012).
Najnovija istrazivanja ispituju podobnost samoemulgujuée fosfolipidne suspenzije (eng.
Self-emulsifying phospholipid suspension - SEPS), novog ¢lana grupe samodispergujucih
sistema, kao nosaca teSko rastvorljivih lekovitih supstanci (Shanmugam i sar., 2011).
Lipidne formulacije za oralnu (peroralnu) primenu se uobicajeno pripremaju kao te¢ni
preparati. Medutim, brojne prednosti ¢vrstih farmaceutskih oblika kao $to su niska cena
proizvodnje, lakoca procesne kontrole, dobra reproducibilnost i mnoge druge, dovele su do
usmeravanja razvoja lipidnih formulacija ka ¢vrstim lipidnim sistemima, posebno ¢vrstim
samodisperguju¢im sistemima. Ovi terapijski sistemi potencijalno mogu da poseduju sve
prednosti lipidnih formulacija kao i prednosti savremenih poroznih adsorbenasa, na koje se
lipidne formulacije adsorbuju i koji vrlo Cesto imaju sinergisticki efekat na brzinu
rastvaranja lekovite supstance. Takode, Cvrste lipidne formulacije se odredenim
farmaceutsko-tehnoloskim operacijama lako mogu prevesti u razlicite farmaceutske oblike
kao Sto su tablete, kapsule, pelete punjene u tvrde kapsule i drugi (Uchida i sar., 2012;
Kallakunta i sar., 2012).

Razvoj ¢vrstih samodispergujuc¢ih formulacija, u cilju poboljSanja efikasnosti postojecih
lekovitih supstanci, predstavlja jedan od novijih pristupa farmaceutske tehnologije. Oko 70
— 80 % postojec¢ih i oko 40 % novosintetisanih lekovitih supstanci predstavljaju tesko
rastvorljiva jedinjenja (Lipinski, 2002; Palmer, 2003). Shodno LADMER sistemu, kako bi
se lekovita supstanca nakon peroralne primene resorbovala, mora se predhodno osloboditi
iz sistema 1 rastvoriti u GI tecnosti (Ritschel, 1992). 1z tog razloga veliki istrazivacki

napori se ulazu u cilju poboljSanja brzine i1 rastvorljivost tesko rastvorljivih lekovitih
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supstanci, prilikom ¢ega Cvrsti samodispergujuci sistemi predstavljaju perspektivne nosace
pomocu kojih se potencijalno moze posti¢i poboljsanje bioloSke raspolozivosti tesko
rastvorljivih jedinjenja (Gursoy i Benita, 2004). Prilikom razvoja novih formulacija, cilj je
da se dobiju sistemi sa optimalnom distribucijom lekovite supstance, dobrim liberacionim
profilom, §to duzim rokom trajanja i sa niskim toksi¢nim potencijalom. PoSto u sastav
¢vrstih samodispergujucih sistema ulaze surfaktantna faza (surfaktant i/ili kosurfaktant),
uljana faza, lekovita supstanca koja moze biti rastvorena i/ili dispergovana u smesi ove dve
faze i adsorbens, koji obicno predstavlja prasak odgovarajucih fizi¢ko-hemijskih
karakteristika, 1 obzirom da je neophodno koristiti visoke koncentracije PAM, pitanje
bioloske prihvatljivosti i ekonomi¢nosti ovih sistema je od velikog znacaja. 1z tog razloga
noviji pristup prilikom razvoja ¢vrstih samodispergujuéih sistema jeste upotreba niskih
koncentracija nejonskih PAM, koje predstavljaju relativno bezbedne tenzide sa malim
iritabilnim potencijalom kao i prirodnih adsorbenasa odgovaraju¢ih fizicko-hemijskih
karakteristika, €ija je proizvodnja znatno jeftinija u odnosu na sintetske nosace sli¢nih

karakteristika (Melo i sar., 1999).

Zbog kompleksnog sastava ¢vrstih samodispergujucih sistema vrlo je tesko predvideti
ponaSanje sistema nakon peroralne primene. RazliCita struktura 1 sadrZzaj surfaktanta,
kosurfaktanta i ulja, razli¢iti odnos te¢nog samodispergujuceg sistema sa nosacem kao i
fizicko-hemijske osobine samog nosata mogu dovesti do veoma razlicitih rezultata u
pogledu brzine i obima oslobadanja lekovite supstance. Takode usled amfifilne strukture
mnogih aktivnih komponenti, 1 udeo lekovite supstance moZe imati znatni efekat na
sopstvenu brzinu rastvaranja kod samodisperguju¢ih formulacija (Pouton, 1997; Tang i
sar., 2008). Iz tog razloga koriS¢enjem uobicajenog postupka ispitivanja brzine rastvaranja,
Cesto se ne moze adekvatno i ta¢no predvideti ponaSanje ispitivanih samodisperguju¢ih
formulacija in vivo. Postoji velika zainteresovanost istraZzivaca za razvoj biorelevantnih
medijuma kao 1 razliCitih statickih ili dinamickih modela lipolize u cilju preciznijeg
predvidanja ponasanja samodisperguju¢ih formulacija in vivo (Sasseine i sar., 2010;

Wagner i sar., 2012).



Brojne studije su potvrdile da ¢vrste samodispergujuc¢e formulacije mogu znatno da
poboljsaju oslobadanje i rastvaranje tesko rastvorljivih lekovitih supstanci nakon peroralne
primene. Medutim, posto su razvijene i sintetisane brojne PAM, rastvaraci i ulja razli¢itih
osobina, nije mogucée davati opste zakljucke u pogledu izbora vrste 1 koncentracije tenzida
1 uljane faze, ve¢ je neophodno ispitati svaki sistem ponaosob. Odabir odgovarajuceg
adsorbensa je takode od velikog znacaja usled uticaja nosaca na fiziCku stabilnost lekovite
supstance (precipitacija na povrSini adsorbensa, polimorfni prelaz i drugi vidovi
interakcija), prilikom ¢ega moze do¢i do promene brzine rastvaranja (Nazzal i Khan, 2006;
Kallakunta i sar., 2012). Samim tim brzina rastvaranja lekovite supstance iz Cvrstog
samodispergujuceg sistema se moze znatno razlikovati u zavisnosti od koriS¢enih
ekscipijenasa, a moze u velikoj meri zavisiti od fizicko-hemijskih karakteristika same

lekovite supstance (Agarwal i sar., 2009).
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1. Lipidne formulacije za oralnu primenu

Resorpcija lekovite supstance nakon oralne (peroralne) primene zavisi pre svega od
njene rastvorljivosti i permeabilnosti. U cilju postizanja zadovoljavajuce efikasnosti
terapije peroralnom primenom lekovitog oblika, lekovita supstanca mora prvo da se
rastvori u gastrointestinalnim te¢nostima i nakon toga da permeira kroz zid intestinuma

(Slika 1.1) (Aulton, 2002).

Rastvaranje Z
Dezintegracija * @ Rastvaranje L IR Apsorpcija / ;
® o B3 AT > Sistematska
L ° L ' .o cirkulacija
. Molekah lekovite
Cvrsti farmacentski Gramile supstance
oblik
Zid intestinalne celije

Slika 1.1 - Shematski prikaz oslobadanja i rastvaranja lekovite supstance iz cvrstog
farmaceutskog oblika za peroralnu primenu neophodnih za resorpciju iz GIT — a u

sistemsku cirkulaciju

Karakteristike lekovitih supstanci koje imaju najveci uticaj na apsorpciiju nakon
peroralne primene (rastvorljivost 1 permeabilnost) su posluzile za njihovu klasifikaciju
1995. godine uvodenjem Biofarmaceutskog sistema klasifikacije (BSK)' u kome su sve
lekovite supstance klasifikovane prema njihovoj rastvorljivosti u vodi i permeabilnosti

kroz intestinalnu membranu (Amidon i sar., 1995; Ritschel, 1992). BSK klasifikacija se

! Biofarmaceutski Sistem Klasifikacije (BSK) — predstavlja sistem klasifikacije lekovitih supstanci na osnovu
njihove rastvorljivosti i permeabilnosti. Prema FDA smernicama predstavlja validan vodi¢ za predvidanje
intestinalne resorpcije lekovite supstance. Osnove ovog sistema klasifikacije je postavio Gordon Amidon za
Sta je avgusta 2006 godine na FIP — ovom (eng. International Pharmaceutical Federation) kongresu odrzanom
u Salvadoru, Brazil, dobio nagradu za istaknuti nau¢ni rad (eng. Distinguished Science Award).
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Siroko koristi prilikom evaluacije razvoja razli¢itih farmaceutskih preparata u
farmaceutskoj industriji kao i razvoja brojnih zahteva regulativnih tela (CDER/FDA, U.S.
Food and Drug Administration, Center for Drug Evaluation and Research: Guidance for
industry: Waiver of in vivo bioavailability and bioequivalence studies for immediate-
release solid oral dosage forms based on a biopharmaceutics classification system, 2000;
EMEA, European Medicines Agency, Committee for Medicinal Products for Human Use
(CHMP): Guideline on the investigation of bioequivalence, 2010). Uzimajuéi u obzir da
oko 70 — 80 % postojecih lekovitih supstanci predstavlja teSko rastvorljiva jedinjenja
(Porter i sar., 2008), sve ucestalije se javlja problem nepredvidive, neregularne i nepotpune
resorpcije aktivne komponente ¢vrstog farmaceutskog oblika. Problem sa bioloSkom
raspolozivoséu se moze prevazi¢i poboljSanjem intestinalne permeabilnosti kao i

rastvorljivosti lekovite supstance.

Lekovita supstanca permeira kroz intestinum, trancelularnim putem, ili pak izmedu
¢elija, paracelularnim putem (H&mildinen 1 Frostell-Karlsson, 2004). Permeacija
trancelularnim putem najve¢im delom zavisi od lipofilnih karakteristika molekula i upravo
iz tog razloga se tim karakteristikama pridaje veliki znacaj prilikom optimizacione faze
razvoja nove lekovite supstance (Kerns i1 Di, 2003). Najve¢i deo farmaceutskih
istrazivanja, u cilju poboljSanja bioloske raspoloZivosti, se fokusira na postizanje bolje
rastvorljivosti lekovite supstance i iz tog razloga prve kandidate prilikom odabira lekovite
model supstance predstavljaju jedinjenja iz BSK grupe 2 (niska rastvorljivost; visoka

permeabilnost) (Fahr i Liu, 2007).

Uobicajeni pristupi u cilju poboljSanja brzine rastvaranja tesko rastvorljivih supstanci u
vodi su redukcija veli¢ine Cestica 1 formiranje lako rastvorljivih soli. Medutim, u
odredenim slucajevima ovi pristupi ne daju zadovoljavajue rezultate u poboljSanju
bioraspolozivosti. Postoje prakti¢na ogranienja u smanjenju veli¢ine Cestica koje se moze
posti¢i konvencionalnim metodama. Takode za formiranje soli mora postojati jedna slabo
kisela ili slabo bazna farmakofora, §to Cesto nije slucaj. Ako se odgovarajuc¢a so i1 formira
moze se pokazati kao neefikasna u poboljSanju bioraspolozivosti zbog pH posredovane

precipitacije u GIT-u nakon inicijalnog rastvaranja. PoboljSanje bioraspolozivosti, u tim
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slucajevima, moze se posti¢i upotrebom lipidnih ekscipijenasa, i formulisanjem lipidnih

formulacija, mada ove formulacije mogu pokazati odredena ogranicenja.

Uprkos svemu upotreba prirodnih i/ili sintetskih lipida radi poboljSanja bioloske
raspolozivosti lipofilnih, u vodi tesko rastvorljivih lekovitih supstanci, pokazuje porast
poslednjih godina. Smatra se da lipidi poboljsavaju biolosku raspolozivost tesko
rastvorljivih supstanci tako $to se njihovom upotrebom prevazilaze ogranicenja, nastala
zbog spore i nekompletne solubilizacije leka u organizmu, na taj nacin §to podsticu
stvaranje micela unutar intestinuma koje sadrze tesko rastvorljivu supstancu. Ubrzavanje
stvaranja micela nije toliko posledica direktnog delovanja lipida, koji ulaze u sastav
formulacije, koliko proizvoda njihovog varenja (Pouton, 2000; 2006). PoboljSanju bioloske
raspoloZivosti doprinosi i to $to visoko lipofilne lekovite supstance, koje ulaze u sastav
micela i resorbuju se od strane intestinuma, ulaze u sastav hilomikrona, koji se formiraju u
enterocitima, i tako odlaze u sistem limfnih sudova zaobilaze¢i portalni krvotok i efekat
prvog prolaza kroz jetru (Porter 1 Charman, 2001). Takode novija istraZivanja pokazuju da
odredeni lipidni ekscipijenci polioksietilovanog tipa poboljSavaju biolosku raspolozivost
inhibicijom P glikoproteina, proizvoda MDR1 gena, koji predstavlja glavni proteinski

nosac, odgovoran za efluks ksenobiotika (Hugger i sar., 2002).

Sumarno gledano mehanizmi kojima lipidni ekscipijensi povecavaju resorpciju su:
- Solubilizacija leka u intestinalnoj te¢nosti (Slika 1.2 A),
- Izmena transportnih mehanizama u enterocitima (Slika 1.2 B),

- Izmena puta leka u sistemsku cirkulaciju (portalni krvotok vs. limfni sudovi) (Slika 1.2

O).
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Slika 1.2 - Shematski prikaz osnovnih mehanizama poboljSanja resorpcije lekovite

supstance koriS¢enjem lipidnih ekscipijenasa (Porter i sar., 2007)

Lipidni sistemi za peroralnu primenu obuhvataju veliki broj razli¢itih tipova
formulacija, od jednostavnih uljanih rastvora pa sve do kompleksnih smeSa ulja,
surfaktanta, kosurfaktanta i korastvara¢a. Novije formulacije iz ove grupe predstavljaju
tipicne samodispergujuce sisteme koji se uobi¢ajeno nazivaju samoemulguju¢i, SEDDS
(eng. Self Emulsifying Drug Delivery Systems) ili samomikroemulguju¢i, SMEDDS (eng.
Self Micro-Emulsifying Drug Delivery Systems) sistemi (Pouton, 2006). Od skora uveden
je novi tip samodispergujuceg sistema, samoemulgujuce fosfolipidne suspenzije, SEPS
(eng. Self Emulsifying Phospholipid Suspensions) u kome je lekovita supstanca
dispergovana, a ne rastvorena u samodisperguju¢em matriksu (Shanmugam, 2011). U cilju
boljeg definisanja i eventualne kategorizacije razli¢itih lipidnih formulacija koje su od
znacaja za istraZivanja na polju savremenih nosaca lekovitih supstanci, uveden je sistem

klasifikacije lipidnih formulacija (Tabela 1.1) (Pouton, 2000, 2006).



Tabela 1.1 — Sistem klasifikacije lipidnih formulacija (Pouton, 2000; 2006)

Pomoc¢ne materije u formulaciji Sastav formulacije (%, m/m)
Tip  Tip Tip Tip Tip
I I mA 1B IV
Ulje: trigliceridi ili meSani mono i digliceridi 100 40-80 40-80 <20 -
Surfaktanti sa HLB* < 12 - 20-60 - - 020
Surfaktanti sa HLB* > 12 - - 20-40 20-50 30-80

Hidrofilni korastvaraci (npr. PEG, propilenglikol,

. . . - - 040 20-50 0-50
dietilenglikol-monoetiletar)

* HLB — Hidrofilno-lipofilni balans

Lipidne formulacije tipa I predstavljaju rastvore lekovite supstance u odredenim uljima,
dok lipidne formulacije tipa II sadrze dodatno i surfaktant niske HLB vrednosti. Medutim
najvise se istrazuju lipidne formulacije tipa III $to je dovelo do komercijalizacije nekoliko
proizvoda ovog tipa kao §to su: Neoral® (ciklosporin) 1 Sandoimmune® (ciklosporin)
(Novartis Pharmaceuticals UK Ltd, Frimley, Camberley, Velika Britanija), Gengraf®
(ciklosporin), Kaletra® (lopinavir i ritonavir) i Norvir® (ritonavir) (Abbott Laboratories,
Tlinois, SAD), Rapamune® (sirolimus) (Wyeth-Ayerst, parent Pfizer, Njujork, SAD),
Aptivus® (tipranavir) (Boehringer Ingelheim, Ingelheim, Nemacka) i drugi (Strickley, 2007).
Ipak iz razloga Sto lipidne formulacije tipa III mogu da sadrZe 3-5 razlicitih ekscipijenasa,
ukljucujuci surfaktante i visoke i niske HLB vrednosti, ove formulacije mogu da poseduju
razli¢ite karakteristike. Stoga je ovaj tip lipidnih formulacija dodatno podeljen na tip IIIA i
IIIB, prilikom ¢ega lipidne formulacije tipa IIIA sadrZe znacajan udeo ulja dok su lipidne
formulacije tipa IIIB predominantno rastvorljive u vodi i1 sadrZze manji udeo uljane faze
(Tabela 1.1). Takode lipidne formulacije tipa IIIB pokazuju vecu incidencu precipitacije
lekovite supstance nakon dispergovanja u spoljas$njoj fazi u odnosu na lipidne formulacije
tipa IIIA, Sto ukazuje da ove formulacije imaju znacajan uticaj na fizicko stanje lekovite

supstance u intestinumu, S§to moZe negativno uticati na brzinu resorpcije. Lipidne



formulacije tipa IV, uvedene u system klasifikacije lipidnih formulacija 2006 godine,
sadrze samo surfaktante u svom sastavu i1 predstavljaju tzv surfaktantne sisteme (Pouton,
2006). Nekoliko proizvoda tipa surfaktnatnog sistema se nalazi veé na trzistu: Agenerase®
(Amprenavir) sa D-alfa-tokoferil-PEG-1000-sukcinatom (skr. TPGS) (GlaxoSmithKline,
Brentford, London, Velika Britanija), Ketas® (Ibudilast) sa Cremophor® — om RH 60
(Kyorin Pharmaceutical, Tokio, Japan), Infree® (Indometacin) sa Cremophor® — om RH 60
(Eisai Co, Tokio, Japan), F enogal® (Fenofibrat) sa Gelucir® - om 44/14 (Genus, London,
UK) i drugi (Strickley, 2007).

Disperzije lipidnih sistema u vodi se mogu klasifikovati u tri velike kategorije (Razdan i

Devarajan, 2003):

- Micelarni rastvor,

- Mikroemulzije,

- Konvencionalne emulzije odnosno makroemulzije.

Samodisperguju¢e formulacije koje nakon dispergovanja u medijumu formiraju
stabilne, transparentne, homogene, niskoviskozne i termodinamicki stabilne koloidne
sisteme, mikroemulzije, veli¢ine pre¢nika kapi manje od 50 nm su SMEDDS tipa (Gursoy
1 Benita, 2004). Medutim prema radu Schott — a, mikroemulzije poseduju kapi veli¢ine
precnika od 10 — 100 nm (Schott, 2000). Formulacije SEDDS tipa nakon dispergovanja u
medijumu formiraju belo obojene, termodinamicki nestabilne sisteme. Generalno kod ovih
formulacija, nakon dispergovanja, veli¢ina formiranih kapi je ve¢a nego kod formulacija
SMEDDS tipa. Opste karakteristike SEDDS i SMEDDS sistema predstavljene su u Tabeli
1.2. Micelarni rastvori poseduju micele veli¢ine od 2-5 nm 1 najceS¢e se formiraju
dispergovanjem surfaktantnih sistema. Prilikom formulisanja samodisperguju¢ih sistema
veli¢ina precnika kapi nakon dispergovanja ne treba da bude ograniavajuéi faktor iz
razloga Sto mala veli¢ina pre¢nika kapi ne ukazuje uvek na brzu resorpciju, niti na bolju

solubilizaciju tesko rastvorljive lekovite supstance (Schott, 2000).
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Tabela 1.2 - Opste karakteristike SEDDS i

spoljasnjoj fazi (Patel i sar., 2007)

SMEDDS sistema nakon dispergovanja u

SEDDS

SMEDDS

nakon dispergovanja u spoljasnjoj fazi formira
emulzije koje se sastoje od kapi jedne faze
dispergovane u drugoj

nakon dispergovanja u spoljasnjoj fazi formira
mikroemulzioni sistem

nakon dispergovanja u spoljasnjoj fazi veliCina
kapi je preko 200 nm

nakon dispergovanja u spoljasnjoj fazi veliina
kapi je od 10 — 100 nm

nastale emulzije su bele boje zbog toga Sto je
precnik formiranih kapi veéi od talasne duzine
svetlosti i poseduju vise vrednosti indeksa
refrakcije u odnosu na vodu

nastale mikroemulzije su transparentne i
prozracne, precnik kapi je manji od Y4 talasne
duzine svetlosti i u odnosu na vodu vrlo malo
skre¢u ravan polarizovane svetlosti (vrednost
indeksa refrakcije je jako sli¢na vrednosti
indeksa refrakcije vode)

formirane  emulzije poseduju kapi kao
pojedina¢ne entitete sve dok se ne desi
koalescencija (Ostvaldovo spajanje) sitnijih kapi
u unutrasnje faze u krupnije

,.kapi* mikroemulzije u deli¢u sekunde mogu da
se raspadnu na jednom mestu u sistemu i da se
formiraju na drugom

formirane emulzije su liofobne

formirane mikroemuzije su na granici izmedu
liofobnih i liofilnih koloida

zahtevaju intenzivniju agitaciju za formiranje
emulzije

mikroemulzija se formira blagim meSanjem sa
spoljasnjom fazom

medupovrsinski napon ~ 10~ — 10° mN/m

~1-50 mN/m

stabilnost nakon dispergovanja -
Termodinamicki nestabilni sistemi, faze teze da
se razdvoje kako bi se postigao minimum
slobodne energije

Termodinamicki stabilni sistemi, ukoliko ne
dolazi do promene u sastavu, temperaturi ili
pritisku potencijalno poseduju neogranic¢eno
vreme trajanja

medupovrsina ~ 200 m’/g

~15m’/g
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Proces samodispergovanja jo§ uvek nije dovoljno istrazen. Smatra se da se proces
samodispergovanja deSava onda kada je promena entropije sistema veca nego energija koja
je neophodna za povecanje povrSine unutrasnje faze (Reiss, 1975). Slobodna energija
konvencionalne emulzije predstavlja direktnu funkciju energije neophodne za formiranje
nove povrsine izmedu uljane 1 vodene faze. Ove dve faze vremenom teze da se razvoje sa
ciljem smanjenja dodirne povrSine 1 posledicno slobodne energije sistema. Dodatkom
surfaktanta, koji formira medupovrSinski film, smanjuje se medupovrsinski napon i samim
tim slobodna energija sistema, formiranjem barijere koja sprecava koalescenciju uljanih
kapi u U/V sistemu. Kod SEDDS i SMEDDS sistema emulgovanje se deSava spontano, jer
slobodna energija koja je neophodna da bi se formirala emulzija, odnosno mikroemulzija,
je niska i pozitivna ili ¢ak negativna (Constantinides, 1995). MedupovrSinska struktura ne
sme da pokazuje otpor ka smicanju povrsSine kako bi se formirala emulzija (Dabros i sar.,
1999). Lakoca samoemulgovanja se dovodi u korelaciju sa lako¢om penetracije vode u
fazu tecnih kristala ili gel fazu formiranu na povrsini uljanih kapi (Rang i Miller, 1999;
Wakerly i sar., 1986). Dodatkom samodispergujuée formulacije spoljasnjoj fazi dolazi do
formiranja medupovrSinskog filma na povrSini uljanih kapi. Penetracija vode kroz
medupovrsinski film dovodi do solubilizacije vode u uljanoj fazi koja se deSava dok se ne
postigne odredeni limit. Daljom penetracijom vode kroz medupovrsinski film dolazi do
formiranja dispergovane faze tecnih kristala. Na kraju procesa sve $to je u neposrednoj
blizini medupovrSine predstavlja tecni kristal. Udeo faze tecnog kristala zavisi od vrste 1
koncentracije surfaktanta. Formiranjem faze te¢nih kristala na povrSini kapi one postaju

otpornije na koalescenciju (Rang 1 Miller, 1999).
2. Ekscipijensi koji ulaze u sastav lipidnih formulacija

Lipidne formulacije predstavljaju veliki broj razli¢itih sistema u ¢iji sastav ulaze brojni
ekscipijensi razliCitih karakteristika: surfaktanti, kosurfaktanti, korastavaraci, razli¢ita ulja
kao 1 Cvrsti lipidi. NajceS¢e koriS€eni ekscipijensi prilikom formulisanja

samodispergujucih sistema su predstavljeni u Tabeli 2.1.
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Tabela 2.1 - NajceSce koriS¢eni ekscipijensi prilikom formulisanja samodispergujuéih

sistema (Strickley, 2007)

Ekscipijensi nerastvorljivi
u vodi

Triacilgliceroli

Surfaktanti

Pcelinji vosak
Oleinska kiselina
Masne kiseline soje
d-a-tokoferol (Vitamin E)

mono-di-triacilgliceroli ulja
kukuruza

Srednjelanéani (Cg — C;o) mono-
di-acilgliceroli

Estri propilen-glikola i masnih
kiselina

Dugolancani triacilgliceroli
Kukuruzno ulje
Maslinovo ulje
kikirikijevo ulje
Susamovo ulje

Repicino ulje
Sojino ulje
Hidrogenizovano sojino ulje

Ostala hidrogenizovana biljna ulja

Srednjelancani triacilgliceroli

trigliceridi srednje duZzine lanca
dobijeni iz kokosovog ulja ili ulja
palminog semena

Gliceril-monooleat

PEG-35 ricinusovo ulje
(Cremophor® EL)

PEG-40 hidrogenizovano
ricinusovo ulje (Cremophor®
RH40)

PEG-60 hidrogenizovano
ricinusovo ulje (Cremophor®
RH60)

Polisorbat 20 (Tween® 20)
Polisorbat 80 (Tween® 80)

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

sorbitan-monolaurat (Span 20)

PEG-300 gliceridi oleinske
kiseline (Labrafil® M-1944 CS)

PEG-300 gliceridi linoleinske
kiseline (Labrafil® M-2125CS)

PEG-8 kaprilno/kaprinski gliceridi
(Labrasol®)

PEG-1500 digliceridi laurinske
kiseline (Gelucire® 44/14

Na konacan odabir lipidnih ekscipijenasa koji ¢e uc¢i u sastav lipidne formulacije moze

uticati viSe faktora. Osnovni faktor odabira je bezbednost primene ekscipijensa. Surfaktanti
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nerastvorljivi u vodi teze da penetriraju 1 fluidiziraju bioloske membrane, dok surfaktanti
rastvorljivi u vodi poseduju mogucénost solubilizacije komponenti membrane. Iz tog
razloga svi surfaktanti, nezavisno od tipa, poseduju mogucnost iritacije i posledi¢ne niske
tolerancije, pa je od znacaja dobro razmotriti ne samo vrstu surfaktanta, ve¢ i njegov udeo
u konacnoj formulaciji (Attwood i Florence, 1983). Prilikom formulacije lipidnih sistema
najviSe se koriste nejonski surfaktanti tipa polisorbata ili polioksietilovana jestiva ulja koja
imaju bolji bezbedonosni profil u odnosu na jednolancane surfaktante. Takode nejonski
surfaktanti tipa estra imaju bolji bezbedonosni profil u odnosu na nejonske surfaktante tipa
etra koji su pritom i nesvarljivi. Na trziStu postoji veliki broj nejonskih surfaktanata
(Strickley, 2007). Vecina nejonskih surfaktanata poseduje peroralnu LDs,” vrednost od 50
g/kg tako da se 1 g surfaktanta u formulaciji namenjenoj za jednokratnu peroralnu primenu
dobro podnosi (Attwood i Florence, 1983). Za lipidne formulacije namenjene za leCenje
hroni¢nih poremecaja izbegava se upotreba nejonskih surfaktanata zbog nedostatka
podataka o njihovoj toksi¢nosti nakon peroralne primene u toku duzeg vremenskog perioda
(Strickley, 2007). Prilikom odabira adekvatnog surfaktanta za samodispergujucu
formulaciju Cesto se koriste ispitane supstance koje su ve¢ prisutni u nekom od
komercijalnih proizvoda. Pogodan izvor informacija predstavlja baza podataka US FDA
Center for Drug Evaluation and Research “Inactive Ingredients Database”, koji navodi

masu 1 koncentraciju komponenata kori§¢enih u komercijalnim proizvodima.

Drugi vazan faktor koji treba razmotriti je kompleksnost hemijskog sastava lipidnih
ekscipijenasa. Ukoliko se prilikom formulisanja lipidnog sistema koriste razli¢ita biljna
ulja, moraju se uzeti u obzir eventualne razlike izmedu lipidnih ekscipijenasa koje postoje
kod razli¢itih proizvodnih serija. Pritom su razlike izraZenije ukoliko su biljna ulja
hemijski derivatizovana procesom hidrolize ili esterifikacije. Nejonski surfaktanti, koji su
najcesSce estri polietilen-oksida ili poliglicerola sa komponentama razli¢itih biljnih ulja,
predstavljaju smeSe razli¢itih hemijskih entiteta u razliCitim odnosima. Medutim,

jedinstven hemijski naziv koji im se pridodaje, predstavlja njihov prosecni sastav zbog

? LDy (eng. Lethal Dose, 50 %) — Doza ispitivanog jedinjenja dovoljna da izazove smrt kod 50 % ispitivanih
subjekata.
14



cega nejonski surfaktanti koji poseduju isti hemijski naziv mogu posedovati drugaciji
odnos komponenti u svom sastavu, a potencijalno i razliCite hemijske entitete (Meyer i
sar., 2002). Lipidna formulacija koja poseduje ove ekscipijense mora biti robustna, kako se
eventualne razlike izmedu proizvodnih serija ne bi drastino odrazile na karakteristike
finalnog proizvoda. Lipidni ekscipijensi moraju biti visoko preciScéeni, sa niskim sadrzajem
peroksida, aldehida, metala 1 drugih necistoca koje mogu posedovati potencijalni negativni

uticaj na stabilnost lekovite supstance.

Prilikom formulacije samodisperguju¢eg sistema sa lipolfilnim lekovitim
supstancama, najbitnija komponenta svakako je uljana, ne samo zato $to ova komponenta
moze da rastvori visoku koli¢inu lipofilne lekovite supstance 1 ubrza proces dispergovanja,
vec Sto sastav 1 priroda triacilglicerola uljane faze u velikoj meri utice na udeo leka koji ¢e
se nakon intestinalne resorpcije naéi u sistemskoj cirkulaciji putem limfaticnog sistema
(Gershanik 1 Benita, 2000; Lindmark i sar., 1995; Charman i sar., 1991; Holm i sar., 2002).
Najces¢e se koriste triacilgliceroli dugacke 1 srednje duzine lanaca. Iako predstavljaju
logian izbor, jestiva ulja se retko koriste prilikom formulisanja samodispergujucih
sistema, zato §to Cesto poseduju nizak stepen solubilizacije lipofilnih lekovitih supstanci.
Medutim, za razliku od njih, hemijski modifikovana prirodna ulja se Siroko koriste zbog
boljih samodisperguju¢ih osobina i veceg stepena solubilizacije lipofilnih lekovitih
supstanci  (Constantinides, 1995; Kimura 1 sar., 1994). Polusintetski derivati
srednjelanCanih triacilglicerola koji istovremeno poseduju 1 amfifilne karakteristike se
takode sve viSe koriste prilikom formulisanja samodispergujuc¢ih sistema. Nakon
intestinalne resorpcije lipofilne komponente se transportuju do sistemske cirkulacije putem
limfe, kao sastojak lipidnog jezgra formiranih hilomikrona (Pocock 1 Vost, 1974).
Peroralna primena lipida stimuliSe formiranje hilomikrona prilikom ¢ega lipidi sa masnim
kiselinama dugog lanca (C;» 1 duZe) intenzivnije stimuliSu formiranje hilomikrona 1
poslediéno limfati¢ni transport lipofilne lekovite supstance (Caliph i sar., 2000). Zuéne
soli, monogliceridi, holesterol, lecitin i lizolecitin dodatno potpomazu emulgovanje lipida
u intestinumu formirajuci sitne kapi. Proces varenja ovih kapi se deSava pod dejstvom

pankreasne lipaze (Craig, 1993; Charman, 1992) nakon ¢ega ove kapi postepeno prelaze u
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mesovite micele sa zucnim solima. Nakon penetracije kroz sloj mucina, ove mesovite

micele se resorbuju pinocitozom, difuzijom ili endocitozom (Georgakopoulos i sar., 1992).

Prilikom formulisanja samodispergujucih sistema najceS¢e se koriste surfaktanti sa
visokom HLB (eng. Hydrophilic—Lipophilic Balance — Hidrofilni-lipofilni balans)
vredno$¢u. HLB vrednost predstavlja odnos hidrofilnih i hidrofobnih grupa u molekulu
PAM i ne uzima u obzir njegove interakcije sa uljem i vodom (Griffin, 1949). Surfaktanti
sa visokom HLB vredno$¢u brze formiraju U/V kapi, nakon kontakta sa vodenim
medijumom, i poseduju visoku sposobnost samoemulgovanja, koja se karakteriSe brzim
Sirenjem sistema kroz vodenu fazu. Takode, prilikom odabira surfaktanta koji ulazi u
sastav samodispergujuc¢e formulacije potencijalna toksicnost predstavlja bitan faktor.
Prednost imaju surfaktanti prirodnog porekla (Constantinides, 1995; Holm 1 sar., 2002;
Hauss i sar., 1998), medutim ova jedinjenja Cesto poseduju nizak stepen solubilizacije
lipofilne lekovite supstance. Kako bi se postigla efikasna resorpcija, neophodno je da se
spreci precipitacija lekovite supstance u GI lumenu odrZavajuéi je u solubilizovanom
obliku na mestu resorpcije (Shah i sar., 1994). Vrlo Cesto u sastav samodispergujuce
formulacije, pored surfaktanta, ulazi i tzv kosurfaktant koji takode poseduje amfifilne
karakteristike. Kosurfaktant povecava elasticnost medupovrSinskog na granici izmedu faza
koji formira surfaktant i smanjuje medupovrsinski napon dovodeé¢i do smanjenja prec¢nika
kapi 1 povecanja solubilizacije za lekovitu supstancu u odnosu na ¢ist surfaktant (Patel i
sar., 2007; Biradar i sar., 2009; Parmar i sar., 2011) (Slika 2.1). Efekat kosurfaktanta je

najizrazeniji kad je odnos surfaktant/kosurfaktant (K,,) optimalan.
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g‘iﬁ HIDROFILNA
) FAZA

HIDROFOBNA N \/
FAZA

Kosurfaktant

Surfaktant formira medupovrSinski film

Kosurfaktant povecava elasti¢nost medupovrsinskog filma -
smanjuje medupovrsinski napon

Slika 2.1 - Shematski prikaz efekta kosurfaktanta na elasti¢nost medupovrsinskog filma

(Patel 1 sar., 2007)

Vise koncentracije surfaktanta u samodispergujuc¢oj formulaciji ne dovode uvek do
smanjenja veli¢ine formiranih kapi, ve¢ mogu dovesti ¢ak i do povecanja (Kommuru i sar.,
2001; Craig i sar., 1995). Povecanje veliine kapi se deSava usled povecanja penetracije
vode 1 posledi¢nog narusavanja medupovrSinskog filma, $to dovodi do izbacivanja uljanih

kapi u spoljasnju vodenu fazu (Pouton, 1997).

Pored kosurfaktanta u sastav samodisperguju¢ih sistema mogu uc¢i 1 razliciti
korastvara¢i. Prisustvo korastvaraca u samodispergujucoj formulaciji omogucava
rastvaranje velikih koli¢ina hidrofilnog surfaktanta i/ili lekovite supstance u
odgovaraju¢em lipidu. Najcesce se koriste organski rastvaraci kao §to su etanol, propilen-
glikol 1ili razlic¢iti makrogoli (polietileglikoli, skr. PEG) pogodni za peroralnu primenu.
Ipak prilikom formulacije samodisperguju¢eg sistema koji sadrzi odredeni udeo
korastvaraCa treba razmotriti ¢injenicu da alkoholi 1 drugi isparljivi korastara¢i mogu da
ispare iz formulacije kroz i/ili u zidove meke ili tvrde Zelatinske kapsule §to moZe dovesti
do precipitacije lekovite supstance. 1z tog razloga tezi se formiranju samodispergujucih

formulacija bez alkohola (eng. Alcohol free) (Constantinides, 1995).
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3. Studije faznog ponasanja

Opsti zakljucak je da izbor surfaktanta, kosurfaktanta, korastvaraca i uljane faze koji
ulaze u sastav samodispergujuce formulacije predstavlja izuzetno slozen zadatak, buduéi
da su osobine sastojaka od presudnog znacaja za mikrostrukturu i stabilnost formulacije
kao 1 njen potencijal kao nosaca lekovite supstance. Izuzetna sloZenost fizi€¢ko-hemijskih
interakcija otezava eventualno koncipiranje opStih smernica za odabir odgovarajuceg
ekscipijensa. Isti ekscipijensi pomeSani u razli¢itim odnosima mogu da pokazu znatno
drugacije fazno ponasanje. Iz tog razloga bitno je da odnos komponenti samodispergujuceg
sistema bude optimalan. Koji tip faznog ponasanja pokazuje ispitivana samodispergujuca
formulacija, prilikom razblazivanja sa spoljaSnjom vodenom fazom, utvrduje se studijama
faznog ponasanja (Alany i sar., 2009). U studijama faznog ponaSanja identifikuju se
razli¢ite termodinamicki ravnotezne faze u funkciji molarnih, zapreminskih ili tezinskih
frakcija sastojaka, na odredenoj temperaturi. Ove studije, iako poseduju empirijski
karakter, su neophodne za sagledavanje i razumevanje znacaja 1 uticaja odredenog sastojka
formulacije. Temelje opsteg pristupa u proucavanju faznog ponasanja postavili su Shinoda

i saradnici (LJ. Beki¢, Doktorska disertacija; Shinoda i Kunieda, 1973).

Usled kompleksnosti  sastava fazno ponaSanje  surfaktant/kosurfaktnat/ulje
samodispergujucih sistema je izuzetno sloZeno i na njega utice veliki broj faktora. U toku
istrazivanja neophodno je uzeti u obzir da su komercijalno dostupni surfaktanti zapravo
smeSe srodnih jedinjenja sa razli¢itom duzinom hidrofobnog lanca 1 razli¢itim stepenom
polimerizacije u hidrofilnom delu §to dodatno doprinosi raznovrsnosti faznog ponasanja
samodispergujuceg sistema, prilikom postepenog razblazenja sa vodom 1 oteZanosti
donoSenja konkretnih zaklju€aka o eventualnom uticaju pojedinog sastojka formulacije.
Fazno ponasanje meSavine dve PAM je znatno kompleksnije u odnosu na fazno ponasanje
pojedinacne PAM, jer se povrSinska aktivnost smese tenzida znatno razlikuje u odnosu na
povrSinsku aktivnost pojedinacnog surfaktanta (Arai 1 Shinoda, 1967). Ipak
samodispergujuce formulacije u kojima postoje dve razli¢ite PAM su cCeste, pri cemu se
jedna oznaCava kao primarni surfaktant ili surfaktant, a druga sekundarni surfaktant ili

kosurfaktant. Odnos surfaktanta i kosurfaktanta (K;,) mora da bude optimalan. Prilikom
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karakterizacije odredene samodisperguju¢e formulacije u prvi plan se stavljaju odnos
surfaktanta i kosurfaktanta, koji zajedno predstavljaju surfaktantnu fazu, i odnos uljane i

surfaktantne faze.

Radi grafickog predstavljanja faznog ponasanja samodispergujuc¢e formulacije koriste
se razli¢iti tipovi faznog dijagrama: faznog trougla, faznog tetraedra ili fazne prizme, u
¢ijoj osnovi je Gibbs — ov jednakostrani¢an trougao. Ipak najsire se koristi dijagram faznog

trougla (Slika 3.1).

Slika 3.1 - Shematski prikaz faznog ponasanja samodispergujuceg sistema koriS¢enjem

pseudo-faznog trougla

Stranice trougla predstavljaju nezavisno promenljive parametar, najc¢eS¢e koncentraciju.
Svaka tacka unutar dijagrama predstavlja rezultat rezultuju¢e termodinamicke ravnotezne
faze na odredenoj temperaturi. lako temperatura moZe imati znacajan uticaj na fazno
ponaSanje sistema, uobicCajeno je da se ona ispituje u uskom opsegu vrednosti ili na
konstantnoj temperaturi koja je relativna za namenjeni nacin primene sistema. Opseg
koncentracija sastojaka u okviru kojih se formiraju razli¢ite termodinamicki ravnotezne
faze (oblasti faza) je specifican za svaki sistem, pa se fazni dijagrami smatraju
ofingerprint“ — otiskom prsta datog sistema. Ipak ispitivanje faznog ponaSanja
kompleksnog samodispergujuceg sistema je jako dugotrajan i naporan posao. 1z tog

razloga se Cesto prilikom ispitivanja faznog ponaSanja odredenog sistema koristi fazni
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dijagram tipa trougla, u kome su dve komponente, u odredenom fiksnom odnosu,
predstavljene kao jedna komponenta (tzv pseudo-komponenta). Shodno tome takav fazni
dijagram se naziva pseudo-dijagram (Lj. Deki¢, Doktorska disertacija 2011; Kahlweit,
1999; Schelly, 1997). Najcesce je pseudo-komponenta smesa surfaktanta i kosurfaktanta,
mada moze biti 1 smeSa ulja i kosurfaktanta (Ekwall-Gillberg-ov pristup). Ovim pristupom

se moze povecati broj ispitivanih promenjivih sa tri na Sest 1 viSe (Friberg i Aikens, 2009).

Konstrukcija faznih dijagrama, odnosno fazno mapiranje, obuhvata eksperimentalno
odredivanje polozaja i veliine oblasti razli¢itih faza u faznom dijagramu (Lj. Peki¢,
Doktorska disertacija 2011). Pomenuto fazno mapiranje vrsi se titracionom metodom ili
metodom uzorka. Prvi eksperimentalni pristup obuhvata detektovanje transformacija,
odnosno faznih prelaza, jedne faze u drugu tokom sukcesivnog dodavanja malih porcija (5
— 10 % u svakom koraku) jedne komponente ili pseudo-komponente smesSi ostalih
sastojaka. Kod drugog eksperimentalnog pristupa priprema se kolekcija uzoraka razlicitog
sastava (50 — 100 uzoraka po faznom dijagramu) 1 identifikuje termodinamicki ravnotezna
faza u svakom uzorku. Za ovaj pristup potrebne su velike koli¢ine ekscipijenasa.
Homogene transparentne termodinamicki ravnotezne faze, kao S§to su micele,
mikroemuzije 1 tecni kristali, se vizuelno razlikuju od dvofaznih, trofaznih sistema 1
emulzija. Uobic¢ajen nacin diferenciranja mikroemulzione faze od faze te¢nih kristala je na
osnovu reoloskih karakteristika, pri ¢emu mikroemuzije pokazuju nizi viskozitet u odnosu

na fazu te¢nih kristala (Lj. Peki¢, Doktorska disertacija 2011; Alany i sar., 2009).

U cilju prevazilazenja manuelne pripreme velikog broja uzoraka, kao i smanjenja
troSkova razvoja formulacije pogodnog samodispergujuceg sistema, razvijeni su softverski
pristupi na bazi neuronskih mreza (Peki¢ i1 sar., 2008), kao i pristupi na osnovu
eksperimentalnog dizajna i hemometrije (Jeirani i sar., 2012) u cilju tatnog predvidanja
granica fazne oblasti od interesa na osnovu lako dostupnih ulaznih parametara kao $to su:
koncentracija surfaktanta, koncentracija ulja, K;, vrednost i drugi. Odredivanje faznih
oblasti je joS viSe otezano kod sistema kod kojih se sporo uspostavlja termodinamicka
ravnoteza (npr. nakon nekoliko sati), gde vrlo cesto dolazi do greske usled zamene

stabilnog stanja sistema sa metastabilnim prelaznim stanjem. Kod ovih sistema pogodnija
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je metoda pripreme uzoraka u odnosu na titracionu metodu zbog brze i lako ponovljive
pripreme uzorka. Vreme neophodno za uspostavljanje termodinamicke ravnoteze se moze

skratiti meSanjem ili primenom ultrazvuka (Kahlweit, 1999).

4. Cvrsti samodispergujuéi sistemi (eng. Solid Self(Micro)Emulsifying

Drug Delivery Systems — SS(M)EDDS)

Samodispergujuc¢e formulacije se uobicajeno formuliSu kao te¢ni farmaceutki oblici.
Medutim, te¢ni farmaceutski oblici poseduju odredene nedostatke, posebno ukoliko se
koriste tecni lipidni ekscipijensi, kao §to su: visoki troSkovi prizvodnje, niska stabilnost,
otezan 1 zahtevan transport i1 relativno nizak stepen reproducibilnosti 1 dr. (Tang i sar.,
2008). Takode u te¢nim lipidnim sistemima moze do¢i do ireverzibilne precipitacije

lekovite supstance (Prajapati i Patel, 2007).

ZnacCajan problem u samodisperguju¢im formulacijama predstavlja i visok sadrzaj
surfaktanata (30 — 60 %), koji moze dovesti do GI iritacije prilikom kontinuirane peroralne
primene. Alternativu, u cilju prevazilazenja i/ili smanjenja predhodno pomenutih
nedostataka, predstavljaju ¢vrsti samodispergujuci sistemi. Ovi sistemi se formuliSu tako
Sto se te¢ni samodispergujuci sistem adsorbuje na ¢vrst nosac ili se prevede u Cvrsto stanje

koriS¢enjem drugih tehnika (Tabela 4.1).
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Tabela 4.1 - Tehnike prevodenja tec¢nih samodispergujuéih formulacija u cvrste

(Tang i sar., 2008)

Metode topljenja Metode u kojima se koristi Druge metode
rastvarac
Brzim hladenjem otopljenog Susenje rasprsivanjem Istovremeno usitnjavanje
materijala
Ekstruzija topljenjem SusSenje smrzavanjem Direktna adsorpcija na ¢vrste
nosace
Granulacija topljenjem Metoda superkriti¢nih fluida Elektrostaticka metoda
upredanja
Zamrzavanje/hladenje rasprsivanjem Susenje rasprSivanjem u

hladnom vazduhu

Metoda kapanja Oblaganje u komori sa
fluidiziraju¢im vazduhom

Direktno punjenje u kapsule Precipitacija na adsorbensu
pomocu evaporacije

Primenom farmaceutsko-tehnoloskih operacija ovi sistemi se mogu prevesti u konacan
farmaceutski oblik tipa tableta (Attama 1 sar., 2003; Nazzal 1 sar., 2006), peleta (Abdalla 1
Mader, 2007; Franceschinis 1 sar., 2005) i drugih. Samim tim SS(M)EDDS sistemi
objedinjuju prednosti samodispergujucih sistema (povecana rastvorljivost 1 resorpcija
lekovite supstance) sa prednostima Cvrstih farmaceutskih oblika kao $to su: niski troSkovi
proizvodnje, visoka stabilnost i dobra reproducibilnost, laka procesna kontrola, bolja

komplijansa od strane pacijenta-korisnika i drugi.

Najcesc¢e koriS¢ene tehnike dobijanja SS(M)EDDS sistema su: direktno punjenje u
kapsule, suSenje rasprSivanjem, adsorbovanje na Cvrste nosace, granulacija topljenjem i

ekstruzija topljenjem (Tang i sar., 2008).

Prednosti punjenja samodispergujucih sistema u kapsule su: lakoca proizvodnje 1 lako
doziranje jednostavnom promenom volumena punjenja. Punjenje  poluCvrste
samodispergujuce formulacije u kapsule se vrsi u Cetiri koraka: zagrevanje smese lipidnih

ekscipijenasa 20°C iznad temperature topljenja, rastvaranje ili suspendovanje lekovite
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supstance u otopini (npr. meSanjem), punjenje kapsula sa otopinom i naknadno hladenje na
sobnoj temperaturi. Ukoliko je samodispergujuca formulacija te€na, proces punjenja
kapsula je dvostepen i ukljucuje punjenje i zaptivanje kapsula bilo dodatnom zastitom na
spoju dva dela tvrde Zelatinske kapsule ili mikrosprej zaptivanjem (oblaganje kapsula
zastitnim omotacek koriS¢enjem mikrospreja) (Jannin i sar., 2008). Prilikom odabira
lipidnih ekscipijenasa neophodno je uzeti u obzir njihovu kompatibilnost sa omotacem
kapsule. Listu kompatibilnih te¢nih i polucvrstih lipidnih ekscipijenasa sa omota¢em tvrdih

kapsula navede Cole i saradnici (Cole i sar., 2008).

Susenje rasprSivanjem ukljucuje: pripremu uzorka meSanjem lipidnih ekscipijenasa,
lekovite supstance i1 ¢vrstog nosaca, rasprSivanje smese u komori za susenje, isparavanje
lako isparljivih sastojaka (nrp. orgaanski rastvara¢) pod kontrolisanim uslovima
temperature i protoka vazduha. Dobijeni prasak se kasnije moze tabletirati ili puniti u

kapsule.

Koris¢enjem novijih sintetskih i prirodnih adsorbenasa, sa posebnim fizicko-hemijskim
karakteristikama (specificna povrsina, porozitet, hemijska obrada povrSine i1 druge.) kao
nosaca tecne samodispergujuc¢e formulacije otvara se veliki broj moguénosti poboljSanja 1
modifikovanja oslobadanja lekovite supstance i konacnog efekta terapijskog sistema.
Adsorbovanje tecne samodispergujuce formulacije na odredeni adsorbens predstavlja
jednostavan postupak koji ukljucuje meSanje ove dve komponente koriS¢enjem razli¢itih
tehnika meSanja. Prednost ove metode je dobra uniformnost sadrZaja i visoki stepen

adsorbovanja, ¢ak 1 70 % (m/m) (Ito i sar., 2005).

Granulacija topljenjem predstavlja proces u kome se granulacija odredenog praska
postize dodatkom sredstva za vezivanje koje omekSava ili se topi na relativno niskoj
temperaturi. Prednosti ove tehnike su jednostepeni postupak i izbegavanje upotrebe
rastvaraca. Glavni parametri koji se kontroliSu su: brzina meSanja, vreme meSanja, veli¢ina
Cestica sredstva za vezivanje 1 viskozitet otopljenog sredstva za vezivanje. Veliki broj
lipidnih ekscipijenasa mozZe da se koristi kao sredsivo za vezivanje prilikom granulacije

topljenjem. Najées¢e se koriste lipidi iz grupe Gelucire®, prventveno zbog svoje
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samodispergujuce sposobnosti (Seo i sar., 2003). Ostali ekscipijensi, koji se koriste kao
sredstva za vezivanje prilikom granulacije topljenjem su lecitin, parcijalni gliceridi,
polisorbati, dok se kao adsorbensi najc¢es¢e koriste razliCiti materijali na bazi silicijum-

dioksida ili magnezijum-aluminometasilikata (Gupta i sar., 2001; 2002).

Ekstruzija topljenjem predstavlja tehniku u kojoj se ne koriste rastvaraci, a potencijalno
mogu da se dobiju sistemi sa visokim sadrzajem lekovite supstance (do 60 % m/m) (Jannin
i sar., 2008). Ekstruzija predstavlja proces prevodenje polaznih materijala sa plasticnim
osobinama u proizvod uniformnog oblika i gustine, propuStanjem materijala kroz cev
odredenog promera pod kontrolisanim uslovima temperature i potisnog pritiska (Verreck i
Brewster, 2004). Ova tehnika se vrlo ¢esto kombinuje sa procesom sferonizacije pri kome

se ekstrudovani materijal prevodi u uniformne sferoide (pelete).

5. Savremeni porozni adsorbensi

Upotreba adsorbenasa razli¢itih fizicko-hemijskih karakteristika u cilju poboljSanja,
kontrolisanja 1 modifikovanja brzine rastvaranja lekovite supstance je sve S$ira.
Dugogodisnja istrazivanja na polju novih savremenih adsorbenasa, sa prihvatljivim
bioloskim, toksikoloSkim i mehanistickim karakteristikama, dovela su do razvoja velikog
broja prirodnih, ali i sintetskih adsorbenasa sa potencijalnom primenom u farmaceutskoj
praksi. Pomenuti materijali kao $to su na primer amorfni silicijum-dioksid, magnezijum-
aluminometasilikat, kalcijum-difosfat i drugi, mogu da se znatno razlikuju izmedu sebe po
fizickim karakteristikama. Date karakteristike su: porozna ili neporozna struktura,
specificna povrSina, veli¢ina, volumen i oblik pora kao 1 moguénost funkcionalizacije
povrsine. Razli¢ite karakteristike otvaraju mogucnosti potencijalne kontrole koli¢ine
adsorbovane lekovite supstance i brzine oslobadanja, prilikom ¢ega se generalno viSe
koriste porozni materijali u odnosu na neporozne, zbog Sire moguénosti modifikacije
fizickih karakteristika poroznih materijala kao potencijalnih adsorbenasa lekovite
supstance. NajceS¢e se formuliSu 1 ispituju razlicite Cvrste disperzije lekovite supstance i

poroznog adsorbensa ili pak, u novije vreme, Cvrste lipidne formulacije, adsorpcijom
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lipidnog sistema na povrSinu adsorbensa. Adsorbovani molekuli lekovite supstance mogu
potencijalno da reaguju sa slobodnim grupama na povrSini adsorbensa ¢ime se moze

znacajno uticati na stepen i brzinu oslobadanja lekovite supstance (Slika 5.1) (Pan, 2002).
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Slika 5.1 - Potencijalne interakcije tipa vodoni¢nih veza na povrsini Cestica adsorbensa

izmedu slobodnih SiOH grupa adsorbensa i —OH grupa lekovite supstance (Pan, 2002)

Postoje dva osnovna tipa poroznih nosaca: prirodni i sintetski. Prirodni porozni nosaci
se dobijaju pre¢iS¢avanjem uzoraka iz prirode koji sadrze odredeni udeo karakteristicnog
nosaca od standardnih necisto¢a kao Sto su glina, vulkansko staklo, organske materije,
Sljunak, voda i druge. Prednosti prirodnih nosaca u odnosu na sintetske su jeftina
proizvodnja, koja ukljuuje samo proces preciS€avanja, i izostanak upotrebe toksi¢nih

pomo¢nih supstanci (nrp. organski rastvaraci) (Melo i sar., 1999).

Sintetski porozni materijali se generalno proizvode koriste¢i dva principa: princip
,,odozgo na dole®, prilikom koga se polazni materijal usitnjava u sitnije frakcije pomocu
razli¢itih tehnika, najéeS¢e mlevenjem 1 princip ,,odozdo na gore* koji podrazumeva
gradenje kompleksnih struktura polaze¢i od molekula (rastvor lekovite supstance)

(Shegokar 1 Miiller, 2010).

Primer proizvodnje poroznih nosaca koriS¢enjem principa ,,0dozgo na dole* su porozni
silika materijali (Psi) (Anglin i sar., 2008). Ovi materijali se uobic¢ajeno proizvode koristeci
elektrohemijsku anodizaciju. U ovoj] metodi ploca od silicijuma predstavlja anodu u
sistemu i uronjena je u rastvor fluorovodoni¢ne kiseline (HF) zajedno sa ploom od
platine, koja sluzi kao katoda. Stvaranje pora se desava delovanjem struje. Karakteristike
pora u velikoj meri zavise od radnih uslova, kao Sto su sastav elektrolita i gustina

25



primenjene struje (Salonen i sar., 2000), koji se mogu modifikovati kako bi dobili konacan
proizvod zeljenih karakteristika. Ostale metode koje se mogu koristiti su fotosinteza, gde
se u proizvodnji Psi koristi vidljiva svetlost zajedno sa rastvorom fluorovodoni¢ne kiseline
(Noguchi 1 Suemune, 1993), metoda Cvrstog plamena, gde Psi se proizvodi tako Sto
silicijum-dioksid (SiO2) reaguje sa magnezijumom (Mg) u komori za sagorevanje nakon
cega se proizvod tretira sa kiselinom (Won i sar., 2009), kao i metoda usitnjavanjem
koris¢enjem kuglicnog mlina u kombinaciji sa metodom presovanja i sinterovanja
(Jakubowicz i sar., 2007).

Primer proizvodnje poroznih nosaca koriste¢i se principom ,,0dozdo na gore“ su
porozni silika materijali (PSiO;). U zavisnosti od vrste polaznih komponenti kao 1
procesnih parametara konacan proizvod moze biti ili silika gel, koji poseduje neuredenu

poroznu strukturu, ili materijal sa uredenim poroznom strukturom (Slika 5.2).

A B

A5 S g
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Slika 5.2 - Shematski prikaz neuredenog (A) 1 uredenog (B) poroznog sistema (Kresge i
sar., 1992; Lehmann i sar., 2000).

Silika gel se najces¢e formira procesom polimerizacije alkoksidnih prekursora kao Sto
je na primer tetraetoksisilan. U vodenoj sredini alkoksidi podlezu hidrolizi koju prati
kondezacija formiranjem -Si-O-Si- veze. Na taj nacin se formira silika mreZa. Proces
sinteze pocinje polimerizacijom monomer, ¢ime se formiraju primarne Cestice. U skladu sa
principima Ostvaldovog sazrevanja manje Cestice se rastvaraju i njihovi molekuli se vezuju
za povrSinu vecih Cestica. Posledi¢no ove cestice poCinju da rastu i u jednom trenutku
pocinju da se vezuju izmedu sebe formiraju¢i trodimenzionalnu 3D mrezu. Brzina rasta
Cestica kao 1 broj veza koje se formiraju izmedu Cestica zavisi od pH medijuma i molarnog
odnosa koriS¢enih alkoksida 1 vode (Hench 1 West, 1990). Prilikom proizvodnje materijala
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sa uredenom poroznom strukturom koristi se drugacija metoda u kojoj senmolekuli SiO,
ureduju u uredenu mrezu koja pritom poseduje amorfnu strukturu. Jedan od najvise
ispitivanih uredenih poroznih materijala kao nosaca lekovitih supstanci jeste MCM — 41
(eng. Mobil Composition of Matter) iz grupe M41S materijala (Vallet-Regi i sar., 2004)
(Tabela 5.1). Prilikom proizvodnje MCM — 41, jonski surfaktant alkiltrimetilamonijum se
koristi da omoguci sintezu heksagonalne silika mreze, prilikom cega se veliina pora moze
modifikovati promenom veli¢ine alkil lanca. Takode dodatak amfifilnih blok kopolimera
deluje na smer sinteze utiuci na prostornu orijentaciju molekula. SBA — 15 (Tabela 5.1)
predstavlja prvi heksagonalni materijal koji je sintetisan koriS¢enjem polimera. Veli¢ina
pora se moze modifikovati variranjem temperature, koli¢ine korastvaraca ili pak vremena
sinteze. Maksimalna veli¢ina pore koja se moze posti¢i koris¢enjem polimera je veca u
odnosu na veli¢inu pora koja se moze posti¢i koris¢enjem povrSinskih aktivnih materija

relativno male veli¢ine molekula (Zhao i sar., 1998).

Tabela 5.1 - Karakteristike sintetskih mezoporoznih adsorbenasa (Taguchi i Schuth,
2005)

Mezoporozni Prostorno Dijametar pore Struktura
adsorbens uredenje (nm)

MCM (Mobil P6mm 2-5 Heksagonalni 1D
Composition of kanal
Matter)-41

MCM-48 la3d 2-5 Bikontinualna 3D
SBA (Santa Barbara P6mm 5-10 Heksagonalni 1D

Adsorbent)-15 kanal
SBA-16 Im3m min 1-6; max 4-9 Unutra$nje
centrirana reSetka
SBA-1 Pm3n 24 Kubna 3D
SBA-3 P6mm 2-4 2D heksagonalna
MSU (Michigan State P6mm 2-5 2D heksagonalna
University)
HMS (Hollow P6mm 2-5 Heksagonalna

Mesoporous Spheres)

Koli¢ina i udeo odredenog tipa pora u Cesticama adsorbensa, kao 1 njihov dijametar i

morfologija su odgovorni za njegove jedinstvene karakteristike kao nosaca lekovite
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supstance. Postoji Cetiri tipa pora. ,,Otvorena“ pora je u kontaktu sa spoljasSnjom povrSinom
Cestice adsorbensa dok ,,zatvorena* pora nije. Samim tim ,,zatvorena‘“ pora je izolovana 1
ne ucestvuje u procesu adsorpcije. ,, Transportna“ pora povezuje spoljasnju povrsinu Cestice
adsorbensa sa poroznim strukturama unutar ¢estice adsorbensa. Pore koje su u kontaktu sa
»transportnim* porama, ali se dalje ne povezuju sa poroznim sistemom, se nazivaju ,,slepe*
pore (Ahuja i Pathak, 2009). Na osnovu veli¢ine pora porozni adsorbensi se mogu podeliti

na mikro-, mezo-, i makroporozne sisteme (Tabela 5.2).

Tabela 5.2 - Podela poroznih adsorbenasa (Ahuja

i Pathak, 2009)

Naziv sistema Veli¢ina pora (nm)
Mikroporozni sistem do 2

Mezoporozni sistem 2-50

Makroporozni sistem 50 —2-3x10°

Mikroporozni sistem se dalje moze podeliti na ultramikroporozni sistem,
semimikroporozni i supermikroporozni sistem. Ultramikroporozni sistem poseduje
veli¢inu pora manju od 0,5 nm. Dijametar pore se moZe uporediti sa dijametrom molekula
leka koji je adsorbovan. Semimikroporozan sistem poseduje veli¢inu pora od 0,5 do 1,4
nm. Adsorpcija lekovite supstance na i u pore mikroporoznog sistema se deSava relativno
brzo, u prvim minutima procesa adsorpcije. Pri veli¢ini pora od 1,4 do 2 nm, kod
supermikroporoznog sistema, adsorpcija prvog sloja leka dovodi do smanjenja dijametra
pore, prilikom cega se poboljSava njen adsorpcioni potencijal i posledi¢no ubrzava
punjenje pora. Adsorpcija u mezoporoznim sistemima se odvija stvaranjem viseslojnog
filma od adsorbovanog materijala unutar pora sistema (Ahuja i Pathak, 2009). Godine
1990 prvi put su sintetisani uredeni mezoporozni silikati. Ovi materijali zbog velike
veli¢ine pora, dobro uredene strukture i velike specifiéne povrSine se Siroko koriste u
procesima separacije, katalitickim procesima kao i u senzornim uredajima (Taguchi 1
Schuth, 2005). Stabina mezoporozna struktura kao i dobro definisane karakteristike
adsorptivne povrsine ¢ine mezoporozne silikate idealnim kandidatima za nosace lekovitih

supstanci, proteina i drugih biogenih molekula. Radena su brojna istrazivanja i razvijeni su
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brojni tipovi mezoporoznih materijala koji se medusobno razlikuju po poroznoj strukturi,
mogucnosti postizanja modifikovanog oslobadanja lekovite supstance kao i oslobadanja
lekovite supstance dejstvom stimulansa (Tabela 5.1).

Noviji sintetski, amorfni porozni nosaci koji strukturno predstavljaju magnezijum-
aluminometasilikat, poznatiji pod komercijalnim nazivom Neusilin®, kao i silicijum-
dioksid, poznatiji pod komercijalnim nazivom Sylysia® od skora predstavljaju predmet
brojnih istrazivanja kao potencijalni nosaci prilikom formulisanja ¢vrstih SEDDS i
SMEDDS sistema (Agarwal i sar., 2009; Agarwal i sar., 2013; Beg i sar., 2013; Bhagwat i
D’Souza, 2012; Hentzschel 1 sar., 2012; Ito 1 sar., 2006; Kallakunta 1 sar., 2012; Kanuganti
1 sar., 2012; Khansil 1 Bajpai, 2013; Sander i Holm, 2009). Neusilin® predstav]ja
multifunkcionalni ekscipijens koji se moze Kkoristiti za poboljSanje tehnoloskih
karakteristika tableta, praskova, granula i kapsula. Prilikom adsorpcije lekovite supstance
na razli¢ite Neusilin® nosae koriséenjem razli¢itih disperznih medijuma pokazano je
stvaranje vodoni¢nih veza izmedu silanolnih grupa nosaca i razli¢itih proton-donorskih
grupa lekovite supstance (Pan, 2002). Kada je lekovita supstanca koja se adsorbuje lako
rastvorljiva u disperznom medijumu (rastvaracu), pomocu koga se nanosi na povrsinu
adsorbensa, rastvorena (molekularno dispergovana) lekovita supstanca ¢e nakon adsorpcije
u zna¢ajnoj meri difundovati na povriinu Neusilin® nosaca prilikom ¢ega ¢e se formirati
veliki broj vodoni¢nih veza. Ako se lekovita supstanca nanosi na povr§inu Neusilin®
nosaca, koriS¢enjem disperznog medijuma u kome se lekovita supstanca slabo rastvara,
dispergovana lekovita supstanca ne moze lako da difunduje do povrSine adsorbensa, pri
¢emu se stvara znatno manji broj vodoni¢nih veza. Zbog toga prilikom adsorbovanja
lekovitih supstanci uz pomo¢ medijuma u kome je supstanca slabo rastvorljiva,
kristalizacija ¢e biti dominantni mehanizam koji dovodi do smanjenja brzine rastvaranja
leka odmah nakon adsorpcije ili tokom cuvanja (Gupta i sar., 2002a). Karakteristike
odredenih komercijalno dostupnih adsorbenasa iz grupe Neusilin® predstavljene su u

Tabeli 5.3 (Agarwal i sar., 2009; Kumar, 2007).

*http://www.neusilin.com/
*http://www.fuji-silysia.co.jp/english/product/micronized _silica/sylysia.html
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Tabela 5.3 - Karakteristike najceS¢e ispitivanih poroznih adsorbenasa iz grupe
Neusilin® i Sylysia®

Komercijalni Prosecna Specificna Velicina pore  Zapremina pore
naziyv veli¢ina Cestica  povrSina (mz/g) (nm) (ml/g)
(pm)

Neusilin® UFL2 5 310 n.a*. n.a.
Neusilin® FL2 5 150 n.a. n.a.
Neusilin® US2 80 300 5-6 n.a.
Sylysia® 350 3.9 300 21 1.6
Sylysia® 470 14.1 300 17 1.25
Sylysia® 440 6.2 300 17 1.25
Sylysia® 740 5.0 700 2.5 0.44

* podaci nisu dostupni u literaturi

Sylysia® nosa&i predstavljaju amorfni silika prasak visokog stepena Cistoce 1 visokog
poroziteta koji se Siroko koristi u farmaceutskoj, prehrambenoj kao i1 kozmetickoj
industriji. Koristi se kao sredstvo za suSenje, dopunjavanje, sredstvo za klizanje, adsorbens
i kao sredstvo za spreCavanje stvaranja tzv. ,kolaca“ kod suspenzija. Karakteristike

odredenih komercijalno dostupnih nosaca iz grupe Sylysia® predstavljene su u Tabeli 5.3.

Pokazano je da porozni adsorbensi mogu posluZiti kao nosaci brojnih tesko rastvorljivih
lekovitih supstanci omogucavajuéi brzo ili modifikovano oslobadanje. IstraZivanja su
vrSena sa silika nosacima (Beg i sar., 2013; Ito i sar., 2006; Planinsek i sar., 2011; Sander i
Holm, 2009; Takeuchi i sar., 2005), uredenim mezoporoznim silikatima (Vallet-Regi i sar.
,2004; Zhao i sar., 1998) kao i1 poroznim nosacima od magnezijum-aluminometasilikata
(Agarwal i sar., 2009; Agarwal 1 sar., 2013; Bhagwat i D’Souza, 2012; Gupta i sar., 2003;
Hentzschel 1 sar., 2012; Kallakunta i sar., 2012; Kanuganti 1 sar., 2012; Krupa 1 sar., 2010).
Brzina rastvaranja slabo rastvorljivih lekovitih supstanci adsorbovanih na pomenute
adsorbense je obi¢no veéa u odnosu na samu supstancu. Veca specificna povrSina
adsorbenasa ukazuje na vecu kontaktnu povrSinu izmedu adsorbovane lekovite supstance i
medijuma u kome se vrsi ispitivanje, $to bi trebalo da vodi vecoj brzini rastvaranja,
medutim to nije uvek slucaj. Hidrofobne interakcije lekovite supstance sa adsorbensom
kao 1 postojanje vodoni¢nih veza obi¢no dovode do prelaza iz kristalnog u amorfni oblik

lekovite supstance koji skoro uvek pokazuje brze rastvaranje u odnosu na kristalni oblik
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(Salonen i sar., 2005). Takode nemogucénost obrazovanja kristalne resetke unutar pora
adsorbensa usled malog prostora i jakih interakcija dovodi do stvaranja molekularne
disperzije 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 na povrSini adsorbensa brzina i stepen rastvaranja
moge biti znatno smanjeni (Gupta i sar., 2002a).

Kod adsorbenasa velike specificne povrSine, koji poseduje veliki broj pora malog
dijametra, postoji verovatno¢a da se pri visokom opterecenju sa lekovitom supstancom
pore malog dijametra zatvore slojem od adsorbovanog materijala prilikom cega se
specifi¢na povrSina znatno smanjuje, Sto posledicno vodi sporijem oslobadanju lekovite
supstance i znacajnom smanjenju kapaciteta adsorpcije. Primera radi specificna povrSina
poroznih silika nosaga Sylisyia® 350 i Sylysia® 740 se pri indometacin/nosa¢ optereéenju
1:1 smanjuje sa 300 odnosno 700 m2/g na 99.5 odnosno 7.4 m2/g (Slika 5.3) (Takeuchi 1
sar., 2005).
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Slika 5.3 - Shematski prikaz lokalizacije indometacina u porama Sylysia® 740 1 Sylysia®

350 u ¢vrstim disperzijama nosac/lekovita supstanca 1/1 (Takeuchi i sar., 2005).

Amorfni porozni magnezijum-aluminometasilikat, poznatiji pod komercijalnim
nazivom Neusilin® je takode koriséen u cilju pobolj$anja brzine rastvaranja slabo
rastvorljivih lekovitih supstanci. Pokazano je da se interakcija putem vodoni¢nih veza
izmedu ibuprofena i Neusilin® - a US2 javlja ¢ak i pri jednostavnom me$anju komponenti
u tarioniku sa pistilom prilikom cega ibuprofen prelazi iz kristalnog u amorfni oblik

(Krupa i sar., 2010). Takode je pokazan prelazak u amorfni oblik ketoprofena, naproksena
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1 indometacina pomocu vodoni¢nih veza, pri zajednickom usitnjavanju lekovite supstance
sa Neusilin® - om US2 pomoéu mlina, ali i progesterona kod koga se stvaranje amorfnog
oblika ostvaruje drugim mehanizmom, jer supstanca nema proton-donorsku grupu (Gupta i
sar., 2003). Velicina Cestica adsorbensa kao i vrednost specificne povrSine mogu znatno
uticati na brzinu i stepen rastvaranja lekovite supstance. Agarwal i saradnici su ispitivali
uticaj specifi¢ne povrsine kao 1 veli€ine Cestica amorfnog magnezijum-aluminometasilikata
na brzinu i stepen rastvaranja grizeofulvina iz ¢vrstog samoemulgujuceg sistema prilikom
cega su dosli do zakljucka da interakcija lekovite supstance sa spoljaSnjom povrSinom
adsorbensa dovodi do posledi¢ne kristalizacije grizeofulvina i naknadnog smanjenja brzine
rastvaranja, dok u delu formulacije koji je adsorbovan u pore adsorbensa grizeofulvin
ostaje u rastvorenom obliku i odmah je dostupan za rastvaranje u medijumu (Agarwal i
sar., 2009). Na koli¢inu formulacije koja ¢e se naci u porama adsorbensa uti¢e dijametar i
volumen pora, prilikom cega Neusilin® US2, sa specifiénom povrsinom 300 mz/g 1
veli¢inom cestica oko 80 pum, nasuprot Neusilin® - u UFL2 iste specifiéne povrsine, ali
veli¢ine Cestica 5 um (Tabela 5.3), poseduje znatno uze i duze pore prilikom Cega veliki
deo adsorbovane formulacije ostaje na spoljasnjoj povrsini adsorbensa. Zbog toga prilikom
upotrebe Neusilin® - a US2 kao adsorbensa veéi udeo grizeofulvina kristalise, §to ima za
posledicu smanjenu brzinu 1 stepen rastvaranja leka u odnosu na formulaciju sa Neusilin® -
om UFL2 kao adsorbensom (Agarwal i sar., 2009).

Nakon istrazivanja Vallet Regi i saradnika, gde je pokazana upotreba sintetskog
mezoporoznog MCM — 41 kao potencijalnog nosa¢a model lekovite supstance, ibuprofena,
razvijen je veliki broj drugih mezoporoznih nosaca sa razli¢itom veli¢inom i strukturom
pora kao 1 sa razli¢itom funkcionalizacijom povrSine u cilju postizanja modifikovanog
oslobadanja lekovite supstance (Vallet-Regi i sar., 2004). Istrazivanja su pokazala da profil
brzine rastvaranja ibuprofena iz formulacije u kojoj je MCM — 41 koriS¢en kao nosac
zavisi od metode koja je koriS¢ena za nanoSenje lekovite supstance. Ukoliko se brzina
rastvaranja lekovite supstance ispituje pod staticnim uslovima, bez meSanja medijuma,
oslobadanje lekovite supstance ne zavisi od veli¢ine pora nosaca. Medutim ispitivanjem
brzine rastvaranja pod dinami¢nim uslovima, kori§¢enjem medijuma koji predstavlja

simuliranu telesnu te¢nost, pokazano je da se brzina rastvaranja ibuprofena smanjuje
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ukoliko se veli¢ina pora nosaca smanjuje od 3,6 do 2,5 nm (Horcajada i sar., 2004). Brzina
rastvaranja odredene lekovite supstance uvek zavisi od kombinacije karakteristika 1 nosaca
i lekovite supstance (Kinnari i sar., 2011). Oslobadanje molekula razli¢ite veli¢ine iz pora
iste veli¢ine odredenog nosaca je takode razli¢ito. 1z tog razloga su predlozene granice
veli¢ine pora za odredeni molekul nakon koje se daljim povecanjem veli¢ine ne utice
znacajno na brzinu rastvaranja lekovite supstance (Miura i sar., 2011). Pored veliCine, 1
morfologija pora moze takode uticati na brzinu rastvaranja lekovite supstance. Pokazano je
da difuzija vankomicina unutar sfernih Cestica mezoporoznog silikata SBA-15 je manje
ograni¢ena u odnosu na odgovaraju¢i vlaknast materijal (Cauda i sar., 2008). Razlog je
manji broj otvora na povrSini vlaknastog adsorbensa u odnosu na sferan. Takode je
pokazano da postojanje velikog broja vijugavih pora dovodi do niskog kapaciteta
adsorpcije usled loseg prolaska lekovite supstance u dublje delove Cestice kao i delimi¢nog
,»zarobljavanja“ supstance (Cauda 1 sar., 2009).

Moguénost funkcionalizacije povrSine adsorbensa pomocu razli€itih funkcionalnih
grupa otvara nova polja njihove potencijalne primene. Sa jedne strane funkcionalizacija
povrSine moze dovesti do smanjenja kapaciteta adsorbensa za lekovitu supstancu, ali sa
druge strane nudi brojne moguénosti kontrolisanog oslobadanja. Prilikom funkcionalizacije
dolazi do promene niza elektrostatickih, hidrofobnih/hidrofilnih i brojnih drugih
adhezivnih interakcija lekovite supstance i adsorbensa koje uticu na kapacitet adsorbovanja
1 brzinu rastvaranja lekovite supstance iz lek/nosac¢ matriksa.

U novije vreme se sve viSe razmatra upotreba dijatomitnih mikrolapsula ili
dijatomita kao prirodnih poroznih nosaca za razlic¢ite lekovite supstance (Aw i sar., 2011).
Dijatomiti predstavljaju skelet jednocelijskih fotosintetickih algi sa kompleksnom 3D
mikrostrukturom i multifunkcionalnim karakteristikama. Sastoje se od 92 % amorfnog
silicijum-dioksida (Si0,), 1-3 % aluminijum-oksida (Al,O3), 0,5-1 % gvozde(IlI)-oksida
(Fe,03), 0,1-0,3 % magnezijum-oksida (MgO), 0,2-0,5 % kalcijum-oksida (Ca0O), 0,07—
0,1 % kalijum-oksida (K,0), sa tragovima titan-dioksida (TiO;,) i fosfor(V)-oksida (P,Os)
(Yu i sar., 2009). Dobijaju se pre€is¢avanjem dijatomejske zemlje. PreciS¢ene dijatomitne
silika mikrokapsule poseduju kombinaciju strukturnih, mehanickih 1 hemijskih

karakteristika koje mogu da posluze za prevazilaZzenje uobicajenih prepreka na koje se
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nailazi formulisanjem konvecionalnih terapijskih sistema (Aw i sar., 2012). Pre¢i§¢avanje
sirovog materijala koji sadrzi dijatomitne silika mikrokapsule ukljucuje sledece procese:
usitnjavanje kamenja, uklanjanje velikih agregata dijatomita, uklanjanje oksidiranih
necistoca tretiranjem uzorka kiselinom (1 M sumporna kiselina), razdvajanje Cestica po

veli¢ini pomocu filtracione ili sedimentacione metode (Yu i sar., 2010).

Slika 5.4 - PreciS¢ene dijatomitne silika mikrokapsule (Aw i sar., 2012).

Prirodni dijatomiti poseduju nekoliko prednosti u odnosu na sintetske nosace:
karakteristi¢nu strukturu sa Supljom 1 velikom sredinom 1 prisustvo mikro- i
makroporoziteta (Slika 5.4), dobru biokompatibilnost, posedovanje povrsine koja se lako
moze modifikovati, netoksi¢nost, visoku permeabilnost, nisku gustinu i karakteristike koje
oponasaju prirodne konstituente kostiju kao i medicinskog implanta (Aw i sar., 2012).
Specifiéna povriina pre¢iscenih dijatomitnih silika mikrokapsula je 30,9 m*/g, volumen

pora 0,052 ml/g dok je prosecan dijametar pore oko 13,6 nm (Aw i sar., 2011).

Noviji adsorbensi prirodnog ili sintetskog porekla treba da pokaZzu vec¢i kapacitet
adsorbovanja kao i brojne moguénosti kontrolisanog, usporenog ili signal iniciranog
oslobadanja lekovite supstance u odnosu na konvencionalne adsorbense. Signal za
iniciranje oslobadanja lekovite supstance moze biti: promena pH, promena temperatura,

svetlost, hemijski ili magnetni stimulans (Taguchi 1 Schuth, 2005).
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6. In vitro model lipolize

Sa razvojem razli¢itih lipidnih formulacija teSko rastvorljivih lekovitih supstanci
razvijaju se i metode ispitivanja i karakterizacije ovih sistema. PoSto ove formulacije
sadrze lipide, koji nakon peroralne primene podlezu procesu lipolize, u cilju $to tacnijeg
predvidanja ponaSanja sistema in vivo kao i uticaja procesa lipolize na brzinu oslobadanja i
rastvaranja lekovite supstance iz lipidnog sistema, neophodno je bilo razviti adekvatnu
metodu ispitivanja pomoc¢u koje bi se takva ispitivanja mogla izvsiti. Ispitivanja brzine
rastvaranja lekovite supstance iz lipidnih formulacija koris¢enjem tipi¢ne aparature sa
lopaticama ili aparature sa korpicama ¢esto su davala rezultate koji se nisu mogli dovesti u
korelaciju sa rezulatatima in vivo ispitivanja. Takode, koriS¢enjem konvencionalnih
metoda ispitivanja brzine rastvaranja nije se mogao predvideti uticaj hrane kao i procesa
lipolize na sistem tokom tranzita duz gastrointestinalnog trakta. Kako bi se simulirali
uslovi GIT — a u stanju gladovanja ili u stanju sitosti, razvijeni su brojni kompleksni
medijumi, tzv. biorelevantni medijumi, za ispitivanje brzine rastvaranja (Dressman 1 sar.,
1998; Dressman i Reppas, 2000; Pederson i sar., 2000). PredloZeni biorelevantni medijumi
sadrze surfaktante i puferske komponente koje su normalno prisutne u gastrointestinalnoj
teCnosti. Medijumi sadrZze Zu¢ne kiseline (glukoholate 1 tauroholate), masne kiseline 1
fosfolipide, obicno fosfatidilholin u odgovaraju¢em odnosu. U cilju ta¢nijeg predvidanja
uticaja pojedinih komponenti medijuma na brzinu oslobadanja lekovite supstance, prilikom
izrade ovih medijuma moraju se koristiti materijali visokog stepena Cistoce. Medutim,
koriS¢enjem biorelevantnih medijuma ne mozZe se ispitati uticaj lipolize pojedinih
komponenti lipidnog sistema na sposobnost formulacije da odrzi lekovitu supstancu u
solubilizovanom obliku tokom tranzita duz gastrointestinalnog trakta i time omoguci veci
stepen resorpcije 1 posledicno visu bioloSku raspolozivost. Prilikom lipolize komponenti
lipidnog sistema (Cuine i sar., 2008; Fernandez i sar., 2009; Larsen i sar., 2008) moze do¢i
do pada solubilizacionog kapaciteta lipidnog sistema za lekovitu supstancu, $to moze
dovesti do naknadne precipitacije i posledi¢nog smanjenja bioloske raspoloZivosti (Sassene
1 sar., 2010). Pored lipida koji se koriste prilikom izrade lipidnih formulacija, mnogi

surfaktanti takode mogu biti supstrati lipaze, kao §to su Labrasol® (Fernandez i sar., 2009),
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Cremophor® EL (Cuine i sar., 2008) i mnogi drugi. Lipoliza polietilenglikol-estara u
Labrasol® - u se vr§i uglavnom pomocu holesterol-esteraze i srodnog proteina 2
pankreasne lipaze (Fernandez i sar., 2007).

Lipoliza predstavlja izuzetno komplikovan proces koji je vrlo tesko imitirati. Medutim,
kako bi se dobile korisne i §to tacnije informacije neophodno je da eksperimentalni uslovi
tankom crevu, medutim u novije vreme uviden je znacaj lipolize katalizovane gastricnom
lipazom, prilikom ¢ega su razvijeni modeli koji obuhvataju lipolizu i u intestinumu i u
zelucu (Fernandez i sar., 2009). Prilikom lipolize lipidnih komponenti oslobadaju se masne
kiseline koje dovode do smanjenja pH vrednosti medijuma. Kori§¢enjem tzv. pH-stat
aparature pH se odrzava konstantnim, titriranjem medijuma sa rastvorom NaOH. Stepen
lipolize, koji se odreduje na osnovu koli¢ine oslobodenih masnih kiselina, se odreduje

indirektno preko utroska NaOH (Slika 6.1).
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Slika 6.1 - Shematski prikaz aparature za in vitro ispitivanje lipolize (Fatouros 1 sar.,

2007a)

U cilju ta¢nijeg simuliranja in vivo uslova lipolize in vitro lipoliza se vr§i u medijumu

koji sadrzi Zu¢ne soli i fosfolipide na temperaturi od 37°C i pri konstantnoj brzini mesanja.
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Zucne soli i fosfolipidi zna¢ajno uti¢u na aktivnost pankreasne lipaze. Imajuéi u vidu da
koncentracija ovih supstanci u gastrointestinalnoj te€nosti varira u zavisnosti od stanja
sitosti, kao 1 da fosfolipidi mogu da poticu iz zu¢ne kese i iz hrane dok Zu¢ne soli mogu da
poticu samo iz zu¢ne kese, njihov odnos u medijumu za lipolizu moze jako da varira
(Kleberg i sar., 2010). Komercijalno dostupne Zu¢ne soli mogu biti svinjskog ili govedeg
porekla. Iako literatura ne daje tacne informacije o sastavu zu¢nih soli u zuci razlicitih
vrsta zivotinja, smatra se da je sastav zucnih soli svinjskog ili govedeg porekla sli¢an
sastavu zucnih soli kod ¢oveka i samim tim prihvatljiv za upotrebu u in vitro modelu
lipolize (Gillin i sar., 1989). Koncentracije Zu¢nih soli u in vitro modelu lipolize se kre¢u
od 5 — 20 mM, prilikom cega niski nivoi simuliraju uslove u stanju gladovanja, a visoki u
stanju sitosti. Povecanje koncentracije zu¢nih soli, pri konstantnoj koncentraciji fosfolipida
dovodi do povecanja stepena lipolize (MacGregor i sar., 1997). lako se in vivo
koncentracija fosfolipida kre¢e od 0,1 — 0,6 mM u stanju gladovanja i od 0,1 — 4,8 mM u
stanju sitosti, ispitivani su razli¢iti odnosi zu¢nih soli 1 fosfolipida u medijumu za lipolizu,
od 1 — 38,9. Medutim najvise studija je radeno sa odnosom zuc¢nih soli i fosfolipida od 2 —
6 (Kleberg i sar., 2010). Fosfolipidi mogu da inhibiraju aktivnost kompleksa pankreasna
lipaza-kolipaza u prisustvu mesSovitith micela koje se sastoje od Zuc¢nih soli i
fosfatidilholina, dok se inhibicija poniStava u prisustvu fosfolipaze A,, koja hidrolizuje
fosfatidilholin u lizofosfatidilholin, koji zajedno sa Zu¢nim solima ne inhibira pomenuti
kompleks (Blackberg i sar., 1979). Visoki nivoi slobodnih masnih kiselina koji se stvaraju
prilitkom in vitro lipolize mogu da inhibiSu dalji proces lipolize (Borel i sar., 1994).
Samim tim ukljanjanje jonizovanih masnih kiselina titracijom sa NaOH je vrlo znacajno za
tatnu procenu stepena lipolize ispitivane lipidne formulacije.

Aktivnost lipaze se moze meriti razli¢itim metodama. NajceS¢a metoda obuhvata
koriS¢enje tributirina, kao supstrata, prilikom cega se aktivnost lipaze izrazava u TBU
jedinicama. Druga metoda je propisana u USP33/NF28 gde se kao supstrat koristi emulzija
maslinovog ulja 1 arapske gume. Aktivnost se izrazava u USP jedinicama prilikom cega
jedna USP jedinica predstavlja aktivnost lipaze koja oslobada 1 mol masnih kiselina po

minutu iz supstrata.
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Na osnovu ekperimentalnih uslova razlikuju se tri osnovna modela lipolize: model

istrazivaCke grupe iz Kopenhagena, Monasa i Jerusalima (Tabela 6.1).

Tabela 6.1 - Eksperimentalni uslovi tri modela lipolize koji su KkoriSéeni u
Kopenhagenu, Monasu i Jerusalimu

Kopenhagen® Mona§’® Jerusalim®
Izvor lipase Svinjski pankreatin ~ Svinjski pankreatin ~ Svinjski pankreatin
(3x USP) (8x USP) (8x USP)
Aktivnost lipase 300-800 USP 1000 tributirin 1000 tributirin
units/ml jedinica/ml jedinica/ml
Vrsta zuc¢nih soli Ekstrahovane Taurodeoksiholna Tauroholna kiselina
razlicite vrste zu¢nih kiselina

kiselina iz svinjske
zucne kese

Koncentracija 5-30 mM 5-20 mM 5 mM
zuc¢nih soli
Vrsta fosfolipida Fosfatidilholin Lecitin (60 % L - a fosfatidilholin
fosfatidilholin)
Odnos Zuénih soli 1 4 4 4
lipida
Nacin dodavanja Konstantno Inicijalno dodavanje  Inicijalno dodavanje
Ca®* dodavanje Ca** od 5 mM Ca* 5 mM Ca™
0,045 - 0,181
mmol/min
Puferski pH pH =6.5 2mM tris- 7,5 (50 mM tris- 6,8 — 7,4 (50 mM
maleat) maleat) tris-maleat)
Inicijalni volumen 300 ml 10 —40 ml 40 ml
medijuma za
digestiju

*Christensen i sar., 2004; Fatouros i sar., 2007; Larsen i sar., 2008; Zangenberg i sar.,
2001a, 2001b.

Cuine i sar., 2008; Kaukonen i sar., 2004; Porter i sar., 2004; Sek i sar., 2002.

¢ Dahan and Hoffman, 2006, 2007.

Visoka aktivnost enzima ima relativno mali uticaj na stepen lipolize u poredenju sa
drugim faktorima kao §to su Zuéne soli i Ca®* jon (Zangenberg i sar., 2001a). Prisustvo
Ca* je neophodno za formiranje kompleksa pankreasna lipaza-kolipaza, koji poseduje
lipoliticku aktivnost. Kao S§to je ranije pomenuto slobodne masne kiseline inhibiraju

aktivnost pankreasne lipaze. In vivo masne kiseline se apsorbuju tako da efekat inhibicije
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izostaje. MacGregor 1 saradnici su pokazali da upotrebom visokih koncentracija Zu¢nih soli
inhibicija pankreasne lipaze izostaje, kao i da dodatkom Ca* upotreba visokih
koncentracija Zu¢nih soli za inhibiciju nije potrebna (MacGregor i sar., 1997). Zangenberg
1 saradnici su zakljucili da se brzina lipolize moze kontrolisati kontinualnim dodavanjem
Ca* (Zangenber i sar., 2001a) Sto je dovelo do razvoja dinamickog modela lipolize koji se
naziva jo§ i Kopenhagenski model (Tabela 6.1). Ca** uklanja slobodne masne kiseline
formiranjem kalcijumovih sapuna i na taj nafin simulira njihovu in vivo resorpciju.
Monaski i Jerusalimski model lipolize koriste fiksnu koli¢inu Ca®* koja se dodaje na
pocetku lipolize, Sto odgovara statiCkom modelu lipolize (Tabela 6.1). Prilikom dodavanja
fiksne koli¢ine Ca®* na pocetku procesa in vitro lipolize primeéena je veoma brza inicijalna
lipoliza, prilikom ¢ega skoro sav materijal podleze procesu lipolize u toku prvih 5 — 10
minuta (Cuine i sar., 2008; Zangenberg i sar., 2001a).

Aktivnost pankreasne lipaze zavisi od pH vrednosti medijuma. Optimalna pH vrednost
medijuma je od 6,5 — 8,0 (Armand i sar., 1992). Da bi se masne kiseline oslobodene
dejstvom pankreasne lipaze titrirale sa NaOH neophodno je da budu jonizovane. Vrednost
pKa masnih kiselina dugog lanca je >8 (Kanicky and Shah, 2002), mada se ona smanjuje u
prisustvu zuc¢nih soli i1 kalcijuma. Samim tim radna pH vrednost medijuma za lipolizu
predstavlja kompromis koji omoguc¢ava adekvatnu aktivnost pankreasne lipaze i jonizaciju
masnih kiselina.

Nakon uzorkovanja medijuma za lipolizu kome je dodata odredena koli¢ina lipidne
formulacije, dodaje se inhibitor lipaze, naj¢eS¢e metanolni rastvor 4-bromfenilboronske
kiseline (Zangenberg i sar., 2001b). Uzorci se centrifugiraju prilikom cega se formiraju 4
razliCite faze: uljana faza, inter-faza, vodena faza i faza pelete (Slika 6.2) (Larsen i sar.,
2011; 2010). Uljana faza sadrzi ulje koje se normalno odvaja iz emulzija, koje su
termodinamicki nestabilan sistem, ili iz mikroemulzija ukoliko je eventualno opao
kapacitet solubilizacije sistema za uljanu fazu tokom lipolize. Inter-faza predstavlja
mikroemulzioni deo. Koliki udeo inter-faze ¢e biti zavisi od vrste lipidnog sistema na
kome se vrsi lipoliza, kao 1 od prirode surfaktanta. Vodena faza sadrzi komponente

rastvorene u vodi iz lipidnog sistema dok faza pelete sadrzi sadrzi kalcijumove sapune

39



masnih kiselina, nastalih tokom lipolize, eventualno precipitovanu lekovitu supstancu kao i

deo formulacije koji se nije rastvorio ukoliko se radi o ¢vrstim lipidnim sistemima.

o

| €——— inter-faza
&———— vodena faza

uljana faza

&————— fazapelete

Slika 6.2 - Shematski prikaz 4 faze nakon centrifugiranja uzoraka lipolize (Larsen 1 sar.,

2011).

Nakon centrifugiranja uzoraka lipolize lipidnih formulacije tipa SMEDDS nece se
formirati uljana faza, kao ni inter-faza pod uslovom da kapacitet solubilizacije ispitivane
formulacije ostane nepromenjen tokom lipolize. Inicijalno uljana faza moze biti velika, ali
kako lipoliza odmiée postoji verovatnoca da kasnije nestane. Nasuprot uljanoj fazi, faze
pelete, koja sadrzi kalcijumove sapune masnih kiselina je na pocetku lipolize mala, ali se
tokom lipolize postepeno povecava. Vodena faza i inter-faza sadrZe razlicite koloidne faze
(Fatouros 1 sar., 2007). Ispitivanjem svake od ovih faza i odredjivanjem koli¢ine lekovite
supstance prisutne u svakoj od njih, moZe se utvrditi stepen lipolize lipida iz ispitivane
lipidne formulacije kao i1 potencijal ispitivane formulacije da odrzZi lekovitu supstancu u

solubilizovanom obliku i nakon peroralne primene duz GIT - a.
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7. Fizicko-hemijske osobine, stabilnost, delovanje i upotreba

karbamazepina

Karbamazepin je Siroko koriS¢eni antiepileptik (Macdonald i McLean, 1986). Koristi se
prilikom lec¢enja sekundarnih generalnih toni¢no-klonickih i parcijalnih napada kao i protiv
trigeminalne neuralgije (Goodman i sar., 2001). Prema svojim osobinama karbamazepin se
svrstava u drugu grupu BSK sistema klasifikacije u koju spadaju supstance koje
karakteriSu loSa rastvorljivost 1 dobra permeabilnost (Amidon i sar., 1995; Lindenberg i
sar., 2004). Ovakve supstance nemaju zadovoljavajuéu rastvorljivost u vodenom
medijumu, ¢ime bi se omogucila njihova adekvatna resorpcija (Ritschel, 1992). Osnovne

karakteristike karbamazepina date su u Tabeli 7.1 (Ph. Eur; Ph. Jug. V).

Tabela 7.1 - Hemijska struktura i osobine karbamazepina (Ph. Eur; Ph. Jug. V)

Strukturna formula

Molekulska formula C,5H;,N,O

Hemijski naziv prema IUPAC’ nomenklaturi 5H-Dibenzo[b,flazepine-5-carboxamide

CAS® broj 298-46-4

M; 2353

Osobine Beli ili skoro beli kristalni prasak, tesko rastvorljiv u

vodi, lako rastvorljiv u metilen-hloridu, umereno
rastvorljiv u acetonu i etanolu (96 %)

Karbamazepin pokazuje polimorfizam i1 pseudoplimorfizam. Postoje najmanje Cetiri
polimorfna oblika karbamazepina (dva monoklini¢ka, jedan trigonalni ili a - polimorfni

oblik 1 triklini¢ki ili y — polimorfni oblik) i jedan dihidrat (McMahon i sar., 1996; Grzesiak

> International Union of Pure and Applied Chemistry
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i sar., 2003; Harris i sar., 2005). U literaturi su prisutne razliite oznake za pojedinacne

polimorfne oblike karbamazepina $to vrlo ¢esto moze dovesti do zabune (Tabela 7.2)

Tabela 7.2 - Anhidrovani oblici karbamazepina (CBZ)

Naziv oblika CBZ (M) CBZ (Trg) CBZ (Trc) CBZ (1V) Izvor

Kristalni p- monoklini¢an trigonalan triklini¢an c-monolkinican

sistem

Tiop (°C) 175-180°C 192-194 °C 192-195 °C 188 °C

Naziv I I Krahn i Mielck,

1987; McMahon i
sar., 1996; Behme
i sar., 1991;
Roberts i Rowe,

1996.
1 I I 1\Y Grzesiak i sar.,
2003; Kaneniwa i
sar., 1987;
Matsuda i sar.,
1994; Kobayashi i
sar., 2000.
B o Lefebvre i sar.,
1986
monoklinicka trigonalna Lowes i sar., 1987
triklini¢ka Ceoline i sar.,
1997

Razli¢iti polimorfni oblici pored razliCite kristalne strukture poseduju 1 razliCite
temperature topljenja, hemijsku reaktivnost i rastvorljivost. Karbamazepin oblik III (p —
monoklini¢ni oblik) je termodinamicki stabilan na sobnoj temperaturi (Krahn i Mielck,
1987). Ovaj oblik karbamazepina predstavlja polimorfni oblik karbamazepina koji
poseduje farmakoloski efekat, pa se samim tim koristi za izradu komercijalnih preparata

karbamazepina (Sehi¢ i sar., 2010).

Veliki broj ekscipijenasa utice na polimorfni prelaz karbamazepina u toku izrade
preparata, tako da bi prilikom formulisanja preparata trebalo uzeti u obzir uticaj
ekcipijenasa na polimorfni prelaz karbamazepina bi trebalo uzeti u obzir. Poznato je da

hidroksipropilmetilceluloza (HPMC) inhibira stvaranje dihidratnog oblika karbamazepina
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(koji ima najmanju rastvorljivost) i na taj nacin doprinosi boljem profilu oslobadanja
lekovite supstance (Otsuka i sar., 1999). Prisustvo HPMC u formulacijama karbamazepina
sa odloZenim oslobadanjem takode doprinosi smanjenom stvaranju dihidratnog oblika i
posledi¢no boljem profilu oslobadanja lekovite supstance. Takode nadeno je da HPMC
sprecava kristalizaciju trigonalne forme formiranjem vodoni¢nih veza (Katzhendler i sar.,
1998). Treba obratiti paznju na sredstva za vezivanje, koja se koriste prilikom izrade
granulata, jer je pokazano da i1 ona velikim delom utiCu na polimorfni prelaz
karbamazepina. Poznato je ukoliko se koristi povidon, karbamazepin ostaje u amorfnom
obliku, dok upotreba polietilen-glikola (PEG 4000 1 PEG 6000) dovodi do stvaranja
metastabilne forme [ karbamazepina (triklinicka forma), u vidu malih kristala
dispergovanih u matriksu. Obe vrste sredstva za vezivanje dovode do povecanja
rastvorljivosti karbamazepina (Nair i sar., 2002). Tehnoloski procesi koji se primenjuju u
toku izrade konacnog farmaceutskog oblika mogu da izazovu znacajnu polimorfnu
promenu karbamazepina. Poznato je da procesi usitnjavanja i kompresije izazivaju
navedenu polimorfnu tranziciju. Najstabilniji oblik na proces kompresije je dihidratna
forma karbamazepina. Najefikasniju stabilnost pokazuje trigonalna forma, medutim p —
monoklinicka forma ostaje stabilna u normalnim uslovima proizvodnje i cuvanja (Lefebvre
i sar. 1986). SuSenje rasprSivanjem, koje se koristi zbog sfernog oblika dobijenih Cestica
radi dobijanja lako protocnog praska, takode moze znacajno da utice na polimorfni prelaz
karbamazepina. Ukoliko polazimo od p — monoklinicke forme u najve¢oj meri se dobija
trigonalna forma karbamazepina. Promena rastvaraca koji se uparava nema znacajan uticaj

na polimorni oblik karbamazepina (Gosselin 1 sar., 2003).
8. Tehnike karakterizacije ¢vrstih samodispergujucih sistema

Raznovrsnost 1 dinamicki karakter ¢vrstih samodispergujucih sistema za oralnu primenu
oteZzavaju istrazivanje 1 ispitivanje ovih sistema. Za potpunu karakterizaciju fizi¢ko-
hemijskih osobina lekovite supstance inkorporirane u odgovarajuéi lipidni sistem, kao i
fizicko-hemjskih osobina samog nosaca, kao i adekvatniju procenu ponaSanja ovih sistema
nakon peroralne primene, neophodno je primeniti veliki broj tehnika koje moraju biti

uzajamno komplementarne. U dosadasnjim istrazivanjima najuspeSnije su se pokazale
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tehnike koje se zasnivaju na merenju elektriéne provodljivosti, viskoziteta, refleksije
fotona, refleksije x-zraka kao i termalne tehnike. Medutim, samodispergujuc¢a osobina ovih
sistema, kao i prisustvo ekscipijenasa koji nakon peroralne primene podlezu procesu
lipolize, koji moze uticati na osobine sistema in vivo, ukazuju da za potpunu
karakterizaciju ovih sistema nije dovoljno utvrditi fizicko stanje lekovite supstance u
kona¢nom farmaceutskom obliku, ve¢ je neophodno dodatno ispitati sistem koriS¢enjem
tehnika pomoc¢u kojih se mogu simulirati in vivo uslovi nakon peroralne primene. Jedan od
pristupa predstavlja in vitro model lipolize (Christensen 1 sar., 2004; Fatouros 1 sar., 2007;
Larsen 1 sar., 2008; Zangenberg 1 sar., 2001a, 2001b). Primenom konduktometrijskih 1
reoloSkih merenja, pri postepenom dodavanju spoljasnje faze, obicno vode, moze se
proceniti intenzitet interakcija izmedu razlicitih struktura koje nastaju i ste¢i uvid u prirodu
tih interakcija (Zhao i sar., 2007; Antunes i sar., 2003; Graca i sar., 2009; Rojas i sar.,
2010). Ispitivanje veli¢ine precnika kapi nakon dispergovanja ispitivanih formulacija vrsi
se tehnikama refleksije fotona, obi¢no fotonska korelaciona spektroskopija (eng. Photon
Correlation Spectroscopy, skr. PCS; eng. Dynamic Light Scattering, skr. DLS) ili laserske
difrakcije (eng. Laser Diffraction, skr. LD). Pomoc¢u ovih tehnika lako se utvrduje veli¢ina
formiranih kapi, nakon dispergovanja samodispergujuceg sistema u spoljas$njoj fazi, kao 1
indeks polidisperznosti (eng. Polydispersity index, skr. Pdl) (Goddereris 1 sar., 2006).
Pored njih mogu se koristiti 1 druge, manje pouzdane tehnike, kao $to su opticka
mikroskopija 1 Kulterov broja¢ Cestica. U cilju odredivanja fizickog polimorfnog oblika
lekovite supstance, kao i utvrdivanja stabilnosti u odgovaraju¢em farmaceutskom obliku,
Cesto se koriste tehnike diferencijalne skenirajuce kalorimetrije (eng. Differential Sccaning
Calorimetry, skr. DSC), i tehnika difrakcije x-zraka na uzorcima u obliku praska (eng.
Powdered X-Ray Diffraction, skr. PXRD) kao i infracrvena spektroskopija sa Furijeovom
transformacijom (eng. Fourier Transform Infrared Spectroscopy, skr. FT-IR) (Kim 1 sar.,
1985; Phadnis 1 sar., 1997). Cesto se koriste i metode transmisione elektronske
mikroskopije (eng. Transmission Electron Microscopy, skr. TEM) 1 skenirajuce
elektronske mikroskopije (eng. Scanning Electron Microscopy, skr. SEM), gde se slika

stvara usled interakcije elektrona sa tankom povrSinom uzorka.
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CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ciljevi istrazivanja obuhvataju formulaciju i sveobuhvatnu karakterizaciju razlicitih

¢vrstih samodispergujucih sistema.

- Prvi deo istrazivanja obuhvata formulisanje, izradu i karakterizaciju ¢vrstog
samomikroemulgujuéeg sistema, koriS¢enjem karbamazepina kao model tesko
rastvorljive lekovite supstance. Karakterizacija samomikroemulgujuc¢eg sistema
obuhvata kreiranje pseudoternernog faznog dijagrama, odredivanje adekvatnog
odnosa surfaktanta i kosurfaktanta (K;,) kao i odnosa surfaktantne i uljane faze,
reoloSku karakterizaciju, odredivanje veli¢ine formiranih kapi fotonskom
korelacionom spektroskopijom kao i odredivanje rastvorljivosti karbamazepina u
samomikroemulguju¢em sistemu adekvatnom HPLC metodom. Izrada cvrstih
samomikroemulgujuc¢ih sistema je vrSena direktnom adsorpcijom na sintetske
porozne nosate. Cvrsti samomikroemulgujuéi sistemi su okarakterisani
diferencijalnom  skeniraju¢om  kalorimetrijom (DSC) 1 infracrvenom
spektroskopijom sa Furijeovom transformacijom (FT-IR) radi utvrdivanja
polimorfnog oblika karbamazepina i1 eventualne interakcije karbamazepina i
adsorbensa. Ispitivanja brzine rastvaranja je vrSeno iz kapsula punjenih ispitivanim
¢vrstim samomikroemulgujué¢im sistemom.

- Drugi deo istrazivanja se odnosi na formulisanje i karakterizaciju Ccvrste
samoemulgujucée fosfolipidne suspenzije (SSEPS) sa karbamazepinom kao model
supstancom. Ovaj deo istrazivanja obuhvata pripremu adekvatne tecne
samoemulguju¢e fosfolipidne suspenzije (SEPS) meSanjem surfaktanta
kaprilokaproil-makrogol-8-glicerida, =~ kosurfaktanta  lecitina, = korastvaraca
propilenglikola i ulja triglicerida srednje duZine lanca u odgovaraju¢em odnosu i
karakterizaciju = odabranog  sistema  koriS¢enjem  fotonske  korelacione
spektroskopije. Tecna samoemulgujuca fosfolipidna suspenzija (sadrzi oko 40 %
(m/m) karbamazepina) je dodatno okarakterisana optickom mikroskopijom.

Odgovaraju¢i SSEPS sistemi su pripremljeni koriS¢enjem prirodnog poroznog
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nosaca, dijatomit mikrokapusle, direktnom adsorpcijom ili evaporacijom
rastvaraca. Karakterizacija ¢vrstth SEPS sistema kao 1 odgovaraju¢e Cvrste
disperzije je vrSena pomocu diferencijalne skeniraju¢e kalorimetrije (DSC),
difrakcije x-zraka praskova (PXRD) kao i skenirajuée elektronske mikroskopije
(SEM). Ispitivanje brzine rastvaranja karbamazepina iz ¢vrstih SEPS sistema, kao 1
iz odgovaraju¢e Cvrste diperzije, vrSeno je iz kapsula predhodno napunjenih
ispitivanom formulacijom. Dodatno je vrSen test ubrzanog starenja i uzorci su
naknadno okarakterisani radi utvrdivanja eventualnih promena polimorfnog oblika
karbamazepina.

Treci deo istrazivanja obuhvata procenu mogucnosti formulacije samoemulgujuc¢ih
peleta kao i1 njihovu karakterizaciju. Formulacija i izrada samoemulgujuéih peleta
je vrsena nanosSenjem SEPS formulacije dobijene u drugom delu istrazivanja na
neutralne pelete veliCine jezgra 710 — 825 pm, u uredaju sa fluizidirajuéim
protokom vazduha uz koriS¢enje pomoc¢nih supstanci. Karakterizacija peleta je
vrsina kori$¢enjem opticke mikroskopije, DSC i PXRD tehnike, u cilju ta¢nijeg
utvrdivanja polimorfnog oblika karbamazepina. Ispitivanja brzine rastvaranja
vrseno je koriS¢enjem aparature sa lopaticama.

Cetvrti deo istrazivanja se odnosi na ispitivanje predhodno izradenih &vrstih
samodisperguju¢ih formulacija metodom in vitro dinamicke lipolize. Dobijeni
rezultati su uporedivani sa rezultatima koji su dobijeni konvencionalnim metodama
in vitro ispitivanja brzine rastvaranja karbamazepina. U toku testa in vitro lipolize u
odredenim vremenskim intervalima uzeti su uzorci i vrSeno je odredivanje
karbamazepina HPLC metodom u cilju utvrdivanja kapaciteta solubilizacije

ispitivanih formulacija za karbamazepin u toku lipolize.
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9. FORMULACIJA I KARAKTERIZACIJA CVRSTOG
SAMOMIKROEMULGUJUCEG SISTEMA

9.1. Materijali i metode
9.1.1. Materijali

Ekscipijensi koji se koriste za izradu samomikroemulgujuceg sistema: polisorbat 80,
polioksietilen-(20)-sorbitanmonooleat (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemacka), je
koris¢en kao surfaktant (S); Cremophor® RH 40, PEG-40 hidrogenizovano ricinusovo ulje
(BASF, Nemacka), je koris¢en kao kosurfaktant (C); Mygliol® 812, trigliceridi srednje

duzine lanca (Sasol GmbH, Nemacka) je koriS¢en kao uljana faza (O).

Porozni  adsorbensi: magnezijum-aluminometasilikat (Neusilin® UFL2 (NUFL2),
Neusilin® FL2 (NFL2)) (Fuji Chemical Industry, Japan) 1 porozni silicijum-dioksid
(Sylysia® 320 (SYL320) i Sylysia® 350 (SYL350)) (Fuji Sylysia Chemical Japan).

Ispitivani ¢vrsti samomikroemulgujuéi sistemi su punjeni u tvrde kapsule veli¢ine 3
(Capsugel®, Francuska), radi testa ispitivanja brzine rastvaranja. Prilikom ispitivanja

koris¢ena je dvostruko destilovana voda (V).

Lekovita supstanca: Karbamazepin (CBZ) (Ph. Jug. V)
9.1.2. Metode

9.1.2.1. Ispitivanje rastvorljivosti karbamazepina

Rastvorljivost karbamazepina je odredena u ulju, surfaktantu, te¢noj SMEDDS
formulaciji (K,,1:1, SC/O 8:2) i medijumu za ispitivanje brzine rastvaranja (0.1 M HCI). U
10 ml svakog medijuma pojedina¢no dodat je viSak karbamazepina, smeSa je preneta u
staklene epruvete sa zapusacem i meSana 48 h na sobnoj temperaturi, pri brzini mesanja od
300 o/min kori¢éenjem mesalice Ika® KS 260 B (Staufen, Nemacka). Nakon toga, 2 ml
svake smeSe je centrifugirano 15 min na 4000 o/min koriS¢enjem centrifuge Tehtnica Ic

320, (Zelezniki, Slovenija). Koncentracija karbamazepina je odredena pomocu HPLC

48



analize. Koris¢en je Waters Breeze system sa Waters 1525 binarnom HPLC pumpom,
Waters 2487 UV/VIS detektorom i Breeze softverom za Windows XP. KoriS¢ena je
Terra®RP18 (3,5um 4,6mm x 20mm IS) kolona pri UV detekciji na talasnoj duzini od 285
nm, radnoj temperaturi od 40°C 1 brzini protoka mobilne faze 1,2 ml/min. Sastav mobilne
faze je metanol/voda/glacijalna siréetna kiselina 35/64/1. Rezultati su izrazeni kao srednja
vrednost i1 standardna devijacija (S.D.) tri uzastopna merenja tri posebno pripremljena

uzorka.
9.1.2.2. Priprema SMEDDS - Konstrukcija pseudoternernog faznog dijagrama

Pseudoternerni fazni dijagram je konstruisan nakon titracije homogene smesSe ulja,
surfaktanta i1 kosurfaktanta na sobnoj temperaturi sa vodom (Gattefosse, 1994).
Komponente surfaktantne faze, Polisorbat 80 kao surfaktant (S) i Cremophor® RH 40 kao
kosurfaktant (C), su merene u istu staklenu ¢asu, S/C odnos (K,) 1:1 i meSane 30 minuta
na magnetnoj mesalici na temperaturi od 40°C kako bi se Cremophor® RH otopio. Odnos
surfaktanta i kosurfaktanta u surfaktantnoj fazi (K;,) je odreden pri pre-screening studijama
na osnovu veli¢ine prec¢nika kapi SMEDDS/voda, 5/95 sistema, pri ¢emu je odabran
SMEDDS sistem koji je dao najmanju veli¢inu precnika kapi. SmeSa je ostavljena preko
no¢i na sobnoj temperaturi. Nakon toga surfaktanoj fazi je dodato ulje (O) i napravljene su

SC/O smese u odnosima od 9:1 do1:9 (Tabela 9.1).

Tabela 9.1 — Sastav formulacija za konstrukciju pseudoternernog dijagrama

Naziv 130) F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9
formulacije

SIC=1:1(g) 1 2 3 4 5 6 7 8 9

0 () 9 8 7 6 5 4 3 2 1

Smese surfaktantne i uljane faze su titrirane sa vodom kap po kap. Tokom dodavanja

vode uzorci su meSani i ostavljeni da dostignu ravnotezno stanje. Uzorci su ispitivani
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vizuelno radi utvrdivanja transparentnosti sistema. Mikroemulzijama su smatrane samo

jednofazne, transparentne, nisko viskozne smeSe.
9.1.2.3. Odabir SMEDDS za dalja ispitivanja

Za dalja ispitivanja sa pseudoternernog dijagrama odabrana je formulacija F8 (Tabela
9.1) - SMEDDS sistem polisorbat 80 (S)/PEG-40 hidrogenizovano ricinusovo ulje
(O)/trigliceridi srednje duzine lanca (O), SC/O 8/2. Odabran je sistem koji prilikom
razblazivanja sa vodom formira mikroemulziju, a pritom sadrzi najve¢i udeo ulja 1
najmanji udeo surfaktantne faze. SMEDDS formulacija sa karbamazepinom je
pripremljena rastvaranjem odgovarajuce koli¢ine lekovite supstance u ispitivanom sistemu
na 40°C kako bi se PEG-40 hidrogenizovano ricinusovo ulje (C) otopilo. Finalna
koncentracija CBZ u SMEDDS formulaciji je 3.37 % (m/m). SMEDDS formulacije sa 1
bez CBZ su pripremljene 48 h pre daljeg ispitivanja i Cuvane na sobnoj temperature (oko

25°C). Za vreme Cuvanja nije primecena precipitacija CBZ.
9.1.2.4. Reoloska karakterizacija SMEDDS formulacije

Ispitivano je reoloSko ponasanje odabrane SMEDDS formulacije sa i bez lekovite
supstance pri razli¢itim udelima vode (10, 20, 30, 40, 50 i 60 % (m/m)), koriS¢enjem
Rheolab MC 120 (Paar Physica, Nemacka) rotacionog reometra sa Z3 DIN cilindrom za
ispitivanje te¢nih formulacija i MP 50 dodatkom (dijametar dodatka 12 mm, 1° ugao,
plo¢a/ploca rastojanje 50 um) za ispitivanje polucvrstih sistema. Udeli vode su odabrani na
osnovu uocenih faznih prelaza sistema prilikom titracije sa vodom. Ispitivano je reolosko
ponaSanje formiranih faza pri razli¢itim udelima vode kao 1 uticaj karbamazepina na tacku
prelaza i reoloske karakteristike formiranih sistema. Ukupno je pripremljeno 12 razli¢itih

formulacija 24 h pre reoloSkog merenja (Tabela 9.2).
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Tabela 9.2 - Sastav uzoraka za reoloSku karakterizaciju SMEDDS formulacije bez i sa karbamazepinom u % (m/m)

Uzorci bez CBZ Uzorci sa CBZ
A B C D E F A B C D E F
Voda % (m/m) 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0

Mygliol® 812 % (m/m) 18,0 16,0 14,0 12,0 10,0 8,0 17,4 15,5 13,5 11,6 9,7 7,7

Polysorbat 80/
Cremophor® RH40 % 72,0 64,0 560 480 40,0 320 69,6 61,8 541 464 386 309

(m/m)

CBZ % (m/m) 0,0 00 0,0 0,0 0,0 0,0 3,0 2,7 24 2,0 1,7 1,3

" SMEDDS sadrzi rastvoreni CBZ 3,37 % (m/m)
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Napon smicanja je meren u opsegu brzina smicanja od 0 do 20 s'120do 0s ' na20=+
1°C. Pri karakterizaciji uzoraka koris¢ene su vrednosti dinamickog viskoziteta n (Pa x s).
Dobijene krive zavisnosti napona smicanja od brzine smicanja su fitovane prema
Njutnovskom, Bingamovom i Ostvaldovom (Power Law) modelu proticanja, kori§¢enjem

softvera US 200 koji je integralni deo reometra.

9.1.2.5. Odredivanje prosecne veliCine precnika kapi primenom fotonske korelacione

spektroskopije

Fotonska korelaciona spektroskopija sluzi za odredivanje veli¢ine pre¢nika kapi
unutras$nje faze koje se formiraju prilikom razblazivanja SMEDDS sistema sa i bez CBZ,
vodom (sadrzaj vode 95 % (m/m)). Veli¢ina pre¢nika kapi je odredena koris¢enjem Nano
ZS90 (Malvern Instruments, Velika Britanija) uredaja sa He-Ne laserom na 633 nm pri
temperaturi od 20 £+ 0,2°C. Merenje je izvrSeno pod fiksnim uglom od 90°. 1z raspodele
intenziteta, koriS¢enjem softvera za statisticku analizu podataka, izraCunata je prosecna
vrednost precnika kapi (Z-Ave), kao i indeks polidisperznosti (PdI). Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost i standardna devijacija tri uzastopna merenja svakog

uzorka.
9.1.2.6. Priprema ¢vrstih SMEDDS sistema (SSMEDDS)

Odgovaraju¢i SMEDDS/adsorbens odnosi za izradu ispitivanih SSMEDDS sistema
odabrani su na osnovu titracije adsorbensa sa tecnom SMEDDS formulacijom, pri ¢emu se
tatka na kojoj sistem postaje intenzivno lepljiv 1 gubi karakteristike praska smatra
krajnjom tackom titracije. Za adsorbense Neusilin® FL2, Sylysia® 320 i Sylysia® 350
krajnja tacka titracije je iznosila malo viSe od 1g za 1 g adsorbensa, dok je za adsorbens

Neusilin® UFL2 krajnja tacka titracije bila nesto vise od 2 g te¢ne SMEDDS za 1 g praska.

SSMEDDS formulacije bez CBZ (M) kao 1 SSMEDDS formulacije sa CBZ (MC)
izradene su postupkom direktne adsorpcije. Odabrana tecna SMEDDS formulacija bez i sa
CBZ je dodavana kap po kap na lg svakog adsorbensa ponaosob(Neusilin® UFL2,
Neusilin® FL2, Sylysia® 320 i Sylysia® 350), uz blago me3anje, dok nije postignut odnos
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SMEDDS/adsorbens 1:1. Takode izradena je 1 SSMEDDS formulacija sa
SMEDDS/Neusilin® UFL2 odnosom 2:1. Sastav SSMEDDS formulacija sa CBZ prikazan
je u Tabeli 9.3.

Tabela 9.3 — Sastav ¢vrstih samomikroemulgujuéih formulacija (SSMEDDS)

Vrsta Odnos Oznaka

SMEDDS (CBZ 3,37 % (m/m))
adsorbensa adsorbens/SMEDDS uzorka

1/1 MC NUFL2
Neusilin® UFL2

polisorbat 80 (S)/PEG — 40 12 MC2 NUFL2

hidrogenizovano ricinusovo ulje

(C)/trigliceridi srednje duzine lanca ~ Neusilin® FL2 171 MC NFL2

(0), SC/O odnos 8/2 sa CBZ

. .. Sylysia® 320 1/1 MC SYL 320
rastvorenim u smesi

Sylysia® 350 1/1 MC SYL 350

Nakon izrade dobijeni praskovi su ostavljeni 24 h na sobnoj temperaturi (oko 25°C) pre
daljeg ispitivanja. Izradene su i fizicke smeSe CBZ 1 adsorbenasa jednostavnim meSanjem
karbamazepina i adsorbenasa u tarioniku pomocu pistila. Za ispitivanje brzine rastvaranja

CBZ iz ispitivanih formulacija, dobijeni praskovi su punjeni u kapsule.

9.1.2.7. Karakterizacija SSMEDDS formulacija primenom diferencijalne skenirajuce

kalorimetrije

Diferencijalna skeniraju¢a kalorimetrija (DSC) je sprovedena koriS¢enjem Shimadzu
DSC-50 (Shimadzu Korporacija, Japan). Tacno odmerena kolicina ispitivanog uzorka (2 —
5 mg) je stavljena u perforirani aluminijumski lon¢i¢ 1 skenirana u temperaturnom opsegu

od 20 — 220 °C, pri brzini zagrevanja od 10 °C/min 1 brzini protoka azota od 50 ml/min,
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pracenjem eventualnih termalnih promena u uzorku. Instrument je kalibrisan za

temperaturu i energiju koriS¢enjem indijumskih standarda.

9.1.2.8. Karakterizacija @ SSMEDDS formulacija primenom infracrvene

spektroskopije sa Furijevom transformacijom

Spektri infracrvene spektroskopije sa Furijeovom transformacijom (FT-IR) dobijeni su
skeniranjem polaznih materijala i ¢vrstih formulacija u opsegu talasnog broja 600—4000
cm' koris¢enjem  Shimadzu IR-Prestige-21 FT-IR spektrometra udruZenog sa
horizontalnim Golden Gate MKII ATR sistemom sa jednostrukom refleksijom (Specac,
Velika Britanija) i Zn Se so¢ivom, nakon adekvatne supstrakcije Suma pozadine. Svaki
spektar predstavlja prikaz srednjih vrednosti intenziteta od 32 skeniranja, pri rezoluciji

. . 1
snimanja od 4 cm .

9.1.2.9. In vitro ispitivanje brzine rastvaranja karbamazepina (CBZ) iz SSMEDDS

formulacija

Profili brzine rastvaranja CBZ iz razli¢itth SSMEDDS formulacija kao 1 fizickih smeSa
1 Cistog karbamazepina su dobijeni koris¢enjem Erweka DT70 (Hausenstamm, Nemacka)
aparata sa rotiraju¢im korpicama i ¢aSama malog volumena. Kao medijum je koriS¢ena 0,1
M HCI. Uslovi rada su: temperatura medijuma 37 + 0,5°C, volumen medijuma 300 ml,
brzina okretanja rotiraju¢eg elementa 100 o/min. Uzorci od 4 ml su uzimani su u ta¢no
definisanim vremenskim intervalima (5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90 i 120 minuta). Nakon
uzorkovanja ista zapremina svezeg medijuma je vracena u sistem. Sink uslovi su odrzavani
svo vreme trajanja ispitivanja. Svi uzorci su filtrirani koris¢enjem 0,45 um MF-Millipore®
membranskog filtera (Millipore Corporation, SAD) pre daljeg analiziranja. Koncentracija
CBZ je odredena spektrofotometrijski na 285 nm kori$¢enjem spektrofotometra Evolution
300 (Termo Fisher Scientific, Engleska) spektrofotometra, prilikom cega su za
izraCunavanje procenta rastvorenog karbamazepina, u odredenom vremenskom intervalu,
kao slepa proba uzete u obzir vrednosti apsorbancije odgovaraju¢eg SSMEDDS sistema
bez CBZ u ta¢no definisanom intervalu uzorkovanja, kao i koli¢ina CBZ koja je uklonjena
iz sistema predhodnim uzorkovanjem. Ispitivanje brzine rastvaranja je vrSeno u triplikatu i

54



vrednosti procenta rastvorenog karbamazepina u zavisnosti od vremena su izraZzene kao

srednja vrednost £ S.D.
9.2. Rezultati i diskusija
9.2.1. Fazno ponaSanje pseudoternernog sistema i odabir SMEDDS formulacije

Pseudoternerni fazni dijagram voda/polisorbat 80 (S)/Cremophor® RH 40 (O)
/trigliceridi srednje duzine lanca (O) kvaternarnog sistema pri konstantnoj K, vrednosti je

prikazan na Slici 9.1.

Polisorbat 80/ Cremophor® RH 40

0% , 100%

i

9

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

Slika 9.1 - Pseudoternerni fazni dijagram sa mikroemulzionim regionom voda/polisorbat
80/PEG — 40 hidrogenizovano ricinusovo ulje/trigliceridi srednje duzine lanca sistema pri vrednosti
K, 1:1. Prvi simbol duz linije razblaZenja (m) oznacava tacku u kojoj prestaje da postoji V/U
mikroemulzija. Poslednji simbol (m) duz linije razblazenja oznacava formiranje U/V
mikroemulzije. Nepostojanje linije nakon simbola (m) ukazuje na formiranje mlec¢no bele emulzije.

Simbol (e), A-F, predstavlja sastav sistema koji su odabrani za reoloska merenja.
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Li i saradnici su pokazali da prilikom formiranja mikroemulzija kombinacija dva nejonska
surfaktanta pri K,, odnosu 1:1 moze biti znacajno efikasnija u odnosu na pojedinacan
nejonski surfaktant (Li i sar., 2005). Ispitivanje faznog ponaSanja smesa lipidnih
ekscipijenasa sa SC/O odnosom od 9:1 do 1:9 titriranjem kap po kap sa vodom, moze
posluziti za utvrdivanje koncentracija vode, ulja i surfaktant/kosurfaktant smese pri kojima
se formira stabilna, transparentna, nisko viskozna mikroemulzija. Za sisteme sa SC/O
odnosom 9:1 i 8:2 nije primecena znacajna razlika u faznim promenama. Sa dodatkom
prvih kapi vode ovi sistemi formiraju transparentnu, nisko-viskoznu V/U mikroemuziju,
sve dok sadrzaj vode V % (m/m) nije 12,1 odnosno 12,5 za sisteme sa SC/O odnosom 9:1
odnosno 8:2 (Slika 9.1). Daljim dodavanjem vode, viskozitet ovih sistema naglo raste, ali
ostaju transparentni. Ovo moze da ukaze da pri ovim SC/O odnosima sadrzaj ulja (%
(m/m)) nema znacajan uticaj na pocetak fazne promene sistema. Daljim dodavanjem vode
formira se transparentna, jako viskozna gelska faza. Gelska faza postoji sve dok sadrzaj
vode ne bude V % (m/m) 54,41 odnosno 55,32 za sisteme sa SC/O odnosom 9:1 odnosno
8:2 (Slika 9.1) kada ovi sistemi vrlo brzo se transformisu u nisko viskozne, transparentne
U/V mikroemulzije, §to je potvrdeno centrifugiranjem uzoraka koris¢enjem Tehtnica Ic
320, (Zelezniki, Slovenija) centrifuge na 4000 o/min tokom 15 min pri ¢emu nije doslo do

razdvajanja faza.

Slicne rezultate dobili su 1 Fehér i1 saradnici ispitivanjem sistema koji sadrzi 80 %
Cremophor® RH 40 1 20 % Mygliol® 810 (Fehér i sar., 2008). PonaSanje sistema sa SC/O
odnosom 7:3 odnosno 6:4 prilikom kontinuiranog dodavanja vode je sli¢no, ali glavna
razlika u odnosu na predhodno pomenute sisteme je Sto se daljim dodavanjem vode gelska
faza prelazi u belu U/V emulziju. Takode sistem sa SC/O odnosom 6:4 pocinje da formira

belu gelsku fazu pri sadrzaju vode od 18,65 % (m/m).

Glavni razlozi za odabir SMEDDS sistema sa SC/O odnosom 8:2 je visi sadrzaj uljane i
manji sadrzaj surfaktant/kosurfaktant faze radi izbegavanja eventualne iritacije GIT zbog

visoke koncentracije PAM.
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9.2.2. Rastvorljivost CBZ

Rastvorljivost karbamazepina je predstavljena u Tabeli 9.4.

Tabela 9.4 - Rastvorljivost karbamazepina u odabranim ekscipijensima i
medijumima
Medijum 0.1 M HCI Mygliol® 812 Polisorbat 80 SMEDDS

Rastvorljivost CBZ 122,23 +190 2758 £21,03 40055 = 32,11 33771 £41,05
(ug/ml) £S.D

Rastvorljivost CBZ je ispitivana u cilju utvrdivanja kapaciteta solubilizacije SMEDDS
sistema, SC/O odnos 8:2, za CBZ. Samo SMEDDS formulacija sa maksimalnom
koli¢inom rastvorenog CBZ je dalje ispitivana. Rastvorljivost karbamazepina je ispitivana i
u teénim ekscipijensima kako bi se utvrdio njihov kapacitet solubilizacije. Prema
podacima prikazanim u Tabeli 9.4 moze se zakljuéiti da je rastvorljivost CBZ najveéa u
Polisorbatu 80, ¢ak 328 puta veéa nego u 0.1 M HCI i 14,52x veéa nego u Mygliol® 812
ulju. Sli¢nu rastvorljivost karbamazepina u 0,1 M HCI su prijavili su i Bhise i Rajkumar,
115 + 1,7 pg/ml (Bhise and Rajkumar, 2010). Niza rastvorljivost CBZ u Mygliol® 812 ulju
u odnosu na rastvorljivost CBZ u polisorbatu 80 ukazuje da je za visok kapacitet
solubilizacije tetne SMEDDS formulacije za CBZ najverovatnije odgovoran polisorbat 80.
Rastvorljivost CBZ u Cremophor® RH 40 nije ispitana zbog poluévrste konzistencije ovog

lipidnog ekscipijensa.
9.2.3. Reoloska karakterizacija SMEDDS formulacije

U cilju definisanja faznih promena odabranog SMEDDS sistema (formulacija F8
Tabela 9.1, SC/O odnos 8:2), koje se deSavaju pri kontinuiranom dodavanju vode, kao i
razumevanja uticaja CBZ na njih, ispitivano je reoloSko ponasanje Sest razli¢itih uzoraka
bez CBZ (M), kao 1 Sest razli¢itih uzoraka sa CBZ (CM). Reoloska merenja su vrSena na

ispitivanom SMEDDS sistemu bez i sa CBZ, pri ¢emu su ispitivani uzorci imali razli€iti
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udeo vode, V % (m/m), od 10 do 60 % (m/m), sa delom od 10 % (m/m), §to ¢ini ukupno
12 razligitih formulacija (formulacije A — F i A™- F prikazane u Tabeli 9.2). Postepeno
dodavanje vode odabranom SMEDDS sistemu dovodi do porasta viskoziteta i formiranja
strukture sli¢ne gelu. Sadrzaj vode nije dodavan preko 60 % (m/m) zato $to sa dodavanjem
vode preko 55 % (m/m) (Slika 9.1) dolazi do naglog pada viskoziteta, naruSavanja
predhodno formirane strukture i formiranja nisko viskoznih, transparentnih U/V

mikroemulzija.
Sadrzaj dodate vode je racunat prema jednacini (Jednacina 9.1):

V % (m/m) = (m, /(my + my + Mg + Mcog+ Mep,)) X 100 (Jednacina 9.1)

gde my, m,, mg, Mcos and mep,, predstavljaju masu vode, surfaktanta, kosurfaktanta 1 CBZ.

Svi uzorci su ispitivani 24 h nakon pripreme kako bi se struktura stabilizovala. Zbog
formiranja strukture slicne gelu, pri sadrzaju vode do oko 55 % (m/m), neophodno je
ostaviti uzorke da odstoje kako bi se uspostavile i stabilizovale sve potencijalne
interakcije. ReoloSko merenje uzoraka pokazalo je da dinamicki viskozitet ispitivanih
sistema 1 (Pa x s) u velikoj meri zavisi od udela vode V% (m/m). Formiranju viskozne
gelske faze prilikom kontinuiranog dodavanja vode u velikoj meri doprinosi Cremoph0r®
RH 40, 3to je takode pokazano i u Labrasol®/Cremophor®RH 40/ulje/voda sistemima
(Zhang i sar., 2004).

Tip proticanja, kao 1 vrednosti dinamic¢kog viskoziteta 1 koeficijenta korelacije za sisteme

saibez CBZ sa 10, 20, 50 and 60 % V (m/m) su prikazani u Tabeli 9.5
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Tabela 9.5 - Viskozitet i tip proticanja formulacija za reoloSko karakterizaciju SMEDDS
formulacije sa i bez CBZ sa sadrZzajem vode % V (m/m) = 10, 20, 50 i 60 %

Uzorci bez CBZ Uzorci sa CBZ
M (A) M (B) M (E) M (F) CM (A) CM (B) CM (E) CM (F)
Voda % 10,0 20,0 50,0 60,0 10,0 20,0 50,0 60,0
(m/m)
n (Pa*s) 0,697 3,122 2040 0,361 1,055 3,289 2050 0,390
priy=2,22s" priy=2,22s"

R(x,y) 0,998 0,994 0.997 0,997 0,998 0,999 0,994 0,990
Jednacina T=1y =1y y = a*x" T=1y ="y T="y y = a*x" y =a+ b*x
a=3732,3 a=3862,6 a=1,5427
b= 0,224 b= 0,208 b =0,39024

Tip

proticanja Njutnovski Njutnovski Ostvaldov Njutnovski Njutnovski Njutnovski Ostvaldov Bingamov




Uzorci A, Bi D bez CBZ sa 10, 201 60 % V (m/m), kao i uzorci A* i B* sa CBZ sa 10
i 20 % vode V (m/m) (Tabela 9.2) su pokazali tipi¢an Njutnovski tip proticanja, sa
linearnim odnosom napona smicanja () i brzine smicanja (y), koji predstavlja najceséi tip
proticanja za mikroemulzije (Kumar i Mittal, 1999; Poul i Moulik, 2000) (Slika 9.2A,
Tabela 9.5).

A ——10 % CM

—4—10%M

—m20%CM

70- —9-20%M

! —A—60 % CM

60 —¥—60% M
& 50-
e
= 40-
.U |
= 30.
g
2 20
Z
10 -

Brzina smicanja [1/s5]

Slika 9.2A - Zavisnost napona smicanja (t) od brzine smicanja (y) za voda(V)/polisorbat
80 (S)/PEG-40 hidrogenizovano ricinusovo ulje (C)/trigliceridi srednjeduzine lanca (O)
sisteme , SC/O odnos 8:2, K, 1:1,sa 10, 201 60 % V (m/m). M — uzorak bez CBZ; CM -
uzorak sa CBZ.
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Uzorci A* i B* sa CBZ (Tabela 9.2) sa V % (m/m) = 10 i 20 % pokazuju nesto vise
vrednosti dinamickog viskoziteta u odnosu na uzorke A i B koji su bez CBZ (Slika 9.2A,
Tabela 9.5). Ova pojava se moze objasniti time $to su molekuli CBZ, koji poseduju malu
hidrofilnu glavu i relativno veliki hidrofobni rep, u polarnom medijumu predominatno
solubilizovani na ulje/voda medupovrsini uticu¢i na geometriju formiranih kapi. Takode,
molekuli CBZ verovatno povecavaju intenzitet interakcija medu kapima Sto doprinosi
povecanju viskoziteta. Ovaj zakljucak podrzavaju rezultati ranije studije u kojoj je pokazan
pozitivan uticaj CBZ na viskozitet u [voda/PG]/[R-(+)-limonen/EtOH]/[Tween 60] sistemu
do 15 % (m/m) sadrZzaja vode (Kogan i sar., 2007).

Ispitivani uzorak F* sa CBZ (Tabela 9.2) koji sadrzi 60 % V (m/m), za razliku od
odgovarajuc¢eg uzorka bez CBZ, koji je pokazao Njutnovski tip proticanja, je pokazao
Bingamov tip proticanja (Tabela 9.5). Bingamov tip proticanja karakteriSe linearna
zavisnost napona smicanja (1) od brzine smicanja (y) nakon inicijalnog praga napona
smicanja (napon popustanja) (1o) (Tabela 9.5). Primecena razlika u reoloSkom ponaSanju
uzoraka sa i bez CBZ pri 60 % V (m/m) moZe se objasniti postojanjem privlacnih
interaktivnih sila izmedu polioksietilenskih lanaca polisorbata 80, Cremophor® - a RH 40 i

hidrofilne glave molekula CBZ.

Uzorci sa 30 140 % V (m/m) su pokazali tiksotropno ponasanje (Slika 9.2B)
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—8—30 % CM
—&-30%M
~¥—40 % CM
—A—40% M
~»—50 % CM
~4-50%M

Napon smicanja [Pa]

o 5 1 15 2

Brzina smicanja [1/]

Slika 9.2B - Zavisnost napona smicanja (t) od brzine smicanja (y) za voda(V)/polisorbat

80 (S)/PEG-40 hidrogenizovano ricinusovo ulje (C)/trigliceridi srednje duzine lanca (O)
sisteme , SC/O odnos 8:2, K, 1:1, sa 30, 401 50 % V (m/m). M — uzorak bez CBZ; CM -
uzorak sa CBZ.

Uzorci sa i bez CBZ sa 30 i 40 % V (m/m) formiraju viskoznu gelsku fazu koja

pokazuje tiksotropiju (Slika 9.2B). Ipak uzorci sa CBZ pokazuju nize vrednosti

dinamickog viskoziteta (Tabela 9.5). Najverovatniji razlog nastanka primecene pojave je

da se pri ovim koncentracijama CBZ ponasa kao kosurfaktant i ,,povlaci“ molekule
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surfaktanta prema medupovrSini, pritom uzorkujuci blagi disbalans u gelskoj mrezi, Sto za
posledicu ima manji viskozitet. U poredenju sa uzorcima sa 30 1 40 % V (m/m), u opsegu
brzina smicanja od 0 — 20 s, uzorci bez i sa CBZ sa 50 % V % (m/m) pokazuju ostar pad
viskoziteta i Ostvaldov tip proticanja (Tabela 9.5). Ovo ukazuje da su kapi unutrasnje faze
asimetricnog oblika i da se prilikom izlaganja ve¢em naponu smicanja, ove kapi orijentiSu
na nacin koji dovodi do smanjenja viskoziteta. Predhodno objavljeni rezultati studije
(Zhang 1 sar., 2004) u kojoj je pokazano formiranje mikroemuzije iz izotropne gelske faze
u sistemu voda/Cremophor® RH 40/Mygliol® 810, pri dodatku vode iznad 50 % (m/m),

pokazuju sli¢nost sa dobijenim rezultatima.

9.2.4. Odredivanje prosecne veli¢ine precnika kapi primenom fotonske korelacione

spektroskopije

Prosec¢na veli¢ina prec¢nika kapi odabrane SMEDDS formulacije bez i sa CBZ pri
sadrzaju vode od V % (m/m) = 95 % predstavljena je u Tabeli 9.6 i na Slici 9.3A; B. Moze
se tvrditi da pri velikim razblazenjima sa vodom ispitivani SMEDDS sistem bez i sa CBZ
moze da formira U/V mikroemuzije, jer je veli¢ina pre¢nika kapi unutrasnje faze manji od
50 nm (Gursoy and Benita, 2004). Ispitivani sistem je pokazao monomodalnu raspodelu

veliCine kapi bez obzira da li sadrzi CBZ ili ne (Slika 9.3.A; B).

Tabela 9.6 - Prose¢na veli¢ina precnika kapi (Z-Ave) i indeks polidisperznosti (PdI)
mikroemulzije bez CBZ (M) i sa CBZ (CM) pri sadrzaju vode V % (m/m) =95 % (K,
1:1; SC/0 8:2)

Z-Ave +S.D. PdI = S.D. Pik 1 Pik 2 Pik 1 Pik 2

Z-Ave (nm) Z-Ave (nm) P Int (%) P Int (%)

Mikroemulzija
bez CBZ (M) 19,330,126 0,128 £ 0,01 19,33 0 100 0

Mikroemulzija sa
CBZ (CM) 19,87 £0,755  0,203+0,027 21,25 4802 97,5 2,5
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Size Distribution by Intensity
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Slika 9.3 - Raspodela veli¢ine pre¢nika kapi’ prema intenzitetu® kod SMEDDS bez CBZ,
(A), kao i SMEDDS sistema sa CBZ (B), K, 1:1; SCy/O 8:2. Uzorci su mereni pri sadrzaju
vode V % (m/m) =95 %

7 Size (d.nm)
8 Intensity (%)
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Raw Correlation Data
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Slika 9.4 - Korelaciona funkcija9 kod SMEDDS sistema bez CBZ, (A), kao i SMEDDS
sistema sa CBZ (B), K, 1:1; SCy/O 8:2. Uzorci su mereni pri sadrzaju vode V % (m/m) =
95 %

° Koeficijent korelacije vs Vreme (us) — eng. Correlation function vs Time (us)
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Visa vrednost indeksa polidisperznosti (Pdl) u sistemu sa CBZ u odnosu na
odgovarajuc¢i sistem bez CBZ (0.203 + 0.027 > 0.128 + 0.01) (Tabela 9.6) se moze
objasniti prisustvom molekula CBZ na medupovrSini ulje/voda. Usled male hidrofilne
glave i relativno velikog hidrofobnog repa, molekul CBZ poseduje vrednost kriticnog
parametra pakovanja, CPP> 1 (eng. critical Packing Parameter, CPP). Samim tim, u
nepolarnom medijumu CBZ tezi da formira reverzne micele, ali u vodi kao spoljasnjoj fazi,
koja predstavlja jako polarni medijum, CBZ najverovatnije ima negativan uticaj na
termodinamicku  stabilnost  sistema  (Rosen, 2004), povecavaju¢i fluidnost
medupovrsinskog filma, dovode¢i do Sire distribucije veli¢ina precnika kapi 1 posledi¢no
viSe vrednosti PdI (Tabela 9.6). U prilog ovome idu i uo€ene deformacije na zavSnom
segmentu bazne linije autokorelacione funkcije (Slika 9.4B) koje ukazuju na prisustvo
krupnijih kapi u ispitivanom sistemu, kao i na deSavanje promena u uzorku u toku samog
merenja. Ovaj zakljucak je u dobroj korelaciji sa ¢injenicom da, nakon 24 h stajanja na
sobnoj temperaturi, sistem sa CBZ, pri V % (m/m) = 95 %, pokazuje znake blage

precipitacije lekovite supstance.

9.2.5. Karakterizacija SSMEDDS formulacija primenom diferencijalne skenirajuce

kalorimetrije i infracrvene spektroskopije sa Furijeovom transformacijom

Pet razli¢itth SSMEDDS formulacija sa CBZ (Tabela 9.3 - SMEDDS/ NUFL2; NFL2;
SYL3201 SYL350, 1/1,1 SMEDDS/ NUFL2, 2/1) kao i1 odgovarajuce fizicke smeSe CBZ 1
adsorbensa /12,5 % CBZ (m/m) su okarakterisane DSC 1 FT-IR analizom u cilju
utvrdivanja potencijalne interakcije izmedu CBZ i adsorbensa (Slika 9.5A; B; Slika 9.6A;
B). U prisustvu lipidnih sistema, kao §to su SMEDDS, a u cilju potvrdivanja odredene
interakcije izmedu lekovite supstance i adsorbensa, DSC analiza nije pogodna kao jedini
vid karakterizacije. 1z tog razloga, kako bi se pokazala efektivna interakcija, DSC analiza

je kombinovana sa netermalnom analizom, kao Sto je FT-IR.
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DSC analiza cistog karbamazepina je potvrdila da je prilikom izrade ispitivanih

formulacija koriS¢en P-monoklini¢an (oblik III) karbamazepina (Slika 9.5 A).

A Fizicke smese

CBZ/NUFL2
/’—/_,}4—/‘ CBZ/NFL2
£ CBZ/SYL350
B
g
':EL ——  CBZ/SYL320
s
[_|
CBZ
i

a0 100 150 200

Temperatura [-C]
Slika 9.5A - DSC krive ¢istog karbamazepina i1 fizickih smeSa karbamazepina 1 Cetiri
razliCita adsorbensa, 12,5 % (m/m). CBZ — karbamazepin; NUFL2 - Neusilin® UFL2;
NFL2 - Neusilin® FL2; SYL350 - Sylysia® 350; SYL320 - Sylysia® 320; Radi boljeg

poredenja, 12,5% intenziteta signala od Cistog CBZ je koriS¢eno prilikom poredenja sa

intenzitetom signala iz fizickih smeSa

DSC kriva cistog CBZ je pokazala karakteristican pik topljenja na 175,5°C, koji

odgovara tacki topljenja P — monoklinickog polimorfnog oblika CBZ, a zatim egzotermni
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pik rekristalizacije na 181,3°C u CBZ formu I , posle kog je sledio endotermni pik
topljenja CBZ forme I na 192,6°C (Slika 9.5A). Sli¢ni rezultati DSC analize za CBZ formu
IIT su objavljeni ranije (Kobayashi i sar., 2000; Rustichelli 1 sar., 2000).

B SSMEDDS sa CBZ
/ MC2 NUFL2

MC1 NUFL2

o0 MC NFL2

g — MC SYL350

2,

]

[_|
MC SYL320

. . . | CBZ
50 100 150 200
Temperatura [*C]

Slika 9.5B - DSC krive ¢istog CBZ i1 pet MC — SSMEDDS sa CBZ, SC/O 8:2, K, 1:1.
CBZ - karbamazepin; NUFL2 - Neusilin® UFL2; NFL2 - Neusilin® FL2; SYL350 -
Sylysia® 350; SYL320 - Sylysia® 320. MC1 - SMEDDS/Neusilin® UFL2 odnos 1:1; MC2
- SMEDDS/Neusilin® UFL2 odnos 2:1. je kori§éeno prilikom poredenja sa intenzitetom
signala iz SSMEDDS formulacije
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Prilikom poredenja intenziteta pikova DSC krive fizickih smesa i Cistog CBZ uzeto je
12,5 % signala ¢istog CBZ (Sto odgovara sadrzaju CBZ u fizickim smeSama). Razlog za to
je da ukoliko u fizi¢ikim smeSama i budu prisutni pikovi karakteristicni za CBZ, oni se
mogu uporedivati sa intenzitetom pikova Cistog CBZ, prilikom ¢ega se moze zakljuciti da
li je ceo ili samo deo CBZ presao u amorfni oblik. Nepostojanje pika topljenja CBZ u
fizickim smesama (CBZ/NUFL2; CBZ/NFL2; CBZ/SYL320; CBZ/SYL350) (Slika 9.5A)
ukazuje na transformaciju celokupnog CBZ iz CBZ forme III u amorfni oblik (Nair i sar.,

2002).

Postepeni prelaz lekovite supstance iz kristalnog u amorfni oblik u fizickim smesama sa

poroznim silika nosa¢ima je i ranije pokazan (Kim i sar., 1985).

Nepostojanje pika topljenja na DSC krivama SSEMEDDS formulacija ukazuje da
nakon adsorbovanja SMEDDS formulacije sa CBZ na adsorbens najverovatnije nije doslo
do rekristalizacije CBZ (Slika 9.5B). Inteitet pikova DSC krive ispitivanth SSMEDDS
formulacija poreden je sa 1,6885% intenziteta signala iz ¢istog CBZ ($to odgovara sadrzaju
CBZ u finalnoj formulaciji SSMEDDS sistema sa adsorbens/SMEDDS odnosom 1/1
(Tabela 9.3). Medutim, ne moZe se sa sigurnoscu tvrditi da je CBZ prisutan u amorfnom
obliku, jer se CBZ na poviSenim temperaturama, koje se postiZzu u toku izvodenja DSC
analize, potencijalno moze rastvoriti u teCnim sastojcima SMEDDS - a. Iz tog razloga je

DSC analiza kombinovana sa netermalnom analizom kao S§to je FT-IR.

FT-IR spektri ¢istog CBZ takode odgovaraju literaturnim podacima (Krahn 1 Mielck,
1987; Lowes i sar., 1987) za CBZ oblik III (Slika 9.6A). Karakteristi¢ni pikovi na 3463
cm'l(—NH valenciona vibracija), 1674 cm’! (=CO-R vibracija), 1605 1 1593 cm’! (opseg —
C=C-1—-C=0 vibracije i —-NH deformacije) (Slika 9.6A) odgovaraju CBZ fomi III. Takode
prilikom poredenja intenziteta pikova FT-IR spektra Cistog CBZ 1 fizickih smeSa uzeto je

12,5 % intenziteta pikova €istog CBZ (Slika 9.6 A).
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A Fizicke smese

CBZ/NUFL2

CBZ/NFL2

N eI VRriRllH)

—~ CBZ

Transparencija

| I I
1600 1800 2000

Talasna duZina [nm]

Slika 9.6A - FT-IR spektri Cistog karbamazepina 1 fizickih smeSa karbamazepina 1 Cetiri
razliCita adsorbensa, 12.5 % (m/m). CBZ — karbamazepin; NUFL2 - Neusilin® UFL2;
NFL2 - Neusilin® FL2; SYL350 - Sylysia® 350; SYL320 - Sylysia® 320; Radi boljeg
poredenja, 12,5% intenziteta signala od Cistog CBZ je koriS¢eno prilikom poredenja sa

intenzitetom signala iz fizickih smeSa.

Deformacija karakteristi¢nog pika u FT-IR spektrima fizickih smeSa za CBZ formu III
na 1605 i 1593 cm™ (~C=0 vibracija i -NH deformacija) (Slika 9.6A) ukazuje da u
formiranju amorfnog oblika CBZ ucestvuje vodoni¢na veza izmedu karbonilne grupe CBZ
i silanolne grupe adsorbensa. Deformacija je slabija u fizickoj smesi sa NFL2 (Slika 9.6A).

Moze se pretpostaviti da usled manje specifi¢ne povrsine NFL2 (150m?/g), u poredenju sa
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specificnom povrSinom ostala tri adsorbensa (specificna povrSina NUFL2, SYL320 i

SYL350 je ~300m*/g) i intenzitet interakcije je manii.

B SSMEDDS sa CBZ
CBZ
MC2 NUFL2
_:u
‘g MC1 NUFL2
g
& ﬁ
b ey g acpiseren MC NFL2
= S T
- --"“'/.\‘M , a
e !
_ o ; _ g MC SYL350
. e —— e MC SYL320
rv. T T ¥ T Y T
1000 2000 3000 4000

Talasna duZina [nm]

Slika 9.6B - FT-IR spektri ¢istog CBZ 1 pet MC — SSMEDDS sa CBZ, SC/O 8:2, K, 1:1.
CBZ — karbamazepin; NUFL2 - Neusilin® UFL2; NFL2 - Neusilin® FL2; SYL350 -
Sylysia® 350; SYL320 - Sylysia® 320. MCI - SMEDDS/Neusilin® UFL2 odnos 1:1; MC2
- SMEDDS/Neusilin® UFL2 odnos 2:1.

FT-IR spektri SSMEDDS formulacija takode nisu pokazali karakteristicne pikove za
CBZ, pa se samim tim moze zakljuciti da je CBZ u ispitivanim SSMEDDS formulacijama

u amorfnom obliku (Slika 9.6B).
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9.2.6. In vitro ispitivanje brzine rastvaranja karbamazepina iz SSMEDDS

formulacija

Na slikama 9.7A 1 9.7 B prikazani su profili brzine oslobadanja CBZ iz fizi¢kih smesa 1
ispitivanih SSMEDDS formulacija.

—-CBZ
100 4 —8— MC1 NUFL2
- —A— MC2 NUFL2
X —¥— MC NFL2
£ 80- —4—FS NUFL2
5y —p— FS NFL2
S
£ 60
=
©
4
= 40 -
o
Q
2
a 20
e
0 ‘ ' i T T T T i T i T
0 20 40 60 80 100 120

Vreme (min)

Slika 9.7A - Profili brzine rastvaranja CBZ iz SSMEDDS formulacija i odgovarajucih
fizickih smeSa sa NUFL2 1 NFL2 kao adsorbensima. CBZ — karbamazepin; NUFL2 -
Neusilin® UFL2; NFL2 - Neusilin® FL2; MC — SSMEDDS sa CBZ, SC/O 8:2, Ky, 1:1; FS

- fizicka smesa.
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—8-CBZ
—@— MC SYL 320
—A— MC SYL 350
—¥— FS SYL 320
—4—FS SYL 350

Rastvoreni karbamazepin (%)

0 | ! | ! | ! ! ! |
0 20 40 60 80 100

I
120
Vreme (min)

Slika 9.7B - Profili brzine rastvaranja CBZ iz SSMEDDS formulacija i odgovaraju¢ih
fizickih smesa sa SYL320 i SYL350 kao adsorbensima. CBZ — karbamazepin; SYL320 -
Sylysia® 320; SYL350 - Sylysia® 350; MC — SSMEDDS sa CBZ, SC/O 8:2, K, 1:1; MCI
- SMEDDS/Neusilin® UFL2 odnos 1:1; MC2 - SMEDDS/Neusilin® UFL2 odnos 2:1; FS —

fizi¢ka smesa

Fizicke smese CBZ i adsorbenasa NUFL2, NFL2, SYL320 kao i SYL350 su pokazale
brze oslobadanje CBZ u poredenju sa ¢istim CBZ (Slika 9.7A; B). Do brzeg oslobadanja
najverovatnije dolazi usled velike specificne povrSine adsorbenasa (specificna povrSina
NUFL2, SYL320 i SYL350 je ~300m%*/g i NFL2 150 m?g) kao i CBZ/adsorbens
interakcije potvrdene DSC i1 FT-IR analizama koja dovodi do prelaska CBZ u amorfni
oblik. Poznato je da amorfni oblik, u vecini slu¢ajeva ima vecu brzinu rastvaranja u odnosu

na kristalan oblik (Zerrouck i sar., 2001). Fizicka smesa CBZ 1 NFL2 pokazuje sporije
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oslobadanje CBZ u poredenju sa fizickim smeSama CBZ 1 adsorbenasa NUFL2, SYL320 i
SYL350, 55 % leka se oslobodi u prvih 15 minuta trajanja testa u poredenju sa =95 % kod
ostalih adsorbenasa (Slika 9.7A; B). Ovome najverovatnije doprinosi manja specifi¢na
povrSina NFL2. Ovi rezultati se mogu dovesti u korelaciju sa deformacijom pika koja je
manjeg stepena u CBZ/NFL2 fizickoj smesi nego u ostalim fizickim smeSama, Sto ukazuje
na manji intenzitet CBZ/adsorbens interakcije (Slika 9.6A). SSMEDDS formulacije su
pokazale razli¢itu brzinu oslobadanja CBZ u zavisnosti od vrste kori§¢enog adsorbensa
(Slika 9.7A; B). Brzina oslobadanja CBZ iz odgovaraju¢ih SSMEDDS formulacija se
takode moze objasniti pomocu specificne povrSine adsorbensa. Prilikom adsorbovanja
tecna SMEDDS formulacija moZe da ude unutar pora adsorbensa, pri ¢emu se ograni¢ava
kontakt CBZ sa spoljaSnjom povrSinom adsorbensa, S$to dovodi do sprecavanja
precipitacije lekovite supstance (Agarwal i sar., 2009). NUFL2 sa velikom specifi¢cnom
povr§inom (300 m%/g), ali istom veli¢inom &estica (2 — 8 um) kao i sastavom (magnezijum-
aluminometasilikat), kao i NFL2 (150 m?g) poseduje uze i duZe pore u koje tetna
SMEDDS formulacija moze da ude nakon adsorbovanja. Postepeno oslobadanje CBZ u
odredenim vremenskim intervalima je usled ogranicenog pristupa medijuma SMEDDS
sistemu koji se nalazi u ovim porama. Takode na osnovu ove pretpostavke se moze
objasniti 1 ¢injenica da je brzina oslobadanja CBZ iz SSMEDDS formulacije, u kojoj je
SMEDDS/NUFL2 odnos 1:1, manja u odnosu na formulaciju u kojoj je SMEDDS/NFL?2
odnos 1:1, dok formulacija sa SMEDDS/NUFL2 odnosom 2:1 pokazuje slicnu brzinu
oslobadanja kao formulacija SMEDDS/NFL2 odnos 1:1 (Slika 9.7A). Ovo zapazanje
implicira da je specifi¢na povrSina u korelaciji sa koli¢inom lekovite supstance koja nije
dostupna za brzo oslobadanje u medijum. Za lekovite supstance koje pokazuju nisku
rastvorljivost u disperznom medijumu (<10%), pomocu koga su adsorbovane na Neusilin®,
kristalizacija ¢e postati dominantan mehanizam koji uzorkuje smanjenje u brzini

oslobadanja, iako su formirane vodoni¢ne veze sa Neusilin® - om (Gupta i sar., 2002).

Ipak DSC analiza nije pokazala prisustvo kristala CBZ u SSMEDDS formulacijama
(Slika 9.5B). To moze biti i posledica rastvaranja eventualno precipitovanog CBZ u te¢nim

komponentama sistema na visokim temperaturama, sli¢no studiji Zerrouk 1 sar, gde je
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pokazano rastvaranje CBZ u otopljenom PEG 6000 ekscipijensu pri koncentracijama CBZ
< od 20 % (Zerrouk 1i sar., 2001). Takode odsustvo kristala CBZ podrzava pretpostavku da
te¢na SMEDDS formulacija biva zarobljena unutar pora adsorbensa na bazi magezijum-
aluminometasilikata. Veca brzina oslobadanja CBZ iz CBZ/NUFL2 fizicke smeSe u
poredenju sa SSMEDDS sistemima sa NUFL2 je usled parcijalnog ,,zarobljavanja* te¢ne
SMEDDS formulacije unutar pora adsorbensa (Slika 9.7A). SSMEDDS formulacije sa
SYL320 i SYL350 kao poroznim silika adsorbensima, su pokazale slicno, brzo
oslobadanje CBZ kao i odgovarajuce fizicke smeSe, Sto ukazuje da nije doslo do
precipitacije CBZ na povrsini adsorbensa i da je CBZ ostao u rastvorenom obliku. Sli¢na
brzina oslobadanja SSMEDDS formulacija, izradenih sa ova dva adsorbensa moze se
objasniti sli¢nom specifitnom povrinom (=300 m?*/g) kao i hemijskim sastavom. Sli¢nost
u brzini oslobadanja CBZ izmedu SSMEDDS formulacija i odgovarajuéih fizickih smesa
sa SYL320 i SYL350 adsorbensima (Slika 9.7B) ukazuje da tecna SMEDDS nije

»zarobljena® unutar pora, najverovatnije usled njihove drugacije prirode i strukture.
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10. FORMULACIJA I KARAKTERIZACIJA CVRSTE
SAMOEMULGUJUCE FOSFOLIPIDNE SUSPENZIJE (SSEPS)

10.1. Materijali i metode
10.1.1. Materijali

Ekscipijensi koji ulaze u sastav samoemulgujuce fosfolipidne suspenzije: Labrasol®, PEG-
8 kaprilno/kaprinski gliceridi (Gattefosse, Francuska) je koriS¢en kao surfaktant (S);
Phosal® 50 PG, lecitin/propilen-glikol, (Lipoid, Nemacka) je koriiéen kao
kosurfaktant/korastvara¢ (sadrzi 50 % (m/m) lecitina rastvorenog u propilen-glikolu) (C);

Mygliol® 812, trigliceridi srednje duZine lanaca (Sasol, Nemacka) je koris¢en kao ulje (O).

Porozni adsorbensi: Dijatomit mikrokapsule, veli¢ine ¢estica 1 - 2 um 10 %, 10 pm 60 %,
30 - 50 um 30 %, dobijene preciS¢avanjem i klasifikacijom iz sirovog materijala diatomita

koji poti¢e od Mount Sylvia, Pty. Ltd, Australija.
Lekovita supstanca: Karbamazepin (CBZ) (BASF AG, Nemacka).

Ispitivani sistemi su punjeni u kapsule veli¢éine 3 (Capsugel®, Francuska), radi testa
ispitivanja brzine rastvaranja. Prilikom ispitivanja koriS¢ena je dvostruko destilovana voda

V).
10.1.2. Metode
10.1.2.1. Priprema te¢ne samoemulgujuée fosfolipidne suspenzije (SEPS)

Tecne komponente samoemulgujuce fosfolipidne suspenzije, PEG-8 kaprilno/kaprinski
gliceridi (S)/lecitin/propilen-glikol (C)/trigliceridi srednje duZine lanaca (O) su merene u
odnosu 4.8/1.6/1.6/2 i meSane 1 h na magnetnoj mesalici. Nakon toga smesa je ostavljena
24 h na sobnoj temperaturi kako bi se struktura sistema stabilizovala. Odnos surfaktantne

faze (S+C) i uljane faze (O) je (S+C)/O = 8/2, dok je odnos surfaktanta i kosurfaktanta K,
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(S/C) = 3/2. Odgovarajuc¢i odnos surfaktantne i uljane faze kao 1 odnos surfaktanta i
kosurfaktanta je optimizovan na osnovu prescreening studija, prilikom cega je odabran
sistem koji sadrzi najveéi udeo uljane faze i najmanji udeo surfaktantne faze, a nakon
razblazenja sa vodom, kao spoljasnjom fazom, formira emulziju sa najmanjom velicinom
precnika kapi. Nakon formiranja SEPS — a, u sistem je dodat CBZ do 40 % (m/m) sadrzaja.
Tako formulisana SEPS formulacija je meSana 3 minuta na 3200 o/min koriS¢enjem

mesalice T 18 basic Ultra Turax® (Ika®, Nemacka) mesalice.

10.1.2.2. Odredivanje prosecne veli¢ine prec¢nika kapi SEPS primenom fotonske

korelacione spektroskopije

Prosecna veli¢ina pre¢nika kapi (Z-Ave) i indeks polidisperznosti (PdI) kao mera Sirina
raspodele veli¢ine su mereni koriS¢enjem Zetasizer Nano Series (Nano-ZS, Malvern
Instruments, Engleska) uredaja u opsegu vrednosti od 0,6 nm do 3 pm na temperaturi od
20 £ 0,2°C. Kao uzorci kori§¢eni su SEPS formulacija bez CBZ, kao i supernatant iz SEPS
formulacije sa CBZ dobijen centrifugiranjem (4000 o/min, 10 min, 22°C; Beckman
Ultracentrifuge L5-50). Pre merenja uzorci su razblaZeni 100 x sa dvostruko destilovanom
vodom. Rezultati su dobijeni iz raspodele intenziteta, koriS¢enjem softvera za statisticku
analizu podataka. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost 1 standardna devijacija

(S.D.) tri uzastopna merenja svakog uzorka.

10.1.2.3. Opticka mikroskopija SEPS formulacije

Mala koli¢ina tecne SEPS formulacije je naneta preko staklene ploc¢ice i vizuelno
analizirana koriS¢enjem optickog mikroskopa Axioscope (Carl Zeiss Jena GmbH, Jena,
Nemacka) sa integrisanom kamerom 1 integralnim softverom za analizu fotografija. Meren
je Martinov dijametar ¢estica CBZ. Martinov dijametar predstavlja dimenziju paralelnu

fiksiranom pravcu koja deli ¢esticu na dva dela jednake povrSine (Snow i sar., 1997). Posto
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veli¢ina ovog dijametra varira u zavisnosti od orjentacije Cestice, mereni su i radijalni 1

aksijalni dijametar koriS¢enjem integralnog softvera za obradu slika.

10.1.2.4. Priprema ¢vrste SEPS (SSEPS) formulacije

Sastav pripremljenih formulacija prikazan je u Tabeli 10.1.

Tabela 10.1 — Sastav ¢vrstih samoemulgujudéih fosfolipidnih suspenzija (SSEPS)

SEPS (CBZ 40 % (m/m)) Vrsta Odnos Metoda Oznaka
adsorbensa  adsorbens/SEPS  izrade  uzorka
PEG-8 kaprilno/kaprinski gliceridi Metod A SSEPS,
(S)/lecitin/propilen-glikol (C)/trigliceridi Dijatomitne 1/1
srednje duzine lanca (O) u odnosu mikrokapsule
4.8/1.6/1.6/2 sa CBZ dispergovanim u Metod B SSEPS,

smesi

Cvrsta SEPS formulacija (SSEPS) je pripremana na dva nadina: direktnom adsorpcijom

tecne SEPS na dijatomitne mikrokapsule u odnosu SEPS/adsorbens 1:1 (Metod A) i

evaporacijom etanola iz etanolnog rastvora SEPS formulacije u kojoj je dispergovana

odredena koli¢ina dijatomitnih mikrokapsula, odnos SEPS/adsorbens je takode 1:1 (Metod

B). Finalna koncentracija CBZ u svim uzorcima je 20 % (m/m).
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Priprema SSEPSI - Metod A

1 g tecne SEPS (CBZ 40 % (m/m)) formulacije je blago promesan sa 1 g dijatomitnih
mikrokapsula koriS¢enjem tarionika 1 pistila pri ¢emu je SEPS/adsorbens odnos bio 1:1

(m/m) (Slika 10.1).

¢z CBZ Q

Q CBZ CBZQ

CBZ Q CBZ

Q
%g %5 SEPS Diatoms : SSFPSJ

SEDDS

Slika 10.1 - Shematski prikaz pripreme SSEPS; formulacije

Priprema SSEPS, - Metod B

1 g teCne SEPS (CBZ 40 % (m/m)) formulacije je rastvoren u 100 ml 96 % etanola,
nakon ¢ega je u tom rastvoru dispergovano 1 g dijatomitnih mikrokapsula. Etanol je

uparen na 40 °C u toku 24 h i prikupljen je dobijeni prasak.

Pripremljena je 1 fizicka smeSa CBZ/dijatomitne mikrokapsule blagim meSanjem ta¢no
odmerene koli¢ine CBZ i dijatomitnih mikrokapsula u tarioniku sa pistilom, pri ¢emu je
koncentracija CBZ bila 20 % (m/m). Cvsta disperzija CBZ sa dijatomitnim
mikrokapsulama dobijena je rastvaranjem odmerene kolicine CBZ u 96 % etanolu i
naknadnim dispergovanjem odmerene koli¢ine dijatomitnih mikrokapsula. Etanol je

uparen na 40 °C u toku 24 h i dobijeni prasak sa 20 % CBZ (m/m) je prikupljen.
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10.1.2.5. Karakterizacija SSEPS formulacija primenom diferencijalne skenirajuce

kalorimetrije

DSC analiza ispitivanih uzoraka je vrSena koris¢enjem DSC 821 (Mettler Toledo AG,
Nemacka) uredaja. Tatno odmerena koli¢ina uzorka (2 — 4 mg) je stavljena u odgovarajuci
aluminijumski lon¢i¢ 1 zagrevana u temperaturnom opsegu 20 — 250 °C pri brzini
zagrevanja od 10 °C/min. Kao referentni uzorak (slepa proba) koriS¢en je prazan
aluminijumski lonc¢i¢. Merenja su vrSena u struji azota N,. Postojanje odredene kristalne

forme CBZ potvrdeno je prisustvom endotermnih i/ili egzotermnih pikova.

10.1.2.6. Karakterizacija SSEPS formulacija primenom difrakcije X-zraka

Merenja difrakcije X — zraka vrSena su koriS¢enjem Philips generator PW 1830 uredaja
sa bakranom katodom (A= 0,15418 nm, 40 kV, 20 mA) koja je udruzena sa kompijuterski
kontrolisanim interfaced Philips PW 1710 difraktometrom. Difraktovano zracenje je
mereno pomocu Philips PW 1820 (Philips Industrial &Electro-acoustic System Division,
Almelo, Norveska) vertikalnog goniometra. Spektri su dobijeni snimanjem uzoraka na

sobnoj temperaturi pri $irini snimanja od 0,02° i uglom snimanja 26 izmedu 4° i1 40°.

10.1.2.7. In vitro ispitivanje brzina rastvaranja CBZ iz SSEPS formulacija

Profili brzine rastvaranja karbamazepina iz ispitivanih SSEPS formulacija kao 1 fizi¢ke
smesSe 1 odgovarajuce Cvrste disperzije dobijeni su koriS¢enjem VanKel 700 (Vankel
Industries, SAD) aparata sa ispitivanje brzine rastvaranja sa rotiraju¢im korpicama. Kao
medijum je koriS¢en fosfatni pufer pH = 6,8 na 37 £ 0,5°C. Koli¢ina rastvorenog CBZ
odredena je spektrofotometrijski koris¢enjem UV-2101 Shimadzu Scientific Instruments
(Columbia, SAD) uredaja na 287 nm, uz koriS¢enje odgovaraju¢eg SSEPS sistema bez
CBZ u tacno definisanom intervalu uzorkovanja kao slepe probe, kao 1 koli¢ine CBZ koja
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je uklonjena iz sistema predhodnim uzorkovanjem. Ispitivanje brzine rastvaranja je vrSeno
u triplikatu i vrednosti procenta rastvorenog karbamazepina u zavisnosti od vremena su

izrazene kao srednja vrednost = S.D.

10.1.2.8. Skenirajucéa elektronska mikroskopija SSEPS

Praskasti uzorci su fiksirani na odgovaraju¢em nosacu za uzorke pomocu trake koja je
lepljiva sa obe strane. Nakon toga uzorci su oblozeni ultra tankim slojem zlata (5 nm) u
atmosferi argona koris¢enjem SCD 040, Bal-tec GmbH (Witten, Nemacka) uredaja. Uzorci
su posmatrani koriS¢enjem SEM elektronskog mikroskopa (S-4000; Hitachi High-
Technologies Europe GmbH , Nemacka).

10.1.2.9. Ubrzana studija stabilnosti SSEPS formulacija

SSEPS formulacije kao i ¢vrsta disperzija Cuvane su pod uslovima ubrzane studije
stabilnosti (40°C i 70 % RH), koriS¢enjem klima komore tokom 10 nedelja. Nakon toga
uzorci su ponovo okarakterisani DSC i XRD analizama kako bi se uocCile eventualne

promene fizicko-hemijskih karakteristika CBZ u uzorcima.
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10.2. Rezultati i diskusija

10.2.1. Odabir odgovarajuce samoemulgujuce formulacije kao disperznog medijuma

za SEPS

Odabrana samoemulguju¢a formulacija (SEDDS) treba da zadovolji slede¢e unapred

odabrane kriterijume:

Prosecna veli¢ina precnika kapi (Z-Ave) samoemulgujuce formulacije bez CBZ
kao i supernatantna SEPS (samoemulguju¢a formulacija + CBZ) nakon 100 x

razblaZzenja (1/100 (Mgedds/Mukupno)) sa vodom treba da bude <200 nm;

Indeks polidisperznosti (PdI) treba da bude $to nizi, Sto ukazuje na usku raspodelu

veliCine precnika kapi;

Nakon 100 x razblaZenja (1/100 (mgeqds/Mukupno)) S@ vodom ispitivani sistem treba
da bude stabilan. Nakon centrfigiranja (3000 o/min u toku 15 minuta) ne sme do¢i

do faznog razdvajanja;

Konacna formulacija treba da sadrzi vec¢i udeo lecitina, jer on pripada GRAS
sistemu (CFR - Code of Federal Regulations, Part 184 - Direct Food substances
affirmed as Generally Recognized as Safe, Subpart B - Listing of specific
substances Affirmed as GRAS, Section 184.1400) (Elektronska baza podataka vxii),
kao i manji udeo PEG-8 kaprilno/kaprinski glicerida (S) kako bi konacna

formulacija imala $to manji potencijal iritacije.

U okviru preliminarnih ispitivanja bilo je neophodno izabrati samoemulgujucu

formulaciju sa odgovaraju¢im odnosima surfaktant (S)/kosurfaktnat-korastvara¢ (C), S/C

(Km), kao i (surfaktant (S)/kosurfaktant-korastavar¢ (C)/ulje (O) odnosom, (S/C)/O. U tu

svrthu S/C odnos je variran od 1:1 preko 3:2 do 2:1. Za svaki S/C odnos pravljene su

samoemulguju¢e formulacije sa (S/C)/O odnosom 7:1, 8:2 1 9:1, S§to ukupno ¢ini 9

formulacija. Sastav samoemulgujucih formulacija je prikazan u Tabeli 10.2.
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Tabela 10.2 - Sastav SEDDS formulacija prilikom odabira
disperznog medijum za SEPS

S/C (Kpn) (S/C)/0
1:1
3:2 7:3 8:2 9:1
2:1

Samoemulguju¢i disperzni medijumi sa (S/C)/O odnosom 7/3 su pokazali znacajno vise
vrednosti prosecne veliine precnika kapi nakon razblazenja 100 x sa vodom kao i
odvajanje faza nakon centrifugiranja. Nasuprot njima, kod SEDDS disperznih medijuma sa
(S/C)/O odnosom 8/2 i 9/1 nije pokazano odvajanje faza. Kako bi konacan farmaceutski

oblik imao $to manji udeo PAM i §to ve¢i udeo ulja, SEDDS sistem sa (S/C)/O odnosom

8/2 je odabran za dalja ispitivanja. Adekvatan S/C odnos (Km) odabran je na osnovu
vrednosti prosecne velicine pre¢nika kapi (Z-Ave) (Tabela 10.3) i indeksa polidisperznosti

(PdI) (Tabela 10.4).

SEDDS disperzni medijum sa K, vrednoS¢u 1:1 nije pokazao stabilnost nakon
centrifugiranja (dosSlo je do odvajanja faza). Posmatranjem podataka iz Tabele 10.3 za
prosecnu veli¢inu pre¢nika kapi, kao 1 Tabele 10.4 za veli¢inu indeksa polidisperznosti,
moze se zakljuciti da SEDDS kao i supernatant SEPS sa K., odnosom 2:1 pokazuju
neznatno manje vrednosti prosecne veli¢ine precnika kapi (Tabela 10.3), ali viSe vrednosti

indeksa polidisperznosti u odnosu na SEDDS sa K, odnosom 3:2 (Tabela 10.4).
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Tabela 10.3 — Prose¢na veli¢ina precnika kapi
(Z — Ave) SEPS bez CBZ i supernatanta SEPS

sa CBZ
Kn Z — Ave [nm]
SEDDS Supernatant
SEPS
1:1% 161,8 173,4
3:2 157,4 162,2
2:1 149,2 157,9

*nakon centrifugiranja dolazi do razdvajanja faza

Tabela 10.4 - Indeks polidisperznosti (PdI)
SEPS bez CBZ i supernatanta SEPS sa CBZ

Kn Pdl
SEDDS Supernatant
SEPS
1:1 0,111 0,169
3:2 0,088 0,106
2:1 0,093 0,176

Pored toga SEDDS disperzni nosac sa K, odnosom 3:2 poseduje 1 vec¢i udeo lecitina. U
skladu sa predhodno navedenim kriterijumima SEDDS disperzni medijum sa (S+C)/O

odnosom 8/2 i sa S/C (K,;) odnosom 3:2 je ukljucen u dalja istrazivanja.
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10.2.2. Odredivanje prosecne veli¢ine prec¢nika kapi primenom fotonske korelacione

spektroskopije

Rezultati PCS analize SEPS formulacije bez CBZ (SEDDS, SC/O 8:2 i S/C (Km) 3:2)
kao i supernatanta SEPS prikazani su u Tabeli 10.5. Nakon razblazenja 100 x sa vodom
prazna SEPS formulacija kao i supernatant SEPS formulacije sa CBZ formiraju U/V
emulziju u kojoj je prosecna veli¢ina pre¢nika kapi manja od 200 nm sa monomodalnom
distribucijom veli¢ine. Sadrzaj CBZ u supernatantu je odreden spektrofotometrijski na 287
nm i iznosi 6 % mep,/Mukupna. Nakon razblazenja, supernatant SEPS formulacije sa CBZ
pokazuje neznatno viSe vrednosti za prose¢nu veli¢inu precnika kapi (Z-Ave) i indeks
polidisperznosti (PdI) u odnosu na SEPS formulaciju bez CBZ (Tabela 10.5) (Slika 10.2 1
Slika 10.3).

Tabela 10.5 - Prosec¢na veli¢ina precnika kapi (Z-Ave) i indeks polidisperznosti (PdI)
samoemulgujuceg disperznog medijuma i supernatanta SEPS sa CBZ nakon
razblaZenja (100 x) sa vodom (K, 3:2; SC/O 8:2)

Z-Ave +S.D. PdI+S.D. Pik 1 Pik2 Pik 1 Pik2

Z-Ave (nm) Z-Ave (nm) PlInt(%) P Int(%)

SEPS bez 157.40 £1.473 0.088 £0.024 174.60 £3.112 0 100 0
CBZ

Supernatant 173.33 £1.665 0.177 £0.024 204.20 + 7.654 0 100 0
SEPS sa CBZ
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supernatanta SEPS (B), nakon 100 x razblazenja sa vodom
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Razlog za dobijene rezultate je prisustvo CBZ na ulje/voda medupovrsini. Molekul
CBZ zbog male hidrofilne glave i velikog hidrofobnog repa poseduje vrednost kriticnog
faktora pakovanja, CPP > 1 pa u polarnom medijumu, kao S$to je voda, dovodi do
smanjenja termodinamicke stabilnosti sistema, tako Sto ¢ini medupovrSinski film
fluidnijim, Sto moZe biti uzrok vecih vrednosti veli¢ine precnika kapi i Sire raspodele
veli¢ine (Tabela 10.5) (Israelachvili i sar., 1976). Ipak odsustvo deformacija u zavrSnom
delu bazne linije autokorelacionih funkcija (Slika 10.3), ukazuje da se posledice
termodinamicke nestabilnosti sistema sa CBZ relativno sporo razvijaju, svakako ne u toku

vremena merenj a.

10.2.3. Odredivanje veli¢ine Cestica karbamazepina u tecnoj SEPS pomoc¢u opticke

mikroskopije

Nanosenjem SEPS formulacije na staklenu ploCicu i posmatranjem formulacije pod
optickim mikroskopom moZe se uociti prisustvo kristala nerastvorenog CBZ. SEPS
formulacija zaista predstavlja suspenziju CBZ u odabranom samoemulguju¢em
disperznom medijumu. Veli¢ina Cestica CBZ nije ujednacena, medutim nije uoceno
prisustvo velikih cestica CBZ. Prose¢na vrednost Martinovog dijametra, merenog i
aksijalno i radijalno u odnosu na osu Cestice kristala CBZ u te¢noj SEPS formulaciji je oko

7.66 um (Slika 10.4).

Slika 10.4 - Slika SEPS suspenzije CBZ, 40 % (mcb,/Mykupna)
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10.2.4. Karakterizacija ¢vrste samoemulgujuée fosfolipidne suspenzije (SSEPS)
primenom diferencijalna skenirajuce kalorimetrije, difrakcije X-zraka i skenirajuce

elektronske mikroskopije

Na Slici 10.5 prikazani su rezultati XRD analize Cistog CBZ (Slika 10.5A), dijatomitnih
mikrokapsula (Slika 10.5B), SSEPS, formulacije (Slika 10.5C), SSEPS, formulacije (Slika
10.5D), ¢vrste disperzije (Slika 10.5E) i fizicke smese (Slika 10.5F).

A-cBz
MM B " dl]ﬂtﬂﬂ]lme
mikrokapsule

C - SSEPS:

Intenzitet/a.u.

D - SSEPS;

ww E R diSpETEjjﬂ
ww F - fizitka smesa

3 I 5 I . I = I

10 20 30 40
20

Slika 10.5 - XRD dijagrami: A — ¢ist CBZ (20 % intenziteta signala); B — dijatomitne
mikrokapsule; C — SSEPS, pripremljen prema metodi B; D — SSEPS; pripremljen prema

metodi A; E — ¢vrsta disperzija; F — fizicka smesa.

89



XRD analiza Cistog CBZ je potvrdila da se CBZ nalazi u formi III (P — monoklini¢an
polimorfni oblik) (Slika 10.5A). Karakteristi¢ni pikovi Cistog CBZ su se pojavili na 20 —
13.02, 15.02, 19.42, 23.82 i 24.62 (Slika 10.5A), koji prema studiji Grzesiak i saradnika
odgovaraju P — monoklinickoj formi (Grzesiak i sar., 2003). XRD analiza distog
adsorbensa je pokazala da se u sastavu dijatomitnih mikrokapsula dominantno nalazi
amorfni silicijum-dioksid. Manji specificni pikovi (<1%) na 11.62, 19.82 1 22.22
odgovaraju kristalnoj strukturi kvarca, kristobalita i gipsa (Slika 10.5B). Prilikom
poredenja intenziteta pikova Cistog CBZ 1 ispitivanih SSEPS formulacija kao i fizicke
smeSe, uzeto je 20 % inteziteta pikova cCistog CBZ (Sto odgovara sadrzaju CBZ u
ispitivanim formulacijama) kako bi moglo da se zakljuci da li samo deo ili celokupni CBZ
eventualno podleze polimorfnom prelazu. XRD analiza ispitivanih SSEPS formulacija je
pokazala prisustvo pikova karakteristicnih za odredene polimorfne oblike CBZ (Slika
10.5C; D). SSEPS, formulacija izradena prema metodi A pokazuje pikove karakteristi¢ne
za P — monoklinic¢an oblik CBZ (Slika 10.5D). Moze se zakljuciti da nakon adsorpcije
tecne SEPS na dijatomitne mikrokapsule blagim meSanjem u tarioniku sa pistilom ne
dolazi do konverzije polimorfnog oblika celokupnog CBZ. XRD analizom SSEPS,
formulacije izradene prema metodi B istakli su se nesto drugacdiji pikovi, 20 — 8.62, 13.22,
18.42, 20.22, 25.02 i 26.62 (Slika 10.5C), koji su karakteristi¢ni za trigonalni oblik CBZ
(CBZ forma II) (Grzesiak i sar., 2003), Sto ukazuje da ukoliko se SSEPS formulacija
izraduje uparavanjem etanola iz etanolnog rastvora komponenti sa dispergovanim
dijatomitim mikrokapsulama na 40 °C (metod B), CBZ najve¢im delom prelazi u igliCasti
trigonalni oblik (forma II). Prema Evropskoj farmakopeji jedini oblik karbamazepina koji
je pogodan za farmaceutsku uporebu je P — monoklini¢an oblik, odnosno CBZ forma III,
zbog Cega prisustvo trigonalnog oblika u SSEPS, formulaciji izradenoj prema metodi B
predstavlja nedostatak ove metode. XRD analiza fizicke smeSe CBZ 1 dijatomitnih
mikrokapsula pokazuje prisustvo pikova karakteristicnih za P - monoklini¢an oblik
karbamazepina (forma III), 26 — 13.02, 15.02, 19.42, 23.82 1 24.62, medutim oni su manjeg
intenziteta, Sto ukazuje da je deo CBZ preSao u amorfan oblik (Slika 10.5F). XRD analiza
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¢vrste disperzije CBZ 1 dijatomitnih mikrokapsula, koris¢enjem etanolnog rastvora CBZ,
ne pokazuje pikove karakteristicne za P-monoklini¢an niti ijedan drugi polimorfni oblik
CBZ, sto potvrduje da je u ¢vrstoj disperziji CBZ prevashodno u amorfnom obliku (Slika
10.5E).

Rezultati DSC analize prikazani su na Slici 10.6 i to tecne SEPS (Slika 10.6A), SSEPS,
(Slika 10.6B), SSEPS; (Slika 10.6C) i ¢istog CBZ (Slika 10.6D).

A - teénaSEPS

]

g
=

B - SSEPS:

Toplota [w/

C - SSEPS,

V - D-(CBZ

I
0 100 200 300
Temperatura °C

Slika 10.6 - DSC krive tecne SEPS i razli¢itih uzoraka: A — Tecna SEPS (sadrzaj CBZ 40
% (m/m)); B — SSEPS; (sadrzaj CBZ 20 % (m/m)) pripremljen metodom B; C — SSEPS;

(sadrzaj CBZ 20 % (m/m)) pripremljen metodom A; D — CBZ (20 % intenziteta signala)
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DSC analiza cdistog CBZ je pokazala odsustvo rekristalizacionog pika P —
monoklinickog oblika u triklinicni oblik i karakteristi¢an pik topljenja na 191,2°C, koji
odgovara piku topljenja triklinickog oblika (Slika 10.6D). Odsustvo karakteristi¢nog pika
topljenja P — monoklinickog oblika kao i odsustvo rekristalizacionog pika P —
monoklinickog oblika u triklini¢an oblik, koji se simultano deSavaju u opsegu temperatura
od 162 — 175 °C (Grzesiak i sar., 2003), najverovatnije je posledica spore brzine
zagrevanja uzorka. Kao §to je ve¢ ranije pomenuto, glavni nedostatak DSC analize je taj
Sto se uzorci izlazu visokim temperaturama, usled kojih moze do¢i do rastvaranja lekovite
supstance u tecnim komponentama ispitivanog sistema kao i do eventualne degradacije
lekovite supstance i/ili ekscipijenasa, Sto moze u velikoj meri uticati na kona¢ne rezultate
ove analize. Iz tog razloga je DSC analiza kombinovana sa netermalnom analizom kao §to
je difrakcija X — zraka. DSC analize obe vrste SSEPS formulacije pokazuju odsustvo pika
topljenja CBZ (Slika 10.6B; C). Sirok egzotermni pik u temperaturnom opsegu od 110 —
170 °C (Slika 10.6B; C) je najverovatnije posledica nekog vida degradacije, ali da bi se
otkrio ta¢an uzrok neophodni su dodatni eksperimenti. PoSto je XRD analizom pokazano
da se CBZ u SSEPS formulacijama nalazi u kristalnom obliku, moze se zakljuciti da u
toku DSC analize dolazi do rastvaranja CBZ u te¢nim komponentama SSEPS sistema, $to
je potvdeno 1 DSC analizom tecne SEPS (Slika 10.6A) koja takode ne pokazuje pikove
topljenja karakteristicne za P - monoklini¢an karbamazepin. OStar pad DSC krive tecne
SEPS iznad 230 °C ukazuje da iznad ove temperature pocinje degradacija materijala (Slika

10.6A) (Zhou i Labuza, 2011).

Na Slici 10.7 prikazane su DSC krive dijatomitnih mikrokapsula (Slika 10.7A), fizicke
smeSe (Slika 10.7B), cvrste disperzije (Slika 10.7C) 1 &istog CBZ (Slika 10.7D).
Dijatomitne mikrokapsule nisu pokazale pik topljenja (Slika 10.7A), Sto ukazuje na
njihovu termalnu stabilnost u ispitivanom temperaturnom opsegu. Prilikom uporedivanja
pikova sa DSC krive €istog CBZ 1 pikova sa DSC krivi fizicke smeSe 1 ¢vrste disperzije
koriS¢eno je 20 % intenziteta pika Cistog CBZ, §to odgovara sadrzaju CBZ u ispitivanim
formulacijama. DSC krive fizicke smeSe odgovaraju onima za P — monoklini¢an 1 amorfni

oblik CBZ (Grzesiak i sar., 2003). Prilikom ispitivanja amorfnog oblika dolazi do spore
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kristalizacije amorfnog oblika u triklini¢an oblik, koji se vidi kao $irok egzotermni pik, 1
naknadnog topljenja na temperaturi od 191,2°C (Grzesiak i sar., 2003; Li i sar., 2000).

Odsustvo Sirokog egzotermnog pika je najverovatnije usled spore brzine zagrevanja.

T — A . dijatomitne
mikrokapsule

1

e
=

B . fizicke smese

Toplota [w/

" C - ¢ursta disperzija

v - D-cpy

0 100 200 300
Temperatura °C

Slika 10.7 - DSC krive razli¢itih formulacija: A — dijatomitne mikrokapsule; B — fizicka
smesa (sadrzaj CBZ 20 % (m/m); C — ¢vrsta disperzija (sadrzaj CBZ 20 % (m/m); D —
CBZ 20 % intenziteta signala
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Skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom je pokazano da se koriS¢eni nosac¢ sastoji
od dijatomitnih mikrokapsula razli¢itih veli¢ina sa celim 1 izlomljenim mikrokapsulama
(Slika 10.8A; 10.9A). Dijametar pore iznosi oko 400 nm (Slika 10.9A), sli¢no nalazima
Sinn Aw 1 saradnika za tzv. Barrett-Joyner-Halenda (BJH) dijametar pora dijatomitnih

mikrokapsula koji iznosi 370.8 nm (Aw i sar., 2011).

SEM analiza SSEPS formulacije pripremljene prema metodi A pokazuje da tecna SEPS
formulacije nije ravnomerno rasporedena po povrSini adsorbensa (Slika 10.8B), dok
SSEPS formulacija pripremljena prema metodi B pokazuje uniformnu raspodelu tecne
SEPS na povrSini dijatomitnih mikrokapsula, pri ¢emu je te¢na SEPS ve¢im delom
prisutna unutar pora adsorbensa (Slika 10.8C; 10.9B). Ipak velika, centralna Supljina nije

kompletmo ispunjena sa tecnom SEPS (Slika 10.9C).

Slika 10.8 - SEM fotografije; A) nemodifikovane dijatomitne mikrokapsule B)
Dijatomitne mikrokapsule iz SSEPS; pripremljene metodom A C) Dijatomitne

mikrokapsule iz SSEPS, pripremljene metodom B
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Slika 10.9 - SEM fotografije visoke rezolucije koje prikazuju poroznu strukturu: A)
nemodifikovane dijatomitne mikrokapsule B) Dijatomitne mikrokapsule iz SSEPS,
pripremljene metodom B C) Dijatomitne mikrokapsule iz SSEPS, pripremljene metodom

B (velika centralna Supljina)

10.2.5. In vitro ispitivanje brzine rastvaranja CBZ iz SSEPS formulacija

Na Slici 10.10 prikazani su profili brzine rastvaranja CBZ iz ispitivanih formulacija
SSEPS, (Slika 10.10A), SSEPS; (Slika 10.10B), ¢vrsta disperzija iz etanolnog rastvora
(Slika 10.10C), fizicka smesa (Slika 10.10D) i ¢ist CBZ (Slika 10.10E).
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Slika 10.10 — Profili brzine rastvaranja CBZ. A — SSEPS, pripremljena metodom B; B —

SSEPS; pripremljena metodom A; C - ¢vrsta disperzija iz etanolnog rastvora; D — fizicka

smesa; E — ¢ist CBZ.

Cvrsta disperzija CBZ i dijatomitnih mikrokapsula, koja je dobijena korigéenjam 96 %
etanola kao rastvaraca, kao 1 fizicka smeSa, su pokazale vecu brzinu rastvaranja u odnosu
na Cist CBZ (Slika 10.10C; D). Najverovatniji razlog za to je prisustvo amorfnog CBZ
detektovanog XRD kao i prisustvo adsorbensa velike specificne povrSine (Slika 10.5E; F).
Poznato je da je amorfni oblik lekovite supstance u najve¢em broju slucajeva pokazuje

bolju rastvorljivost u odnosu na kristalni oblik (Leuner 1 Dressman, 2000). Takode nije
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pokazana znaCajna razlika u brzini rastvaranja izmedu Cvrste disperzije i odgovarajuce

fizicke smese (Slika 10.10C; D).

Brzina rastvaranja CBZ iz SSEPS; formulacije pripremljene metodom A (direktna
adsorpcija) pokazuje vecu brzinu rastvaranja u odnosu na ¢ist CBZ, ali i u odnosu na
fizicku smesSu 1 Cvrstu disperziju, najverovatnije zbog prisustva SEDDS sistema sa
visokom koncentracijom surfaktanata kao disperznog medijuma. SSEPS formulacija
pripremljena metodom B (evaporacija etanola iz disperzije dijatomitnih mikrokapsula u
etanolnom rastvoru komponenti SEPS tokom 24h na 40°C) je pokazala najvecu brzinu
rastvaranja (Slika 10.10A) wusled prisustva te¢ne SEPS unutar pora dijatomitnih
mikrokapsula (Slika 10.9B; C). Prisustvo SEPS formulacije unutar pora dijatomitnih
mikrokapsula smanjuje kontakt CBZ sa povrSinom adsorbensa, §to moze znatno da poveca
brzinu rastvaranja. Formulacija unutar pora je dostupna za medijum dok deo formulacije
prisutan na povrsini potencijalno moze da intereaguje sa silika grupama $to dovodi do
smanjenja brzine rastvaranja (Agarwal i sar., 2009). BrZe rastvaranje CBZ iz SSEPS,
formulacije pripremljene metodom B u odnosu na SSEPS; formulaciju (pripremljenu
metodom A) moZe se objasniti prisustvom CBZ u trigonalnom obliku (formi II), koji je
viSe rastvorljiv u odnosu na P-monoklini¢ki oblik (forma III), (Yoshihashi i sar., 2002).
Medutim, prisustvo trigonalnog oblika u SSEPS, formulaciji pripremljenoj metodom B,
iako pokazuje vecu brzinu rastvaranja, predstavlja nedostatak ove metode pripreme, jer
jedini polimorfni oblik CBZ koji ima prihvatljivu farmaceutsku primenu je P-

monoklini¢an oblik (forma III), ¢ime metoda pripreme A dobija na znacaju.

10.2.6 — Rezultati ubrzane studije stabilnosti SSEPS formulacija

Na Slici 10.11 prikazani su rezultati XRD analize SSEPS;, SSEPS, formulacije i ¢vrste
disperzije nakon ¢uvanja pod uslovima ubrzane studije stabilnosti. Obe SSEPS formulacije
(pripremljene prema metodi A i metodi B), kao 1 ¢vrsta disperzija, Cuvane su pod uslovima
ubrzane studije stabilnosti (40°C 1 70% RH) u toku 10 nedelja. Nakon toga, kod obe
SSEPS formulacije su primecene male promene u kristalicnosti CBZ. Ovo ukazuje da je
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PEG-8 kaprilno/kaprinski gliceridi/lecitin/propilen-glikol/ trigliceridi srednje duzine lanca
SEDDS sistem u stanju da, nakon adsorbovanja na dijatomitne mikrokapsule, ocuva
polimorfni oblik CBZ stabilnim u uslovima visoke vlaznosti, gde je favorizovano stvaranje
CBZ dihidrata. U ¢vrstoj disperziji, koja ne sadzi predhodno pomenuti SEDDS sistem,
porast kristali¢nosti pokazuje da same dijatomitne mikrokapsule, kao adsorbens, nisu u

stanju da ocuvaju amorfni oblik CBZ (Slika 10.11E; F).

W A - SSEPS *
W B-"}“)“nﬂ
MM C - SSEpS:

D - SSEPS:

MM E i E‘,Tstﬂ dispﬂ'ﬁjﬂ*
N__MW F - tvista disperzifa

10 20 30 40
* nakon studifa stabilnosti 0

IntenFitet/a.11.

Slika 10.11 - XRD dijagrami: A — SSEPS; pripremljena metodom A nakon studija
stabilnosti; B — SSEPS, pripremljena metodom A; C — SSEPS,; pripremljena metodom B
nakon studija stabilnosti; D — SSEPS; pripremljena metodom B; E — Cvrsta disperzija

nakon studija stabilnosti; F — ¢vrsta disperzija
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Sli¢ni rezultati u prikazani u studiji Sinn Aw i saradnikasa indometacinom i dijatomitnim

mikrokapsulama s (Aw i sar., 2011).

Na Slici 10.12 prikazani su profili brzine rastvaranja CBZ iz uzoraka nakon zavSetka
studija stabilnosti. Kako bi se pokazala eventualna razlika izmedu profila brzine
rastvaranja pre i posle studije stabilnosti izra¢unate su vrednosti faktora razlike (fj) i
faktora sli¢nosti (f;) faktora iz srednje vrednosti procenta rastvorenog CBZ u

odgovaraju¢em vremenskom intervalu (FDA, 1995, 1997a, b; Shah i sar., 1999) (Tabela
10.6).

120+
Y-A- SSEFS:*
—A—B-SSEPS *

100 @ C-tvrsta disperzyja*
- D-CBZ

o
f—J
i

60+

Rastvoreni CBZ (%26)

0 T T
0 20 40 60 80 100 120

* nakon studija stabikaost Vieme (min)

Slika 10.12 — Profili brzine rastvaranja CBZ: A — SSEPS, pripremljena metodom B nakon
studija stabilnosti; B — SSEPS; pripremljena metodom A nakon studija stabilnosti; C —

¢vrsta disperzija nakon studija stabilnosti; D — ¢ist CBZ.
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Tabela 10.6 - Vrednosti faktora razlike (f;) i faktora sli¢nosti (f2) za profile brzine
rastvaranja CBZ iz ispitivanih SSEPS formulacija i ¢vrste disperzije nakon studija
stabilnosti (7} _ procenat rastvorenog CBZ) u odnosu na odgovarajuce formulacije pre

studija stabilnosti (R;_procenat rastvorenog CBZ).

Vreme [h] Jednacina SSEPS,; SSEPS, Cvrsta
(Metod A) (Metod B) disperzija

2 fi= {¥f=1 IRt — Tt| /X, Rt} x 100 7.80 8.22 1.70

2 f=501log{(1 + nl >t Rt-THH* x 100} 56.23 55.40 59.54

Faktor f; (faktor razlike) proporcionalan je srednjoj razlici izmedu dva poredbena
profila, dok faktor f; (faktor slicnosti) je obrnuto proporcionalansrednjem kvadratu razlike
izmedu dva poredbena profila. Posto FDA vodi¢i naglaSavaju da ukoliko su vrednosti
faktora f; u intervalu od 0 — 15 1 vrednosti faktora f, u intervalu od 50 — 100, profili brzine

rastvaranja se mogu smatrati ekvivalentnim, odnosno sli¢nim.

Izracunate vrednosti ova dva faktora, prikazane u Tabeli 10.6 ukazuju da su profili
brzine rastvaranja CBZ iz ispitivanih SSEPS formulacija pre 1 posle studije stabilnosti

ekvivalentni, odnosno sli¢ni.
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11. FORMULACIJA I KARAKTERIZACIJA SAMOEMULGUJUCIH
PELETA

3.11.1. Materijali i metode
11.1.1. Materijali

Ekscipijensi  koji ulaze u sastav samoemulgujuéih peleta: Labrasol®, PEG-8
kaprilno/kaprinski gliceridi (Gattefosse, Francuska) je koriS¢en kao surfaktant (S); Phosal®
50 PG, lecitin/propilen-glikol, (Lipoid, Nemacka) je koris¢en kao kosurfaktant/korastvarac
(C); Mygliol® 812, kaprilno/kaprinski triacilgleceroli (Sasol, Nemacka) je koriiéen kao ulje
(O).

Ostali ekscipijensi: Aerosil® 200, neporozni koloidni silicijum-dioksid (Evonik Industries
AG, Nemacka) je koriS¢en kao sredstvo protiv lepljenja (eng. anti-tacky agent), Methocel®
ES5, hidroksipropilmetilceluloza, (Orpington, UK) (HPMC) je koriS¢en kao sredstvo za

vezivanje (eng. binding agent).

Nosac: Suglets® sugar spheres, $ecerne pelete NF 710 — 825 pm (NP pharma S.A.,

Francuska).
Lekovita supstanca: Karbamazepin (CBZ) (BASF AG, Nemacka).

Ostali ekscipijensi su koriS¢eni bez predhodne pripreme. Prilikom ispitivanja koriS¢ena je

iskljucivo dvostruko destilovana voda (V).
11.1.2. Metode
11.1.2.1. Izrada samoemulgujudéih peleta karbamazepina

Pelete, obloZene sa samoemulguju¢om fosfolipidnom suspenzijom karbamazepina,
pripremljene su koriS¢enjem uredaja sa fluidiziraju¢im protokom vazduha sa Wurster —

ovim insertom (Aeromatic Strea-1, Niro Inc., Aeromatic-Fielder AG, Bubendorf,
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Svajcarska). Uslovi rada su shematski prikazani na Slici 11.1. Uslovi rada komore sa

fluidiziraju¢im protokom vazduha su:

- ulazna temperatura 60—65 °C;

- izlazna temperatura 40 °C;

- protok vazduha 60-70 m3/h;

- pritisak atomiziraju¢eg vazduha 1.2 bar;

- dijametar brizgalice za rasprSivanje 1.2 mm.

izlazni vazduh
t=40°C

B,

gy (o

nozl 1.2 mm

ulazni vazduh
t=60-65°C

protok 60 - 70 mh r S atomizirajuci
rastvor za " vazduh 1.2 bar
oblaganjs L

pumpa 0.5 - 6 ml'min

Slika 11.1 - Shematski prikaz uslova rada na uredaju sa fluidiziraju¢im protokom vazduha

prilikom oblaganja Secernih peleta.
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Uslovi rada su optimizovani, prilikom ¢ega niza temperatura ulaznog vazduha kao i nizi
protok imaju za posledicu konacno lepljenja peleta, verovatno zbog spore brzine susenja.

Sastav rastvora za oblaganje prikazan je u Tabeli 11.1.

Tabela 11.1 - Sastav rastvora za oblaganje 400 g SeCernih peleta

Komponenta Kolicina (g) Uloga

Karbamazepin (CBZ) 50 Aktivna supstanca
Labrasol® (S) 19.2 Surfaktant

Phosal® 50 PG (Cy) 12.8 Kosurfaktant/Kosolvens
Mygliol® 812 (O) 8 Ulje

Methocel® E5 2 Sredstvo za vezivanje
Aerosil® 200 8 Sredstvo protiv lepljenja
Voda/Etanol 9:1 do 800 Disperzioni medijum

Brzina nanoSenja rastvora za oblaganje u pocetku iznosi oko 0.5 ml/min, nakon ¢ega se
u toku narednih 20 minuta postepeno povecava do otprilike 6 ml/min. Fosfolipidna
suspenzija sa CBZ je obloZena na 400 g Secernih peleta nanoSenjem rastvora tacno
odmerene kolic¢ine surfaktanta (S), kosurfaktanta/korastvaraca (C), ulja (O), HPMC (4 %
(mppmc/ Mep; X 100) u odnosu na CBZ) kao i karbamazepina (CBZ). Konacan teorijski
sadrzaj CBZ u samoemulguju¢im peletama iznosio 10 % (Mcp/Mykupna). U rastvoru za
raspriivanje je dispergovana odgovarajuc¢a koli¢ina Aerosil® - a 200, kako bi se spregilo
slepljivanje peleta u toku oblaganja. Finalno suSenje peleta vrSeno je na 40°C u toku 15

minuta.

Finalna koncentracija CBZ u peletama odredena je spektrofotometrijski na 287 nm.

Efikasnost oblaganja odredena je na osnovu sledece formule (Jednacina 11.1):

m (cbz)+m (prazne pelete)+ m (s)+ m (Cs)+ m (0)+ m (aerosil)+ m (HPMC))
m (ukupna)

E (%) = X 100 (Jed. 11.1)
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gde je m (cbz) — masa CBZ; M (s) — masa surfaktanta, m (Cs) — masa kosurfaktanta/

korastvaraca; m (aerosil) — masa Aerosil® - 2 200; m (HPMC) — masa — Methocel® — a E5.

Pripremljena je i odredena koli¢ina praznih samoemulgujucih peleta — bez CBZ.

11.1.2.2. Opticka mikroskopija samoemulgujucih peleta

Maloj koli¢ini peleta, obloZenih samoemulguju¢om fosfolipidnom suspenzijom CBZ, je
dodato nekoliko kapi vode neposredno pre merenja, nakon Cega su pelete prekrivene
pokrovnim staklom i1 posmatrane pomocu optickog mikroskopa Axioscope (Carl Zeiss
Jena GmbH, Jena, Nemacka) sa integrisanom kamerom i integralnim softverom Easy-

Measur (Inteq Informationstechnik GmbH, Berlin, Nemacka) za analizu fotografija.

11.1.2.3. Odredivanje prose¢ne veli¢ine pre¢nika kapi primenom fotonske korelacione

spektroskopije

Prose¢na veli¢ina prec¢nika kapi je odredena koriS¢enjem Nano ZS90 (Malvern
Instruments, Velika Britanija) uredaja sa He-Ne laserom na 633 nm pri temperaturi od 25 +
0.2°C. Merenje je izvrseno pod fiksnim uglom od 90°. Iz raspodele intenziteta, koriS¢enjem
softvera za statistiCku analizu podataka, izraCunata je prosecna vrednost pre¢nika kapi (Z-
Ave), kao i indeks polidisperznosti (Pdl) iz tri uzastopna merenja. Ta¢no odmerena
koli¢ina praznih samoemulguju¢ih peleta, kao i samoemulguju¢ih peleta sa CBZ, je
mesSana u toku 30 minuta sa odgovaraju¢om koli¢inom vode, tako da odnos mase lipidnih
materijala (mg + mcs + m,), naneSenih na pelete, i vode iznosi 1/100 ((mg + mcs + m,)
/myeq. = 1/100). Uzorak od 4 ml je centrifugiran 1 min na 1000 o/min koriS¢enjem

Tehtnica Ic 320, (Zelezniki, Slovenija) i supernatant je kori$¢en za analizu.
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11.1.2.4. Karakterizacija samoemulguju¢ih peleta primenom diferencijalne

skenirajuce kalorimetrije

DSC analiza praznih samoemulgujucih peleta kao 1 peleta oblozenih samoemulguju¢om
fosfolipidnom suspenzijom CBZ vrSena je koris¢enjem DSC 821 (Mettler Toledo AG,
Nemacka) uredaja. Tacno odmerena koli¢ina uzorka (10 - 12 mg) je zagrevana u
temperaturnom opsegu 20 — 220 °C pri brzini zagrevanja od 10 °C/min. Merenja su vrSena
u struji azota N, koriS¢enjem praznog aluminijumskog lonci¢a kao referentnog standarda
(slepa proba). Postojanje endotermnih i/ili egzotermnih pikova ukazuje na prisustvo

odredene kristalne forme CBZ.

11.1.2.5. Karakterizacija samoemulgujucih peleta primenom difrakcije X-zraka

Difrakcija X — zraka uzoraka peleta vrSena je koris¢enjem uredaja Bruker D8 Advance
difraktometra opremljenog sa bakarnom katodom (A= 0.15418 nm, 40 kV, 20 mA).
Merenja su vrSena pri Sirini koraka merenja od 0.02° na 2 6 izmedu 4° 1 40°, na sobnoj
temperaturi. Postojanje karakteristicnih pikova ukazuje na prisustvo odredene kristalne

forme CBZ.

11.1.2.6. In vitro ispitivanje brzina rastvaranja CBZ iz samoemulgujucih peleta

Profil brzine rastvaranja karbamazepina iz ispitivanih samoemulgujucih peleta kao 1
Cistog CBZ dobijeni su koriS¢enjem VanKel 700 (Vankel Industries, SAD) aparata sa
ispitivanje brzine rastvaranja sa rotiraju¢im korpicama. Kao medijum je koris¢ena 0.1 M
HClI na 37 °C. U odgovaraju¢im vremenskim intervalima (10, 20, 30 i 45 min) uzorkovano
je 4 ml uzorka i profiltrirano kroz 0.45 pm filtar. Koli¢ina rastvorenog CBZ odredena je
spektrofotometrijski koris¢enjem UV-2101 Shimadzu Scientific Instruments (Columbia,

SAD) uredaja na 287 nm.
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11.2. Rezultati i diskusija
11.2.1. Oblaganje samoemulgujudéih peleta

Prilikom oblaganja peleta koriS¢enjem komore sa fluidiziraju¢im protokom vazduha
radni uslovi su od krucijalnog znacaja i moraju biti optimizovani. Osnovni radni uslovi

koji se mogu menjati su (Cole, 2002):

- Pritisak atomiziraju¢eg vazduha,

- Udaljenost prskalice (eng. spray gun) od peleta,
- Dizajn prskalice,

- Dijametar 1 oblik prskalice,

- Ugao rasprsivanja,

- Protok i temperatura vazduha,

- Brzina nanoSenja rastvora za oblaganje i drugi.

Neophodno je obezbediti da kapi rasprSenog rastvora za oblaganje prilikom kontakta sa
povrsinom peleta budu parcijalno osusene. Sastav rastvora za oblaganje mora biti takav da
obezbedi da se parcijalno osuSene kapi zalepe za povrSinu peleta na koje se nanose.
Ukoliko je susSenje kapi presporo dolazi do preteranog vlazenja povrSine peleta (eng.
overwetting), $to za posledicu ima lepljenje peleta, a ako je suSenje rasprSenih kapi prebrzo
dolazi do suSenja rasprSivanjem (eng. spray drying), Sto za posledicu ima malu efikasnost
oblaganja. Povecavanjem pritiska atomiziraju¢eg vazduha mogu se dobiti kapi manjeg
dijametra, iz kojih rastvor brze isparava, dok povecanjem temperature ulaznog vazduha
intenzitet 1 brzina susenja se povecavaju. Medutim, nakon inicijalnog nanoSenja rastvora za
oblaganje neophodno je da i ostatak disperznog medijuma brzo ispari kako bi se sprecilo
eventualno lepljenje peleta. Protok vazduha takode mora biti optimalan da bi se obezbedilo
ravnomerno i efikasno oblaganje i suSenje peleta kao i razdvajanje medusobno slepljenih
peleta. Optimizacijom ovih uslova moze se posti¢i zadovoljavaju¢a efikasnost i

uniformnost oblaganja. Pozicija prskalice ¢esto nije od krucijalnog znacaja, mada je
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najbolje postaviti prskalicu uvek u istu poziciju kako bi se adekvatno reprodukovali

rezultati (Cole, 2002).

Methocel® - a E5 (2 % (m/m) vodeni rastvor na 20°C poseduje viskozitet od 5 mPa)
(Cole, 2002) se vrlo Cesto koristi kao sredsvo za vezivanje u koncentraciji od 2 — 5 %
(m/v) (Rowe i sar., 2006). Medutim, poSto rastvor za oblaganje, koji se koristi prilikom
izrade samoemulgujuc¢ih peleta, sadrzi rastvorene lipidne ekscipijense, koji sami po sebi
imaju efekat sredstva za vezivanje, nije bila neophodna visoka koncentracija HPMC — a da
bi se postiglo efikasno vezivanje CBZ na povrsinu peleta (0.25 % m/v; 4 % u odnosu na

CBZ2).

Koloidni silicijum-dioksid se Cesto dodaje kao sredstvo protiv lepljenja prilikom
oblaganja peleta zbog dobrih adsorptivnih karakteristika (Cole, 2002; Rowe 1 sar., 2006).
Udeo koloidnog silicijum-dioksida je postepeno povecavan, uz istovremeno smanjenje
HPMC - a kako bi se postiglo efikasno oblaganje peleta bez medusobnog slepljivanja.
Konaé¢na koncentracija koloidnog silicijum-dioksida koji je dispergovan u medijumu za

oblaganje, iznosila je 1 % (m/v) odnosno 16 % u odnosu na CBZ (merosii/Meb, X 100).

Finalna koncentracija CBZ u peletama iznosila je 9.88 % (mcp/Mukupna X 100).
Efikasnost oblaganja izracunata je koriS¢enjem jednacine (Jednacina 11.1) i iznosi E = 94

%.
11.2.2. Opticka mikroskopija samoemulgujuéih peleta

Posmatranjem peleta obloZenih samoemulguju¢om fosfolipidnom suspenzijom CBZ
pomocu svetlosnog mikroskopa uocene su kristalne formacije CBZ na njihovoj povrSini
(Slika 11.2), medutim da bi se ta¢no utvrdilo u kom polimorfnom obliku je CBZ prisutan,

neophodna su dalja ispitivanja DSC i XRD analizom.
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Slika 11.2. Slike razlicitih delova povrSine samoemulgujuce pelete sa kristalima CBZ
dobijenih optickom miroskopijom
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11.2.3. Odredivanje prosecne veli¢ine precnika kapi primenom fotonske korelacione

spektroskopije

Prosec¢na veli¢ina precnika kapi ispitivanog sistema bez i sa CBZ pri 100x razblaZzenju

(u odnosu na sadrzaj lipidnih ekscipijenasa) sa vodom prikazana je na Tabeli 11.2 i Slici

11.3A; B i Slici 11.4A;B.

A)

Imtens=siby (%)

Inmtensity (%

il

=

Size Derbuton by Iniensty

Size {d.nmj

Size Detrbuon by Inensty

Size {d nm)

Slika 11.3 - Raspodela veli¢ine pre¢nika kapi'® prema intenzitetu'* kod samoemulgujucih

peleta bez CBZ, (A), kao 1 samoemulgujucih peleta sa CBZ (B), K, 3:2; SC/O 8:2. Uzorci

su mereni pri 100 x razblazenju (u odnosu na sadrzaj lipidnih ekscipijenasa) sa vodom

1 Size (d.nm)
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Slika 11.4 - Korelaciona funkcija'® kod samoemulgujuéih peleta bez CBZ, (A), kao i
samoemulgujucih peleta sa CBZ (B), K,, 3:2; SC/O 8:2. Uzorci su mereni pri 100 x

razblaZenju (u odnosu na sadrzaj lipidnih ekscipijenasa) sa vodom
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Moze se tvrditi da pri velikim razblazenjima sa vodom ispitivane samoemulgujuce
pelete formiraju emulziju sa relativno visokom proseénom vredno$¢u veliine precnika
kapi (Tabela 11.2), ali 1 dalje u okviru vrednosti koje se prepisuju emulzijama (Gursoy i
Benita, 2004; Pouton i Porter 2008). Visoke vrednosti indeksa polidisperznosti, kao i
pokazane razlike u Sirini raspodele veli¢ine pre¢nika kapi u toku uzastopnih merenja
ispitivanog uzorka (Slika 11.3A; B) ukazuju da je, nakon razblazenja, sistem relativno
nestabilan i da se veli¢ina formiranih kapi brzo menja. Ipak odsupanja na pocetnim
delovima bazne linije autokorelacione funkcije samoemulgujucih peleta bez CBZ ukazuju
da su se u toku intervala merenja formirale kapi Sireg intervala veli¢ine pre¢nika. Nakon
razblazenja formira se termodinamicki sistem koji je relativno nestabilan usled ¢ega dolazi
do aktivne konverzije veli¢ine pre¢nika kapi (Slika 11.4A). Odstupanja u zavrsnom delu
bazne linije autokorelacione funkcije samoemulgujuéih peleta sa CBZ takode ukazuju na
termodinaCku nestabilnost (Slika 11.4B). Postojanje kapi sa relativno viSom vredno$éu
prosecne velic¢ine precnika kao i malog udela znatno vecih kapi (Tabela 11.2) kao i1 neSto
viSom prose¢nom vredno$¢u indeksa polidisperznosti ukazuju da CBZ dovodi do dalje

destabilizacije sistema.

Tabela 11.2 - Prose¢na veli¢ina precnika kapi (Z-Ave) i indeks polidisperznosti (PdI)
pri 100 x razblaZenju (u odnosu na sadrzaj lipidnih ekscipijenasa) sa vodom

Z-Ave +S.D. PdI + S.D. Pik 1 Pik 2 Pik 1 Pik 2

Z-Ave (nm) Z-Ave (nm) P Int (%) P Int (%)

Samoemulgujucée

pelete bez CBZ  305.8 +0.233  0.212+0.12 384.9 0 100 0
Samoemulgujucée

pelete saCBZ ~ 298.9+0.685  0.20520.16 326.2 5181 98.6 1.6

CBZ poseduje parametar kriticnog pakovanja CPP >1 (eng. Critical Packing Parameter)
jer se molekul CBZ sastoji od velikog hidrofobnog dela 1 malog hidrofilnog dela, zbog
cega teZi da formira reverzne micele. U polarnom medijumu u toku solubilizacije, CBZ se

pozicionira blizu povrSine medupovrSinskog filma uzorkujuéi destabilizaciju 1 povec¢anu
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interakciju medu kapima, koja se ogleda kroz formiranje vecih kapi unutrasnje faze i Sire
raspodele veli¢ine precnika kapi (Tabela 11.2) (Israelachvili i sar., 1976).Do visih
vrednosti prose¢ne veli¢ine precnika kapi 1 indeksa polidisperznosti praznih
samoemulgujucih peleta kao i samoemulgujuéih peleta sa CBZ u odnosu na odgovarajuce
SEPS formulacije sa dijatomitnim mikrokapsulama objasnjenih u drugom delu
istrazivanja, najverovatnije dolazi usled prisustva HPMC. Takode je poznato da porozni
silicijum-dioksid (npr. dijatomitne mikrokapsule) moZze imati znatan uticaj na veli¢inu kapi

samoemulgujuceg sistema (Lim i sar., 2011).

11.2.4. Karakterizacija samoemulgujucih peleta primenom diferencijalne skenirajuce

kalorimetrije i difrakcije X-zraka

Rezultati DSC analize samoemulgujucih peleta (Slika 11.5 A), samoemulgujucih peleta
bez CBZ (Slika 11.5B) i ¢istog CBZ (Slika 11.5C) prikazani su na Slici 11.5. DSC analiza
samoemulgujucih peleta sa 1 bez CBZ je pokazala oStar endotermni pik topljenja na
193.2°C, malo iznad endotermnog pika topljenja (=191.2°C) karakteristi¢nog za sve forme

CBZ (Grzesiak i sar., 2003).

Intenzitet signala pikova samoemulgujucih peleta poreden je sa 10 % intenziteta signala
CBZ, sto odgovara teorijskom sadrzaju CBZ u samoemulguju¢im peletama. Intenzitet
signala je znatno ve¢i nego Sto odgovara teorijskom sadrzaju CBZ (Slika 11.5 B; C).
Razlog za to je Sto se prazne Secerne pelete takode tope na predhodno pomenutoj
temperaturi (Zhang i sar., 2008) (Slika 11.5A). Endotermni pad oznad 215°C ukazuje na
pocetak degradacije sistema. Zbog toga je bilo neophodno uraditi XRD analizu ispitivanih

uzoraka.
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Slika 11.5 - DSC krive samoemulgujucih peleta: A — samoemulgujuce pelete bez CBZ; B —
CBZ forma III, 10 % intenziteta signala; C - samoemulgujuce pelete sa CBZ (sadrzaj CBZ

9.88 % (mcbz/mukupno)

Na Slici 11.6 prikazani su XRD dijagrami ¢istog CBZ (10 % inteziteta signala) (Slika
11.6A), samoemulgujucih peleta sa CBZ (Slika 11.6B) i samoemulgujucih peleta bez CBZ
(Slika 11.6C). XRD dijagram praznih samoemulgujuc¢ih peleta pokazuje karakteristicne
pikove kristala saharoze (Leinen i Labuza, 2006). Intenzitet signala je opet znatno veci
nego Sto odgovara teorijskom sadrzaju CBZ (Slika 11.6A;C), medutim izmedu XRD
dijagrama samoemulgujucih peleta bez CBZ i dijagrama samoemulgujucih peleta sa CBZ
uoCene se male razlike (Slika 11.6). Postojanje novih malih pikova, kao 1 deformacija
postojecih, uzimajuéi u obzir koli¢inu prisutnog CBZ na vrednostima 26 u opsegu 26 = 15

— 19120 =26 — 29 ukazuje da je CBZ prisutan u P — monoklinickom polimorfnom obliku
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(forma III), medutim tacan udeo CBZ koji je prisutan u ovom kristalnom obliku nije

poznat (Slika 11.6) (Grzesiak i sar., 2003).

M
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%’ pelete sa CBZ
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’||| ‘ | Jl r | |‘I \
U U""“ W A AW C - samoemulgujuce
pelete bez CBZ
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Slika 11.6 - XRD dijagrami: A — CBZ forma III, 10 % intenziteta; B — samoemulgujuce
pelete sa CBZ (sadrzaj CBZ 9.88 % (mcp,/Mykupno); C — samoemulgujuce pelete bez CBZ
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Velika prednost predhodno opisane metode pripreme samoemulgujucih peleta je Sto, nakon
pripreme, CBZ ostaje u polimorfnom obliku koji je prihvatljiv za farmaceutsku upotrebu —

P — monoklinickom obliku (Ph. Eur).

11.2.5 - In vitro ispitivanje brzine rastvaranja CBZ iz samoemulgujucih peleta

Profili brzine rastvaranja CBZ iz samoemulgujucih peleta i ¢istog CBZ u 0.1 M HCI
prikazani su na Slici 11.7. Kao slepa proba za samoemulgujuce pelete sa CBZ koris¢eni su

alikvoti uzeti od praznih peleta u odgovaraju¢em vremenskom intervalu, dok za cist CBZ

je koriS¢en medijum.
120 -
100
] & A - samoemulgujuce
80 - pelete sa CBZ
60 i 8- B- (st CBZ

40

Rastvoreni CBZ (%)

20 ~

0 10 20 30 40 50

Vreme (min)

Slika 11.7 - Profile brzine rastvaranja CBZ: A — samoemulgujuce pelete sa CBZ (sadrzaj

CBZ 9.88 % (mcbz/Muykupno); B — Cist CBZ
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Moze se zakljuCiti da je brzina rastvaranja CBZ iz peleta na koje je oblozena
samoemulgujuca fosfolipidna suspenzija CBZ znatno brza u odnosu na ¢ist CBZ. Prisustvo
samoemulgujuceg sistema, bogatog surfaktantima, svakako doprinosi vecoj brzini

rastvaranja CBZ, ali znacajan doprinos ima i velika povrSina peleta.
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12. IN VITRO DINAMICKA LIPOLIZA CVRSTIH
SAMOMIKROEMULGUJUCIH SISTEMA (SSMEDDS) ZA ORALNU
PRIMENU

12.1. Materijali i metode
12.1.1. Materijali

Ekscipijensi koji ulaze u sastav medijuma za dinamicki in vitro model lipolize -
Pankreatin, ekstrakt svinjskog pankreasa, > 3x USP specifikacija (I mg pankreatina
poseduje aktivnost lipaze najmanje 2.0 USP jedinice, USP30, NF25) (Sigma Aldrich,
SAD), 4 - Bromfenilboronska kiselina je koris¢ena kao inhibitor aktivnosti lipaze (Sigma
Aldrich, SAD), Phospholipon® 90 G, 94 — 102 % lecitina (Phospholipid GmbH,
Nemacka), Natrijum-hlorid (Merc), Kalcijum-hlorid (Merc, SAD), Natrijum-tauroholat
hidrat (Sigma Aldrich, SAD), Trizma® maleat (Sigma Aldrich, SAD), Natrijum-hidroksid
(Merc, SAD).

Lekovita supstanca: Karbamazepin (CBZ) (Ph. Jug V).

Ispitivane su polisorbat 80 (S)/PEG - 40 hidrogenizovano ricinusovo ulje
(O)/trigliceridi srednje duzine lanca (O), SC/O 8:2; K,, 1:1, SSMEDDS formulacije sa
slede¢im nosa¢ima; NUFL2 - Neusilin® UFL2; NFL2 - Neusilin® FL2; SYL350 - Sylysia®
3501 SYL320 - Sylysia® 320 (Tabela 12.1).

Ostali ekscipijensi su kori§¢eni bez predhodne pripreme. Prilikom ispitivanja kori§¢ena je

isklju¢ivo dvostruko destilovana voda (V).
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Tabela 12.1 — Sastav ¢vrstih samomikroemulgujuéih formulacija (SSMEDDS) za

dinamicku in vitro lipolizu

SMEDDS (CBZ 3,37 % (m/m)) Adsorbens Adsorbens/SMEDDS Oznaka

171 MC NUFL2
_ Neusilin® UFL2
polisorbat 80-(20)- 12 MC2 NUFL2
sorbitanmonooleat (S)/PEG — 40
hidrogenizovano ricinusovo ulje Neusilin® FL2 1/1 MC NFL2
(C)/trigliceridi srednje duzine lanca =
Sylysia™ 320 1/1 MC SYL 320
(0), SC/O odnos 8/2 sa CBZ YIS

rastvorenim u smest Sylysia® 350 1/1 MC SYL 350

12.1.2. Metode
12.1.2.1. DinamicKki in vitro model lipolize

Kori$¢en je modifikovani model iz Kopenhagena (Tabela 6.1). Sastav medijuma za

lipolizu je prikazan u Tabeli 12.2.

Tabela 12.2 - Sastav medijuma za dinamicku in vitro lipolizu (Zangenberg i sar.,
2001a; 2001b; Sek i sar., 2002)

Vrsta ekscipijensa Jedinica mere Vrednost
NaCl mM 150
Trizma® maleat mM 2

Lecitin mM 1,25
Ca™ mmol Ca**/min 0,181
Na-tauroholat mM 5
Aktivnost lipase USP unit/ml 810
Ukupan volume ml 50
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Rastvor pankreatina je pripremljen neposredno pre upotrebe kako bi se sacuvala
aktivnost pankreasne lipaze. 6,75 g praSka pankreatina je pomesano sa 35 ml pufera Tris-
maleata (2 mM Trizma® maleata, 150 mM NaCl, pH = 6.5) na magnetnoj megalici u toku
15 min. Nakon toga disperzija pankreatina je centrifugirana 15 min na 4000 o/min
koris¢enjem SIGMA 2-6E (SIGMA, Nemacka) centrifuge i odvojen je supernatant. Lecitin
i Na-tauroholat su predhodno rastvoreni u puferu Tris-maleata meSanjem preko noc¢i na
magnetnoj mesalici. Odgovarajuca koli¢ina ovog rastvora dodata je sveze pripremljenom
supernatantu pankreatina i rastvor je dopunjen do 50 ml sa puferom Tris-maleata (finalna
koncentracija lecitina je 1.25 mM, Na-tauroholata 5 mM, dok je teorijska aktivnost
pankreasne lipaze iznosila 810 USP unit/ml). Pripremljena je jo$ jedna mera medijuma za
lipolizu ¢ija je pH podeSena na pH = 6.5, koja je cuvana na ledu, radi dopune u toku

dinamicke in vitro lipolize, nakon uzorkovanja u odredenim vremenskim intervalima.

pH medijuma za lipolizu je naknadno podeSen na pH = 6.5. Temperatura medijuma je
odrzavana u opsegu 36 - 38°C uz stalnu temperaturnu kontrolu, kako bi se obezbedila
adekvatna aktivnost pankreasne lipaze. Medijum za lipolizu je kontinuirano meSan bez
promene brzine meSanja u toku rada. Tacno odmerena koli¢ina SSMEDDS formulacije
koja sadrzi oko 30 mg lipida je direktno stavljena u medijum za lipolizu. Rastvor CaCls,,
koncentracije 1,81mol/l, je kontinuirano dodavan u medijum pomocu Dosimat 776
(Metrohm, Svajcarska) titratora brzinom od 100 pl/min. pH medijuma je odrzavan
konstantnim u toku 30 minuta na pH = 6.5 titriranjem sa 1 M rastvorom NaOH pomocu
718 STAT Titrino (Metrohm, Svajcarska) titratora. Pre testa za svaku formulaciju je
pripremljen sveZ medijum. Takode je uradena i slepa proba titriranjem praznog, sveze
pripremljenog medijuma, i dobijene vrednosti su uzete u obzir prilikom izra¢unavanja
koli¢ine neutralisanih masnih kiselina oslobodenih dejstvom lipaze. Okvirne vrednosti %
lipolize odredene su na osnovu teorijskog sadrzaja masnih kiselina u kaprilno/kaprinskom
triacilglicerolu, uzimajuéi u obzir da je molarna masa ulja ~ 372,54 g/mol'® i da svaki mol

triacilglicerola oslobada tri masne kiseline prilikom lipolize.

1 http://www.jianghuichem.com/template/ODO.htm, Poslednji pristup 22.09.2013
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12.1.2.2. Stepen lipolize i odredivanje sadrzaja CBZ iz ¢vrstih SSMEDDS u toku in

vitro dinamicke lipolize

U odredenim vremenskim intervalima u toku in vitro dinamicke lipolize (5, 10, 15, 20 i
30 minuta) uzorkovano je 2 ml medijuma u koji je odmah dodato 20 ul 0.5 M rastvora 4-
bromfenilboronske kiseline, koji je takode drzan na 37°C. Nakon uzorkovanja, radi
odrzavanja konstantne zapremine i aktivnosti pankreasne lipaze, vraceno je 2 ml svezeg
medijuma. Uzorci su centrifugirani 30 minuta na 4000 o/min koris¢enjem SIGMA 2-6E
(SIGMA, Nemacka) centrifuge. Nakon centrifugiranja uzorci su pokazivali dve faze,

gornju vodenu fazu i donju fazu pelete.

Koncentracija CBZ u obe faze je odredivana HPLC metodom kori$¢enjem Agilent 1100
HPLC sistema sa ChemStation integralnim softverom za obradu podataka. Analiza je

vrSena pod slede¢im uslovima:

- Kolona — Zorbax SB C — 18, 250 x 4.6 mm, veliina Cestica 5 pm,
- Temperature kolone — 40°C,

- Protok: 0.5 ml/min,

- Zapremina injektovanja — 20 ul,

- Mobilna faza (MF) — MeOH: H,O =70 : 30.

IzvrSena je kalibracija u 7 tacaka, kako bi se pokrio Sirok opseg koncentracija CBZ

(0,001689 — 0,08445 mg/ml). Faktor korelacije je iznosio R = 0,99992.

Uzorci vodene faze pre injektovanja su razblazeni sa mobilnom fazom kako bi
koncentracija CBZ bila u opsegu kalibracione krive. Uzorcima faze pelete dodato je 10 ml
etanola 1 50 pul 1 M HCI, nakon ¢ega su ostavljeni na ultrasonicnom kupatilu 15 minuta
kako bi se eventualno prisutan CBZ rastvorio. Nakon toga uzorci su razblaZeni sa MF kako

bi koncentracija CBZ bila u opsegu kalibracione krive.
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12.2. Rezultati i diskusija

Na Slici 12.1 prikazana je zavisnost stepena lipolize masnih kiselina (%) odnosno

koli¢ine masnih kiselina (umol) u ispitivanim SSMEDDS formulacijama i vremena

trajanja testa (min) (Slika 12.1).

titrirane masne kiseline ({1 mol)
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Slika 12.1 - Krive zavisnosti lipolize masnih kiselina (%) odnosno koli¢ine titriranih

masnih kiselina (umol) od vremena trajanja (min) dinamicke in vitro lipolize
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Pankreatin, dobijen ekstrakcijom svinjskog pankreasa, ima jako sli¢an sastav kao
ljudski pankreatin (Lauwers i Scharpé, 1997). Pankreasna lipaza hidrolizuje triacilglicerole
na sn; i sn; poziciji oslobadajué¢i dve masne kiseline i 2-monoglicerid. 2-monoglicerid
moze sponatno da prede u 1- ili 3 — monoglicerid koju su supstrati pankreasne lipaze.

Hidrolizu na sn; poziciji vrsi fosfolipaza A,, koja je takode prisutna u pankreatinu.

Za punu aktivnost pankreasne lipaze neophodni su jon Ca” i ulje/voda medupovrsina
(Embleton i Pouton, 1997). Prilikom lipolize lipidnih formulacija moze da dode do pada
kapaciteta solubilizacije formulacije za lekovitu supstancu §to uzrokuje njenu precipitaciju

(Sassene i sar., 2010).

Posmatrajuc¢i krive zavisnosti koli¢ine titriranih masnih kiselina odnosno stepena
lipolize (%), od vremena trajanja testa, moze se uociti da se lipoliza intenzivnije deSava u
SSMEDDS formulacijama sa SYL320 i1 SYL 350 poroznim adsorbensima u odnosu na
SSMEDDS formulacije sa NUFL2 1 NFL2 adsorbensima (Slika 12.1). Najverovatnije da
drugacija struktura i hemijski sastav povrsine adsorbensa na bazi silicijum-dioksida Cini
SMEDDS formulaciju dostupnijom pankreasnoj lipazi u odnosu na adsorbense na bazi
magnezijum-aluminometasilikata. Ovo je u skladu sa rezultatima Agarwal — a 1 saradnika u
kojima je prikazano da adsorbensi na bazi magnezijum-aluminometasilikata imaju
tendenciju da smanje desorpciju lipidnog sistema uzorkuju¢i smanjeni stepen oslobadanja

lekovite supstance (Agarwal i sar., 2009).

Stepen lipolize (% oslobodjenih masnih kiselina istitriranih sa 1M NaOH) je u jakoj
korelaciji sa koli¢inom rastvorenog CBZ (%) oslobodenog prilikom in vitro ispitivanja

brzine rastvaranja CBZ (Slika 12.2).
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Slika 12.2 — Profili brzine rastvaranja CBZ 1 profili lipolize lipida iz MC2 NUFL2, MC
NUFL2 i MC NFL2 formulacije

Koeficijenti korelacije izmedu rastvorenog CBZ (%) iz in vitro ispitivanja brzine
rastvaranja i stepena lipolize (%) iz in vitro dinamicke lipolize za MC2 NUFL2, MC
NUFL2 kao 1 MC NFL2 SSMEDDS formulacije predstavljeni su u Tabeli 12.3.

Tabela 12.3 — Koeficijent korelacije izmedu rastvorenog CBZ (%) iz in vitro

ispitivanja brzine rastvaranja i stepena lipolize (%) iz in vitro dinamicke lipolize

Naziv Koeficijent korelacije
formulacije

MC2 NUFL2 0,9935

MC NUFL2 0,8544

MC NFL2 0,9764

MC SYL 320 0,9346

MC SYL 350 0,9424
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Posmatranjem faktora korelacije moze se zakljuciti da su rastvoreni CBZ (%) iz in vitro
ispitivanja brzine rastvaranja i stepen lipolize (%) iz in vitro dinamicke lipolize u visokoj
korelaciji (R > 0.9 izuzev kod MC NUFL2 SSMEDDS formulacije). Na osnovu toga moze
se zakljuciti da su faktori koji odreduju dostupnost CBZ za rastvaranje kao i faktori koji
odreduju dostupnost lipida za lipolizu jako sli¢ni i da najverovatnije obuhvataju samo
fizicko-hemijske karakteristike povrSine adsorbensa. Razlog neSto niZe vrednosti
koeficijenta korelacije kod MC NUFL2 formulacije (Tabela 12.3) moze biti zato $to u ovoj
formulaciji odnos specifiéne povrdine ( NUFL2 — 300 m%/g) i lipidnog sistema je najveéi
(tabela 12.1) pa eventualne interakcije koje se deSavaju na povrSini adsorbensa su

najizrazenije. Isti trend primecen je 1 kod MC SYL 320 i MC SYL 350 SSMEDDS
formulacija (Slika 12.3; Tabela 12.3).
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Slika 12.3 — Profili brzine rastvaranja CBZ i profili lipolize lipida iz MC SYL 320 i MC
SYL 350 formulacija

Korelacije izmedu rastvorenog CBZ (%) iz in vitro ispitivanja brzine rastvaranja i
stepena lipolize (%) iz in vitro dinamicke lipolize kod formulacija MC SYL 320 i MC
SYL350 je znacajna (R > 0.99) (Tabela 12.3).
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Ipak, pri predhodno opisanim radnim uslovima dinamickog in vitro modela lipolize
CBZ se jako brzo oslobada iz formulacija, iako se lipoliza postepeno desava, uzorkujuéi da
kod skoro svih SSMEDDS formulacija koncentracija CBZ u vodenoj fazi ve¢ u prvih 5
minuta bude najveca i da kako lipoliza odmice, koncentracija CBZ u ovoj fazi postepeno
opada (Slika 12.4A; B; C; D; E). Stepen lipolize kod SSMEDDS formulacija sa
adsorbensima na bazi magnezijum-aluminometasilikata je u jakoj korelaciji sa specificnom
povrSinom, jer MC2 formulacija NUFL2 (SMEDDS/Neusilin®UFL2 = 2/1, povrsina
NUFL2 300 m?g, stepen lipolize nakon 30 minuta 72.29 %) i MC formulacija NFL2
(SMEDDS/Neusilin®FL2 = 1/1, povrsina NFL2 150 m?*/g, stepen lipolize nakon 30 minuta
79.64 %) pokazuju jako slican stepen lipolize (Slika 12.1), dok MC formulacija NUFL2
(SMEDDS/Neusilin®UFL2 = 1/1, povrina NUFL2 300 m2/g, stepen lipolize nakon 30
minuta 54.29 %) pokazuje manji. Ovo ukazuje da je koli¢ina SMEDDS formulacije koja je
dostupna za lipolizu u korelaciji sa specificnom povrS§inom Moze se primetiti da u toku
trajanja testa kolicina CBZ se blago povecava u fazi pelete, a smanjuje u vodenoj fazi
(Slika 12.4A; B; C; D; E i Slika 12.5A; B; C; D; E) Sto ukazuje da se prilikom lipolize
smanjuje kapacitet solubilizacije polisorbat 80(S)/PEG — 40 hidrogenizovano ricinusovo
ulje (C)/trigliceridi srednje duZine lanca (O) SMEDDS fomulacije za CBZ, ali to
povecanje, odnosno smanjenje, nije veliko i iznosi od 1 —7 % (Slika 12.4A; B; C; D; E i
Slika 12.5A; B; C; D; E). Intenzivnija lipoliza uzrokuje ve¢i sadrzaj karbamazepina u fazi
pelete kod SSMEDDS formulacija sa SYL320, od 32.28 — 39.79 % (Mcb; u fazi pelete/Mebz
ukupna X 100) 1 SYL 350, od 31.11 — 31.39 %, nosa¢ima (Slika 12.4A; B), nego kod MC
formulacija sa NUFL2, od 24.87 — 27,13 % 1 NFL2, od 26.2 — 31,5 % kao i MC2
formulacija sa NUFL2, od 14,24 — 15,53 % (Slika 12.4C; D; E). Ovi rezultati odgovaraju
rezultatima Speybroeck i saradnika koji su in vitro modelom lipolize ispitivali SSEDDS
sistem, sa Neusilin® - om US2 kao nosatem i danazolom kao model supstancom, i
pokazali da razlog smanjene koncentracije danazola u vodenoj fazi (za 25 — 30 %) 1
posledi¢no povecane koncentracije u fazi pelete, u odnosu na odgovarajuci te¢ni SEDDS
sistem je nemoguénost Neusilin® - a US2 da prezentuje lekovitu supstancu u
solubilizovanom obliku digestivnom medijumu, §to za posledicu ima smanjenu desorpciju

lekovite supstance (Speybroeck 1 sar., 2012).
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MC2 formulacija sa NUFL2 pokazuje najmanji sadrzaj CBZ u fazi pelete, 15.53 %
nakon 30 minuta (Slika 12.4E), i najve¢i u vodenoj fazi 84,17 % (Slika 12.5E)
najverovatnije usled najvece koncentracije tecne SMEDDS (i posledi¢no surfaktanata) i
najmanjeg udela adsorbensa. MC NUFL2 i MC NFL2 formulacije pokazuju medusobno
sliéne vrednosti za sadrzaj CBZ u fazi pelete (27.13 % naspram 29.2 %) i vodenoj fazi
(67.67 % naspram 64.6 %) (Slika.12.4C; D i Slika 12.5C; D) ukazuju¢i da na koli¢inu
CBZ u obe faze kod SSMEDDS formulacija sa adsorbensima na bazi magnezijum-
aluminometasilikata, ve¢i uticaj ima SMEDDS/adsorbens odnos nego specifi¢na povrsina
adsorbensa. Sadrzaji CBZ u fazi pelete 1 vodenoj fazi izmedu MC SYL320 1 MC SYL 350
formulacija su relativno sli¢ni. Blago viSe vrednosti u fazi pelete u odnosu na SSMEDDS
sisteme sa NUFL2 i NFL2 adsorbensima se mogu prepisati ve¢em stepenu lipolize kao i
potencijalno drugacijem intezitetu interakcija SMEDDS formulacije sa CBZ zbog kojih je
udeo CBZ koji ne moze da se desorbuje blago veci, dok je istovremeno omogucéena

kompletna lipoliza ulja adorbovanog SMEDDS sistema.
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Il Faza pelete MC SYL 350
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I Faza pelete MC NFL2
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Slika 12.4 - Sadrzaj CBZ u fazi pelete (Mcbs u fazi peleie/Mebz ukupna X 100) razlicitih
SSMEDDS formulacija u odredenim intervalima uzorkovanja u toku in vitro lipolize. A —

MC SYL 320; B—MC SYL 350; C — MC NUFL2; D — MC NFL2; E — MC2 NUFL2
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R0 - I Vodena faza MC NUFL2
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100 - I Vodena faza MC2 NUFL2
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Slika 12.5 - Sadrzaj CBZ u vodenoj fazi (Mcb, u vodenoj fazi/Mebz ukupna X 100) razlicitih
SSMEDDS formulacija u odredenim intervalima uzorkovanja u toku in vitro lipolize. A —

MC SYL 320; B—-MC SYL 350; C—MC NUFL2; D - MC NFL2; E — MC2 NUFL2.
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I - ispitivanje faznog ponaSanja za pseudoternerni sistem voda/polisorbat 80 (S)/PEG-40
hidrogenizovano ricinusovo ulje (C)/trigliceridi srednje duzine lanca, u inicijalnoj fazi
istrazivanja samomikroemulgujuéih sistema, je pokazalo da udeo ulja ima znacajan uticaj
na efikasnost surfaktantne faze (polisorbat 80(S)/PEG-40 hidrogenizovano ricinusovo ulje
(©), S:C = 1:1 (Kp)) kao i kapacitet solubilizacije sistema za vodu. Pokazano je da
efikasnost solubilizacije surfaktantne faze za vodu raste sa smanjenjem udela ulja u
sistemu. Sistemi sa SC/O odnosom 8/2 i veéim, pri visokom udelu vodene faze (> 60 % V
(m/m)), formiraju transparentne, jednofazne, niskoviskozme sisteme, odnosno
mikroemulzije. To je pokazano i fotonskom korelacionom spektroskopijom kod sistema sa
95 % vode (m/m), pri ¢emu je veli¢ina pre¢nika kapi odgovarala veli¢ini za mikroemulzije.
Svi sistemi prilikom razblazenja prolaze kroz viskoznu gel fazu, pri ¢emu, Sto je udeo

surfaktantne faze veci gel faza je izraZenija.

IT — Rastvorljivost CBZ u polisrbatu 80 je 328x veca nego u 0,1 M HCI kao i 14.52x veca
nego u trigliceridima srednje duZine lanca. Tecna SMEDDS formulacija, SC/O 8/2 i Km
1:1, pokazuje rastvorljivost za CBZ od 33771 + 41.05 pug/ml koji je 276x veci nego u 0.1
M HCI, ukazujuéi da formulisana SMEDDS poseduje znacajno vecu rastvorljivost za CBZ

u odnosu na 0.1 M HCI.

IIT — Merenje viskoziteta kao 1 utvrdivanje tipa proticanja voda/polisorbat 80 (S)/PEG-40
hidrogenizovano ricinusovo ulje (C)/trigliceridi srednje duzine lanca pseudoternernih
sistema bez i sa CBZ, pri razli¢itim udelima vode, su pokazali da CBZ ima znacajan uticaj
na reolosko ponasanje sistema. Sistemi sa 10 % vode (m/m) i 20 % vode (m/m) su pokazali
Njutnovski tip proticanja, koji je tipican za mikroemulzione sisteme, pri ¢emu su sistemi sa
CBZ pokazali ve¢u vrednost viskoziteta ukazuju¢i da CBZ uti¢e na interakciju medu
kapima unutrasnje faze dovode¢i do intenzivnije interakcije i posledi¢no veée vrednosti
viskoziteta. Sistemi sa 30 i 40 % vode (m/m) su pokazali tiksotropno ponasanje (gel faza).
Pseudoternerni sistemi bez i sa CBZ sa 50 % vode (m/m) su pokazali Ostvaldovo
ponasanje ukazuju¢i da su kapi unutraSnje faze nepravilnog oblika, zbog naruSavanja
structure sli¢ne gelu, i da se pri povecanju brzine smicanja kapi postavljaju u odgovarajuci

polozaj kako bi napon smicanja bio najmanji. Pseudoternerni sistem bez CBZ sa 60 %
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vode (m/m) pokazuje Njutnovski tip proticanja ukazujuéi da je se formirala U/V
mikroemulzija. Ipak pseudoternerni sistem sa CBZ pri sadrzaju vode 60 % (m/m) pokazuje
Bingmov tip proticanja ukazujuéi da i pri ovim koncentracijama vode CBZ moze imati

znacajan uticaj na reoloske karakteristike sistema.

IV — Fotonska korelaciona spektroskopija voda/polisorbat 80 (S)/PEG-40 hidrogenizovano
ricinusovo ulje (C)/trigliceridi srednje duZine lanca pseudoternernog sistema sa i bez CBZ
pokazuje da CBZ uti¢e na prosecnu veli¢inu precnika kapi (Z-Ave) i vrednost indeksa
polidisperznosti (PdI) dovodeéi do formiranja vecih kapi sa §irom distribucijom veli¢ine,
ukazuju¢i da CBZ kao molekul sa malom hidrofilnom glavom i relativni velikim

hidrofobnim repom uzrokuje intenzivniju interakciju medu kapima.

V — Na osnovu kapaciteta adsorpcije formulisano je 5 razlicitth SSMEDDS sistema sa 4
razli¢ita adsorbensa: Neusilin® UFL2 (NUFL2), Neusilin® FL2 (NFL2) (magnezijum-
aluminometasilikat), Sylysia® 320 (SYL320) i Sylysia® 350 (SYL350) (silicijum-dioksid),
pri ¢emu je za polisorbat 80 (S)/PEG-40 hidrogenizovano ricinusovo ulje (C)/trigliceridi
srednje duzine lanca SMEDDS sistem NUFL2 pokazao najveéi kapacitet adsorpcije.
Nakon adsorpcije, DSC i FT-IR analiza su pokazale da nije doSlo do rekristalizacije CBZ,
odsustvovanjem karakteristicnog pika topljenja kao i pikova karakteristi¢nih vibracija,
dobijenih analizom cistog CBZ. Takode u fizi€¢kim smeSama nije pokazan pik topljenja, ali
je prisutna deformacija na 1605 i 1593 cm'1 (—C=0 vibracija i -NH deformacija), koja
ukazuje na formiranje vodoni¢ne veze izmedu CBZ i adsorbensa, $to je razlog stvaranja
amorfnog oblika CBZ. Intenzitet deformacije kod fizicke smeSe sa NFL2 je manjeg

inteziteta u odnosu na fizicke smeSe CBZ 1 ostalih adsorbenasa

VI — In vitro ispitivanje brzine rastvaranja SSMEDDS formulacija je pokazalo znatno brze
rastvaranje CBZ kod svih formulacija u odnosu na ¢istu supstancu. Najbrze rastvaranje su
pokazale SSMEDDS formulacije sa SYL320 1 SYL 350 adsorbensima, dok su SSMEDDS
formulacije sa NUFL2 i1 NFL2 pokazale sporije rastvaranje sa nizim stepenom
oslobadanja. Brzina rastvaranja, a 1 stepen, kod adsorbenasa na bazi magnezijum-

aluminometasilikata, zavise od specificne povrSine, pri ¢emu ovi adsorbensi pri vecim
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vrednostima povrsine i manjim vrednostima SMEDDS/adsorbens odnosa, pokazuju sporije
oslobadanje. Razlog za to je §to je manje CBZ prezentirano medijumu u solubilizovanom
obliku iz kog CBZ moze odmah da se oslobodi. Fizicke smeSe su pokazale brzo
oslobadanje usled prisustva amorfnog oblika CBZ. Najsporije oslobadanje je pokazala
fizicka smesa sa NFL2 adsorbensom usled najmanjeg inteziteta interakcije sa povrSinom

adsorbensa.

VII Ispitivanjem voda/PEG-8 kaprilno/kaprinski gliceridi (S)/(lecitin/propilen-glikol)
(Cs)/trigliceridi srednje duzine lanca (O) pseudoternernog sistema sa SCs/O odnosom 7/3;
8/2 1 9/1 fotonskom korelacionom spektroskopijom je pokazano da sistem 8:2 pri S/Cs
odnosu (Km) 3:2 nakon 100x razblazenja sa vodom formira kapi najmanjeg precnika i
distribucije veli¢ine. Veli¢ina prec¢nika kapi odgovara vrednostima za emulziju. Sistemi sa
veé¢im udelom uljane faze su nakon razblazenja sa vodom nestabilni i pokazuju razdvajanje

faza.

VIII — Formulisana PEG-8 kaprilno/kaprinski gliceridi (S)/(lecitin/propilen-glikol)
(Cs)/trigliceridi srednje duzine lanca (O) samoemulgujuéa fosfolipidna suspenzija (SEPS)
SCs/O 8/2 i Km 3:2, sa 40 % CBZ, posedovala je Cestice ¢iji je Martinov dijametar oko
7.66 um. Supernatant ove suspenzije pokazuje blago viSe vrednosti veli¢ine pre¢nika kapi i
indeksa polidisperznosi u odnosu na sistem bez CBZ, ukazujuc¢i da CBZ uti¢e na fluidnost

medupovrSinskog filma formiranih kapi unutrasnje faze emulzije 1 da povecava interakciju

izmedu njih.

IX — Adsorpcijom SEPS na dijatomitne mikrokapsule direktnim adsorbovanjem (SSEPS;)
u tarioniku sa pistilom, prilikom izrade SSEPS u odnosu 1:1, dolazi do neravnomerne
raspodele SEPS na povrSini adsorbensa, za razliku od adsorpcije SEPS uparavanjem
etanolnog rastvora SEPS u kome su dispergovane dijatomitne mikrokapsule (SSEPS,), gde
je SEPS formulacija veéim delom prisutna unutar pora adsorbensa (odnos
SEPS/dijatomitne mikrokapsule 1:1). Ovo je potvrdeno SEM analizom Prilikom direktne
adsorpcije ne dolazi do promene polimorfnog oblika CBZ, §to je potvrdeno DSC 1 XRD

analizom. Odsustvo karakteristicnog pika topljenja karbamazepina u obe SSEPS je usled
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rastvaranja CBZ u teCnom sistemu na visokim temperaturama, $to je 1 potvrdeno DSC
analizom te¢ne SEPS. Nakon adsorpcije uparavanjem etanolnog rastvora SEPS na 40°C u
toku 24h u kome su dispergovane dijatomitne mikrokapsule dolazi do promene
polimorfnog oblika CBZ iz P-monoklinickog (forma III) u trigonalni oblik (forma I) koji
prema Evropskoj farmakopeji nije farmaceutski prihvatljiv polimorfni oblik. U fizickoj
smesi CBZ i dijatomitnih mikrokapsula pokazano je prisustvo prvobitne kristali¢nosti CBZ
(forma III), ali u manjem intenzitetu u odnosu na intenzitet odgovarajuée koli¢ine Ciste
supstance, dok je u Cvrstoj disperziji CBZ 1 dijatomitnih mikrokapsula dobijenoj
uparavanjem etanolnog rastvora, pod uslovima istim kao pri dobijanju SSEPS,, prisutan

amorfni oblik CBZ.

X — In vitro brzina rastvaranja CBZ iz SSEPS formulacija u puferu pH = 6.8 je pokazala da
formulacija dobijena uparavanjem etanolnog rastvora pokazuje brze rastvaranje CBZ u
odnosu na SSEPS formulaciju dobijenu direktnim adsorbovanjem, dok obe pokazuju
znatno brZe rastvaranje u odnosu na ¢ist CBZ. BrZe rastvaranje CBZ iz SSEPS, u odnosu
na SSEPS; je usled lokalizacije adsorbovanog materijala unutar pora, ¢ime se ograni¢ava
kontakt CBZ sa povrSinom adsorbensa i izbegavaju interakcije koje otezavaju desorpciju i
oslobadanje CBZ. Fizicka smeSa 1 Cvrsta disperzija CBZ 1 dijatomitnih mikrokapsula

pokazuju sli¢nu brzinu rastvaranja CBZ, koja je znacajno veca u odnosu na ¢ist CBZ.

XI — Nakon ubrzanih studija stabilnosti SSEPS;, SSEPS, i ¢vrste disperzije pod uslovima
40 °C 170 % RH u toku 10 nedelja, pokazano je da u SSEPS formulacijama ne dolazi do
promene polimorfnog oblika CBZ, ukazuju¢i da je PEG-8 kaprilno/kaprinski gliceridi
(S)/(lecitin/propilen-glikol) (Cs)/trigliceridi srednje duzine lanca (O) samoemulgujuca
fosfolipidna suspenzija (SEPS) SCs/O 8/2 1 Km 3:2, sa dijatomitnim mikrokapsulama kao
¢vrstim nosacem, u stanju da odrZi prvobitni polimorfni oblik CBZ. Kod ¢vrste disperzije
primecen je porast kristali¢nosti, jer same dijatomitne mikrokapsule nisu u stanju da odrze
prvobitni amorfni oblik CBZ. Ipak poredenjem profila in vitro brzine rastvaranja model
nezavisnim pristupom, formulacije pre i1 posle studija stabilnosti nisu pokazale znacajnu

razliku u brzini rastvaranja.
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XII — Izrada samoemulgujucih peleta vrSena je adsorbovanjem PEG-8 kaprilno/kaprinski
gliceridi  (S)/(lecitin/propilen-glikol)  (Cs)/trigliceridi  srednje duzine lanca (O)
samoemulgujuce fosfolipidne suspenzije (SEPS) SCs/O 8/2 i Km 3:2, sa 55,55 % CBZ, u
komori sa fluidiziraju¢im protokom vazduha pri slede¢im uslovima: radna temperatura 60—
65 °C; izlazna temperatura 40 °C; protok vazduha 60-70 m’/h; pritisak atomizirajuéeg
vazduha 1.2 bar; dijametar brizgalice za rasprSivanje 1.2 mm. Kori$¢en je etanol/voda 9/1
disperzni medijum, pri ¢emu za 400 g peleta veli¢ine 710 — 825 um je neophodno 800 ml
medijuma kako bi konacan sadrzaj CBZ bio 10 %. Optimizovana koli¢ina HPMC kao
sredstva za vezivanje 1znosi 4 % u odnosu na CBZ (mppmc/megz x 100) odnosno 0.25 %
m/v, dok optimizovana koli¢ina Aerosil® - a 200 kao sredstva protiv lepljenja iznosi 16 %

u odnosu na CBZ (merosii/mcepz X 100) odnosno 1 % m/v.

XII — Samoemulgujuce pelete, nakon 100x razblazenja lipidnih komponenti sa vodom,
pokazuju vrednosti veli¢ine prec¢nika kapi koje odgovaraju emulzijama, pri cemu CBZ
uti¢e na fluidnost medupovrsinskog filma povecavajuéi intenzitet interakcija Sto dovodi do
viSih vrednosti za veli¢inu kapi kao i do Sire distribucije veli¢ine u poredenju sa
vrednostima dobijenim za prazne samoemulgujuce pelete. Nakon adsorbovanja SEPS
sistema na Secerne pelete pokazano je XRD analizom da je CBZ prisutan u P —
monoklinickom obliku (forma III), Sto predstavlja veliku prednost ove metode jer je ova

forma prema Evropskoj farmakopeji jedina prihvatljiva za farmaceutsku upotrebu.

XIV — In vitro brzina rastvaranja samoemulgujuc¢ih peleta je pokazala znatno brze
rastvaranje CBZ u 0.1 M HCI u odnosu na ¢istu supstancu. BrZe rastvaranje CBZ je usled
prisustva SEPS sistema, bogatog surfaktantima, i velike povrSine lako rastvorljivih

SeCernih peleta.

XV — Dinamicki in vitro model lipolize SSMEDDS formulacija je pokazao da stepen
lipolize zavisi od vrste adsorbensa pri cemu SSMEDDS formulacije sa SYL320 i SYL350
adsorbensima (silicijum-dioksid) pokazuju znatno veci stepen lipolize, nakon 30 min 100%
lipoliza, u odnosu na SSMEDDS formulacije sa NUFL2 i NFL2 adsorbensima

(magnezijum-aluminometasilikat), gde je stepen lipolize od 50 — 80 % za 30 min.

137



Pokazano je da je koeficijent korelacije izmedu rastvorenog CBZ (%) iz in vitro ispitivanja
brzine rastvaranja i stepena lipolize (%) iz in vitro dinamicke lipolize znacajan (R > 0,99),
izuzev kod MC NUFL2 formulacije gde je R = 0,85. Pokazano je da stepen lipolize kod
adsorbenasa na bazi magnezijum-aluminometasilikata zavisi od specificne povrSine
adsorbensa i SMEDDS/adsorbens odnosa, pri ¢emu veca povrSina smanjuje stepen

lipolize, a ve¢i odnos povecava stepen lipolize.

XVI - U toku dinamickog in vitro modela lipolize ispitivanih SSMEDDS formulacija CBZ
se vrlo brzo raspodeli izmedu vodene faze i faze pelete (ve¢ u prvih 5 min), pri ¢emu
SSMEDDS formulacije sa SYL320 i SYL350 adsorbensima pokazuju veéi udeo CBZ u
fazi pelete u odnosu na SSMEDDS formulacije sa NUFL2 1 NFL2 adsorbensima. U toku
lipolize sve formulacije pokazuju mali pad koncentracije CBZ od 1 —7 % u vodenoj fazi 1
posledi¢ni rast u fazi pelete ukazuju¢i da formulacije generalno mogu da odrze CBZ u
solubilizovanom obliku. Kod adsorbenasa na bazi magnezijum-aluminometasilikata
koli¢ina CBZ u fazi pelete zavisi pre svega od SMEDDS/adsorbens odnosa, a ne od
specifiéne povrSine pri ¢emu §to je odnos veéi manji je sadrzaj CBZ u fazi pelete i

posledi¢no veéi u vodenoj fazi.
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PRILOZI

Prilog A — Karakteristike surfaktanata koji se koriste prilikom izrade

samodispergujuéih formulacija

1. PEG-8 kaprilno/kaprinski gliceridi

Kaprilno/kaprinski makrogol gliceridi (sin. kaprilno/kaprinski polioksilgliceridi)
predstavljaju PAM nejonskog tipa. Dobijaju se parcijalnom hidrolizom triacilglicerola
srednje duzine lanca makrogolima, esterifikacijom masnih kiselina srednje duzine lanaca
sa glicerolom i makrogolima ili meSanjem estara glicerola i kondezata etilenoksida i
kaprilne i kaprinske kiseline. Predstavljaju meSavine monoestara, diestara i1 triestara
glicerola i monoestara i diestara makrogola sa prose¢nom relativnom molekulskom masom
od 200 — 400. Procentualni udeo pojedinih frakcija masnih kiselina prikazan je u Tabeli 1.1

(Ph. Eur).

Tabela 1.1 - Udeo frakcija masnih Kkiselina koje ulaze u sastav
kaprilno/kaprinskih makrogolglicerida (Ph. Eur)

Masna Kiselina (% m/m)
Kapronska kiselina <20
Kaprilna kiselina 50,0 - 80,0
Kaprinska kiselina 20,0 - 50,0
Laurinska kiselina <3,0
Miristinska kiselina <10

Kaprilno/kaprinski gliceridi predstavljaju uljaste tecnosti bledoZute boje, brzo
disperzibilne u vrucoj vodi i lako rastvorljive u metilenhloridu. Prema Ph. Eur sadrzaj
etilenoksida ne sme biti ve¢i od 1 ppm, dok sadrzaj dioksana ne sme biti ve¢i od 10 ppm.
Relativna gustina im je oko 1,0, a indeks refrakcije (na 20°C) je oko 1,4. Mogu da sadrze i

makrogole u slobodnom obliku.
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Prilikom imenovanja ovih nejonskih PAM obavezno se u nazivu dodaje broj
etilenoksidnih jedinica u polioksietilenskom lancu molekula estra ili relativna molekulska

masa makrogola upotrebljenog za esterifikaciju.

PEG-8 kaprilno/kaprinski gliceridi (polietilenglikol-8 gliceril kaprilat/kaprat) je
farmaceutski ekscipijens dobijen alkoholizom srednjolancanih triglicerida kokosovog ulja
sa polietilenglikolom 400. Predstavlja smeSu: mono- i di- i triacilglicerola C8 i C10
zaci¢ene masne kiseline (30 %), mono- i di-estara PEG 400 (50 %) sa srednjelanc¢anim
zasi¢enim masnim kiselinama i slobodnog PEG 400 (20 %). Dostupan je u komercijalno

obliku'’.

Ova nejonska povrsinsko aktivna materija ima visoku HLB vrednost (HLB = 14) i
predstavlja efikasan solubilizator teSko rastvorljivih lekovitih supstanci. Prvenstveno se
koristi kao primarni surfaktant prilikom formulacije lipidnih sistema samodispergujuéeg
tipa kao Sto su saomikroemulgujuéi sistemi (eng. Self-Micro-Emulsifying Drug Delivery
Systems - SMEDDS) i samoemulgujuceg tipa (eng. Self-Emulsifying Drug Delivery
Systems — SEDDS).

Imajuéi u vidu da je polietilenglikol-8 gliceril kaprilat/kaprat uvriten u FDA IIG'® listu
ekscipijenasa (eng. Food and Drug Administration Inactive Ingridient Guide, FDA 11G) za
upotrebu u farmaceutskim preparatima tipa rastvora i1 kapsula za peroralnu primenu i ne
iznenaduje Cinjenica da postoji intenzivan porast zainteresovanosti za potencijalnu
upotrebu ovog tenzida prilikom istrazivanja brojnih lipidnih sistema, posebno tipa SEDDS
1 SMEDDS za peroralnu upotrebu kako u te¢nom tako i u ¢vrstom obliku. Pored toga ovaj
nejonski tenzid pokazuje visoku efikasnost za solubilizaciju tesko rastvorljivih jedinjenja 1
poseduje potencijal da poveca permeabilnost bioloSkih membrana i samim tim poveca

biolosku raspolozivost tesko rastvorljivih lekovitih

7 Labrasol ® (Gattefosse, Francuska); Acconon® CC-400 (Abitec Corporation SAD).

¥ FDA 1IG navodi supstance koje su odobrene za upotrebu kao pomoéne supstance u farmaceutskim
preparatima na trzistu SAD
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2. PEG - 40 hidrogenizovano ricinusovo ulje

Prema Ph. Eur PEG — 40 hidrogenizovano ricinusovo ulje odgovara monografiji
makrogolglicerol-hidroksistearata. Makrogolglicerol-hidroksistearat se uglavnom sastoji
od trihidroksistearil-glicerola etoksilovanog sa 7 — 60 molekula etilen-oksida (nominalna
vrednost). Sadrzi male koli¢ine makrogol-hidroksistearata i odgovarajuc¢ih slobodnih
glikola. Predstavljaju Siroku grupu nejonskih PAM. Prilikom imenovanja pojedina¢nog

¢lana grupe obavezno se navodi nominalna vrednost.

PEG — 40 hidrogenizovano ricinusovo ulje u svom komercijalnom obliku' se dobija
reagovanjem 40 - 45 mol-a etilen-oksida sa 1 mol-om hidrogenizovanog ricinusovog ulja.
Glavni sastojak je glicerol polietilenglikol-oksistearat, koji zajedno sa masnim kiselinama
iz glicerol poliglikol-estara predstavlja hidrofobni deo proizvoda. Hidrofilni deo proizvoda

se sastoji od polietilenglikola i glicerol-etoksilata.
Osobine ovog nejonskog surfaktanta prikazane su u Tabeli 2.1.

Tabela 2.1 - Osobine PEG — 40 hidrogenizovanog ricinusovog ulja

Izgled bela do zuckasta meka pasta
Tacka o¢vrS¢avanja 20-28 °C
Hidroksilni broj 60-75

Jodni broj <1

pH vrednost 10 % vodenog rastvora 6-7
Viskozitet, Hoeppler, na 25 °C, 30 % vodeni 20 — 40 mPas
rastvor

Teski metali 10 ppm
Saponifikacioni broj 50— 60
Kiselinski broj <I

Sadrzaj vode, K. Fisher <2%
Intezitet boje 10 % vodenog rastvora (Ph. Zuta max 6
Eur.)

Ostatak, pepeo <0,25%

** Cremophor®RH 40 (BASF, Nemacka); Kolliphor® RH 40 (Sigma-Aldrich Chemie , Nemag&ka) i drugi.
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PEG — 40 hidrogenizovano ricinusovo ulje je nejonska PAM visoke HLB vrednosti
(HLB = 14 — 16). Rastvara se u vodi (>490 g/l, na 25 °C), etanolu, 2-propanolu, n-
propanolu, etilacetatu, hloroformu, ugljentetrahloridu, toluenu i ksilenu formirajuéi bistre
rastvore, medutim sa povecanjem temperature rastvori se zamute. Ima vrlo slab miris i
ukus. Mesa se bistro sa masnim kiselinama 1 masnim alkohima zbog ¢ega je vrlo pogodan

za formulaciju lipidnih sistema tipa SEDDS i SMEDDS.

Posto se dobija iz ricinusovog ulja kompleksnog sastava PEG — 40 hidrogenizovano
ricinusovo ulje predstavlja smesu razlicitih jedinjenja. Prema Ph. Eur sastav rinusovog ulja

je sledeci (Tabela 2.2)

Tabela 2.2 - deo frakcija masnih Kiselina u ricinusovom ulju (Ph. Eur)

Masna Kiselina (% m/m)
Ricinolna kiselina 85-95
Oleinska kiselina 6-2
Linoleinska kiselina 5-1
Linolenska kiselina 1-0,5
Stearinska kiselina 1-0,5
Palmitinska kiselina 1-0,5
Dihidroksistearinska kiselina 0,5-0,3

Medunarodna agencija za istraZivanje raka (IARC) nije nijedan od sastojaka ovog
proizvoda koji su prisutni u koncentracijama > 0,1% definisala kao materiju koja je
verovatno, moguce ili potvrdeno kancerogena za ljude.. Brojnim ispitivanjima je pokazano
da ne postoji znacajna, toksi¢nost, mutagenost ili kancerogenost ricinusovog ulja
(Litvinova i Fedorchenko, 2004; NTP, 1992).

Iz predhodno navedenih razloga mozZe se zakljuciti da PEG — 40 hidrogenizovano
ricinusovo ulje predstavlja pogodan ekscipijens za formulaciju peroralnih te¢nih i1 ¢vrstih

lipidnih sistema, pre svega SEDDS sistema, ali i SMEDDS sistema (Strickley, 2004).
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3. Polisorbat — 80

Polisorbati predstavljaju grupu nejonskih tenzida. Sadrze meSavinu etiksilovanih estara
razli¢itth masnih kiselina. Medusobno se razlikuju po broju etoksi ostataka u

polioksietilenskom lancu, kao 1 po broju i vrsti masnih kiselina.

Poliosorbat 80%° (sin. polioksietilen-(20)-sorbitanmonooleat; POE-(20)-
sorbitanmonooleat), CAS [9005-65-6], predstavlja meSavinu parcijalnih estara razli¢itih
masnih kiselina (Tabela 3.1), pre svega oleinske kiseline, sa sorbitolom i njegovim
anhidridima koji su etoksilovani sa 20 mol — a etilen-oksida po jednom mol — u sorbitola 1
sorbitol-anhidrida (Elektronska baza podataka vix), (The Merc Index, monography No.
7742) (Slika 3.1)

o\/ﬁfVO
0 O/\};OH
HO%/\O I O/\%OH

wx+y+z=20

Slika 3.1 - Strukturna formula Polisorbata — 80

Tabela 3.1 - Udeo frakcija masnih kiselina u polisorbatu 80 (Ph. Eur)

Masna Kiselina (% m/m)
Miristinska kiselina max. 5,0
Palmitinska kiselina max. 16,0
Palmitoleinska kiselina max. 8,0
Stearinska kiselina max 6,0
Oleinska kiselina min. 58,0
Linolna kiselina max. 18,0
Linolenska kiselina max. 4,0

*® Dostupan je u komercionalnom obliku : Emsorb® 6900 (Emery), Liposorb® 0-20 (Lipo Chem.), Monitan®
(Ives), Sorlate® (Abbott), T-Maz® 80 (Mazur), Tween® 80 (ICI).
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Varma 1 saradnici su ispitivali neurotoksi¢nost polisorbata 80 kao 1 njegov bihejvioralni
uticaj na miSeve (Varma i sar., 1985). U svom radu su izjavili da polisorbat 80 kod miSeva,
nakon peroralne primene, prouzrokuje pad lokomotorne aktivnosti i hipertermiju pri dozi
od 2 mg/kg, a pokazuje paraliticku aktivnost pri dozi od 10 mg/kg. Takode, nakon
intraperitonealne primene polisorbata 80 kod misSeva u dozi od 2 mg/kg primecen je pad
lokomotorne aktivnosti, depresija 1 potencijacija vremena spavanja uzrokovanog
fenobarbitonom. Prilikom ispitivanja toksi¢nosti kod macaka primeéene su bihejvioralne i
neurohemijske promene nakon intraperitonealne primene polisorbata 80. Medutim ove
koncentracije polisorbata 80 daleko prevazilaze one koje se koriste prilikom formulisanja
SEDDS i SMEDDS sistema, tako da nema bojazni od ispoljavanja toksi¢nih efekata
prilikom peroralne primene ovih sistema. Upravo iz tog razloga FDA je odobrila Siroku
primenu polisorbata 80. Koristi se kao emulgator, antipeneée sredstvo, sredstvo za

dispergovanje i kao stabilizator u farmaceutskoj, kozmetickoj i prehrambenoj industriji

(21CFR172.840).
Osnovne karakteristike polisorbata 80 prikazane su u Tabeli 3.2.

Tabela 3.2 - Osobine Polisorbata 80 (Ph.Eur)

Izgled Zuckasta ili braonkaso-2uckasta uljasta tecnost
Relativna sustina 1.10
Hidroksilni broj 65 - 80
Kiselinski broj 2,0
Viskozitet, na 25 °C, oko 400 mPas
Saponifikacioni broj 45-55
Sadrzaj vode, K. Fisher <3%

Sadrzaj oksietilena 65 —69.5 %
Peroksidni broj <10

Sadrzaj etilen-oksida <1 ppm
Sadrazaj dioksana < 10ppm
Teski metali 10 ppm
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Imajuéi u vidu da je kriticna micelarna koncentracija (KMK) polisorbata 80 u vodi
niska 1 iznosi oko 0.012 mM i da je HLB vrednost visoka (HLB = 15) ne iznenaduje
Cinjenica da se ovaj surfaktant Siroko koristi prilikom formulisanja novijih SEDDS i
SMEDDS sistema, bilo kao primarni ili kao sekundarni tenzid, koji nakon razblazivanja sa

spoljasnom vodenom fazom brzo formiraju U/V emulzije ili mikroemulzije.
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M3jaBa 0 ICTOBETHOCTMU LWITAMMaHe U eneKkTPoHCKe
Bep3unje JOKTOpPCKOr paga

Mme n npeaume aytopa MnaneH Munosuh

Bpoj ynuca 25/10

Cryaujckv nporpam OKTOpCKe akagemcke cTyauvje u3 dapmaieyrcke TexHonoruje

Hacnos paaa __Pa3Boj. u3pasa v kapakrepvsaumja YBpcTux camoaucnepryjyhux
cdopmynauuja 3a opanHy npuMeHy

MeHTOp [p Hayka  Ceetnaxa UGpuh

Motnucanu \\\\&)(:\3“’%( W

u3jaBrbyjeM Aa je wramnaHa Bepaunja Mor JOKTOPCKOr paja WCTOBETHA eneKTPOHCKO)
BEp3Wju Kojy cam npegao/na 3a objaBrbuBake Ha noprtany OurutanHor
penosutopujyma YHuBep3auteTa y Georpaay.

[ossorbaBam Aa ce objaBe MO NMUYHKM NoAaun BesaHu 3a fobujare akagemcKor
3Batba JOKTOpA Hayka, Kao LUTO Cy UME W npesvume, roguHa u mecto pofiewa u gatym
oabpaHe papa.

OBM nuYHM nogaunm Mory ce o00jaBuTM Ha MpEeXHUM CTpaHuuama Aaurutande
6ubnuoTteke, y eNeKTPOHCKOM KaTanory v y nybnvkauvjama YHueepauteta y beorpaay.

MoTnuc pokTopaHaa
Y Beorpaay, 01.12.2014.
A\ ' !
Mok Do
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W3jaBa o ayTopcTBY

MoTnucauun-a MnageH Munoswuh

©poj ynuca 25/10

U3sjaBrbyjem
[a je fOKTOpCKa AucepTauuja noa Hacnosom

Pa3Boj, n3pana v kapakrepusaumja YBpCTUX camoamenepryjyhux copmynauuja 3a

opandy npumeHy

e pesynTart CONCTBEHOr UCTpaxusaykor paaa,

e [JanpeanoxeHa auceprauwja y UENuHN HY y Aenosuma Huje Buna npeanoxexa
3a nobujare GUNO Koje AuNNoMe npema CTYAUjCKAM nporpamuma  Apyrux
BWCOKOLLIKONICKUX yCTaHoBa,

e [la Ccy pes3yntath KOpeKTHO HaBeaeHu 1

e [a HUCaM KplmMo/na ayTopcka npasa W KOPUCTUO WHTENEKTyarHy CBOjUHY
Apyrvx nuua.

MoTnuc gokTopaHaa

Y Beorpapy, __01.12.2014
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WUsjaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHusepautercky Gubnuoteky ,CseTosap MapkoBuh* aa y [Oururantu
penosutopujym YHusepauteTta y Beorpagy yHece MOjy AOKTOPCKY AvcepTauujy nof
HacnoBoMm:

Pa3Boj, U3paaa v KapakrepusaLuja YBpCTUX camogucnepryjyhux coopmynauuja 3a

opandy npuMeHy

Koja je moje ayTopcKo AEeno.

[lucepTaumjy ca CBAM NpUrosumMa npegao/na cam y eneKTpoHCKom hopmaty norogHoOM
3a TpajHO apxuBupare.

Mojy AOKTOPCKY AucepTaumjy noxpareHy y [uruTanHu penosntopujym YHueepauteta
y Beorpaay mory Aa kopucTe CBU KOju nowwTyjy oapeade cagpiare y oaabpaHom Tuny
nuueHLe KpeatueHe 3ajeqnule (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oany4uo/na.

1. AyTopcTBO
2. AyTOpCTBO - HeKoMepuujanHo
D g
(_?,./Ayropcmo — HekomepuujanHo — 6es npepage
4. AyTOpPCTBO — HEKOMEPLWjanHo — AENUTK NOA UCTUM ycnosuma
5. AytopcTeo — 6es npepage
6. AyTOpPCTBO — AENUTW NOA UCTUM YCnoBuMa

(Monumo [a 3a0KpyXuTe camo jefHy oa WecT NOHYREHUX NMUUEHLM, Kpatak onwuc
NWLEHUW AAaT je Ha nonefuHn nucTa).

MoTnuc AoKTopaHaa

Nosekd, Mg

Y Beorpagy, _ 01.12.2014
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