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Parenteralne nanoemulzije sa slabo rastvorljivim psihofarmakoloskim

lekovima: formulacija, optimizacija i in vivo procena dispozicije

SAZETAK

Da bi se obezbedila brza/kontrolisana isporuka lekovite supstance u mozak i poboljsala
njena bioloska raspolozivost na ciljnom mestu dejstva, 1 posledi¢no terapijski efekat,
neophodno je savladati brojne kljuéne izazove, pre svega restriktivna svojstva krvno-
mozdane barijere, kao 1 kritine karakteristike same lekovite supstance (slaba
rastvorljivost, znac¢ajan metabolizam prvog prolaza, nespecifi¢na biodistribucija, efluks
od strane P-glikoproteina). Medu nanotehnoloskim strategijama koje se Koriste za
poboljsanje ciljne isporuke lekova u mozak, poslednjih godina povecana paznja
fokusirana je na nanoemulzije kao obecavajuce nosace za parenteralnu isporuku slabo
rastvorljivih centralno-aktivnih lekovitih supstanci, zahvaljuju¢i njihovim brojnim
privlaénim prednostima, uklju¢ujuéi biokompatibilnost, biodegradabilnost, fizicku
stabilnost, jednostavan scale up, visok solubilizacioni kapacitet za lipofilne lekovite
supstance, moguée povecanje bioloske raspolozivosti, kontrolisano oslobadanje i ciljnu
isporuku u razli¢ite organe. lako se lipidne nanoemulzije tradicionalno primenjuju u
parenteralnoj ishrani, kao i za solubilizaciju i intravensku isporuku nekoliko lipofilnih
lekovitih supstanci, neophodno je ulaganje dodatnih napora u cilju optimizacije
formulacije, stabilnosti, isporuke lekova, i uopste in vivo ponaSanja ovih sistema, $to
ovoj temi daje obnovljen i sve vec¢i znacaj.

Na osnovu navedenog, cilj istraZivanja ove doktorske disertacije bio je razvoj i
optimizacija ulje-u-vodi nanoemulzija za parenteralnu primenu slabo rastvorljivih
psihofarmakoloskih lekovitih supstanci, kao i procena sposobnosti razvijenih
nanoemulzija da poboljSaju preuzimanje u mozak inkorporirane model lekovite
supstance.

U tu svrhu, primenom koncepta eksperimentalnog dizajna formulisane su placebo i
nanoemulzije sa lekovitom supstancom, izradene metodom homogenizacije pod
visokim pritiskom i detaljno okarakterisane u pogledu veli¢ine i raspodele veli¢ina kapi,
povrsinskog naelektrisanja, viskoziteta, morfologije, lek—nosa¢ interakcija, dugorocne

stabilnosti i stabilnosti na autoklaviranje. Diazepam, referentni benzodiazepin koji se



uobicajeno koristi u predklinickim ispitivanjima novih psihofarmakoloskih lekovitih
supstanci, i risperidon, temeljno ispitan i klinicki dokazan atipi¢ni antipsihotik sa
smanjenom tendencijom izazivanja ekstrapiramidalnih nezeljenih efekata, inkorporirani
su u nanoemulzije kao modeli lipofilnih, u vodi slabo rastvorljivih lekovitih supstanci.
Tokom razvoja formulacije, komjuterski generisan, pun faktorski ili generalni faktorski
eksperimentalni dizajn koriS¢eni su za identifikaciju i procenu efekata i interakcija
razli¢itih formulacionih i procesnih parametara (sadrzaj uljane faze, vrsta lecitina, vrsta
koemulgatora, vrsta vodene faze, prisustvo lekovite supstance i temperatura
homogenizacije) i utvrdivanje njihove povezanosti sa kriticnim atributima kvaliteta
razvijenih nanoemulzija (veli¢ina kapi, indeks polidisperznosti, zeta potencijal i
viskozitet), a u cilju definisanja optimalnih uslova koji ¢e dovesti do nanoemulzija sa
zeljenim fizicko-hemijskim karakteristikama. Dodatno, primenom tehnike reverzne
dijalize sa vre¢icama procenjena je brzina oslobadanja model lekovite supstance iz
odabranih, optimizovanih nanoemulzija, uz Kkarakterizaciju dobijenih profila
oslobadanja primenom razli¢itih matematickih modela.

Imajué¢i u vidu da sam nanoemulzioni sistem moze da utiCe na farmakokintei¢ko
ponaSanje inkorporirane lekovite supstance, i posledicno na njen terapijski efekat,
poseban cilj ovog istrazivanja bio je da se ispitaju farmakokineticki i in vivo profili
dispozicije razvijenih formulacija nanoemulzija sa diazepamom i risperidonom kao
model lekovitim supstancama i da se proceni uticaj sastava nanoemulzije, pre svega
rastuce koncentracije ulja i vrste koemulgatora, na farmakokinetiku inkorporirane model
lekovite supstance, ukljucujuéi efikasnost isporuke u mozak, nakon intraperitonealne
primene serije nanoemulzija kod pacova. Pored toga, u cilju detaljnog razjasnjavanja da
li bihejvioralni efekti lekovite supstance primenjene u vidu parenteralnih nanoemulzija
mogu biti odraz profila koncentracija u plazmi i mozdanom tkivu, sprovedena je
farmakodinamska studija na pacovima, sa krajnjim ciljem utvrdivanja potencijalnih
veza izmedu fizicko-hemijskih osobina lekovite supstance inkorporirane u
nanoemulzioni nosa¢ 1 njene farmakokinetike, biodistribucije 1 farmakodinamike.
Prikazano istrazivanje pokazalo je podesnost metodologije eksperimentalnog dizajna u
proceni istovremenog uticaja razli¢itih formulacionih i procesnih faktora i njihovih
interakcija na fizicko-hemijska svojstva izradenih nanoemulzija. Rezultati su pokazali

da ne samo ispitivani pojedinac¢ni faktori, ve¢ interakcije izmedu ovih faktora, znacajno



utiCu na kriticne karakteristike razvijenih nanoemulzionih sistema (veli¢inu kapi, indeks
polidisperznosti, zeta potencijal, viskozitet). Fizi¢ko-hemijska karakterizacija i procena
stabilnosti pokazale su zadovoljavaju¢ opseg veli¢ina kapi (160-220 nm), relativno
usku raspodelu veli¢ina (< 0,15), visoko povrsinsko naelektrisanje (oko —50 mV do —60
mV), nizak viskozitet (12 + 9 mPa-s), kao i odli¢nu dugoro¢nu stabilnost (najmanje
godinu dana na 25 = 2°C) i stabilnost nakon sterilizacije parom (121°C, 15 min)
dizajniranih nanoemulzija, potvrdujuci njihovu pogodnost za parenteralnu primenu i
isporuku slabo rastvorljivih lekovitih supstanci. Mikroskopija atomskih sila je potvrdila
rezultate odredivanja veli¢ine kapi, pokazujuéi ujednacenu distribuciju sferi¢nih kapi sa
prose¢nim dijametrom oko 200-250 nm, dok su rezultati diferencijalne skenirajuce
kalorimetrije 1 FT-IR spektroskopije upucivali da su diazepam i risperidon molekularno
dispergovani u ispitivanim uzorcima nanoemulzija, bez bilo kakve hemijske interakcije
sa drugim sastojcima. In vitro ispitivanje brzine oslobadanja model lekovite supstance iz
formulisanih parenteralnih nanoemulzija pokazalo je bifazne profile oslobadanja, sa 40—
50% oslobodenog diazepama nakon 60 min i preko 95% oslobodenog risperidona nakon
180 min, pri ¢emu se kinetika oslobadanja mogla opisati Korsmeyer—Peppas modelom.

In vivo farmakokineti¢ka studija odabranih nanoemulzija diazepama sa rastu¢om
koncentracijom uljane faze (20%, 30% i 40%, m/m smeSe triglicerida srednje duZine
lanca i sojinog ulja u odnosu 4:1), pokazala je diskretne razlike u farmakokinetici
diazepama, koje su se odlikovale brzom i intenzivnom inicijalnom distribucijom
lekovite supstance u mozdano tkivo pacova iz nanoemulzija sa 20% i 30% uljane faze,
S§to ukazuje na njihovu primenljivost u urgentnim stanjima. Sli¢no tome, razliiti i
nepravilni (nepredvidivi) faramakokineticki profili risperidona u moZdanom tkivu
pacova detektovani su nakon intraperitonealne primene odabranih nanoemuzija
risperidona kostabilizovanih razli¢itim koemulgatorima (polisorbat 80, poloksamer 188,
Solutol HS 15), $to ukazuje da je povrSina kapi nanoemulzija, tj. sastav
medupovrSinskog filma, najverovatnije kljuéni faktor u odredivanju prolaska
inkorporirane lekovite supstance kroz krvno-mozdanu barijeru. Sa aspekta ciljne
isporuke, moglo se zakljuciti da bi medu ispitivanim nanoemulzijama, nanoemulzija
kostabilizovana polisorbatom 80 i nanoemulzija bez koemulgatora u sastavu, mogle biti
najpogodnije za isporuku risperidona u mozak; rezultati farmakokinetickih i ispitivanja

distribucije u tkiva su pokazali poboljSanje vrednosti farmakokinetickih parametara u



plazmi, mozgu 1 jetri pacova, §to je rezultovalo 1,2-1,5 puta povecanom ralativnom
biolo§kom raspoloZivoscu, 1,1-1,8 puta smanjenom distribucijom u jetru i oko 1,3 puta
poboljsanim preuzimanjem u mozak ukupnog aktivnog oblika risperidona nakon
intraperitonealne primene navedenih nanoemulzija, u poredenju sa rastvorom. U
bihejvioralnoj studiji, dve ispitivane nanoemulzije risperidona pokazale su izrazenu
redukciju bazalne i, $to je jo$ znacajnije, amfetaminom-indukovane lokomotorne
aktivnosti kod pacova, sa brzim pocetkom antipsihoti¢nog dejstva, pri ¢emu je efekat
trajao najmanje 90 min nakon injektovanja.

Posmatrani zajedno, prikazani nalazi potvrduju upotrebljivost razvijenih tailor-made
parenteralnih nanoemulzija kao nosaca za poboljSanu isporuku u mozak slabo
rastvorljivih psihofarmakoloskih lekovitih supstanci, §to dalje ukazuje na njihovu

obecavajucu primenu u hitnim stanjima.

Klju¢ne reci: parenteralna nanoemulzija; slabo rastvorljiva lekovita supstanca; ciljna
isporuka u mozak; eksperimentalni dizajn; mikroskopija atomskih sila; lek—nosac¢
interakcija; stabilnost; tehnika reverzne dijalize sa vre¢icama; farmakokinetika;

antipsihoti¢na efikasnost.
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Parenteral nanoemulsions with poorly water-soluble
psychopharmacological drugs: formulation, optimization and in vivo

disposition evaluation

ABSTRACT

In order to provide rapid/controlled drug delivery to the brain and improve its
bioavailability at the target site, and consequently its therapeutic effect, a number of key
challenges must be overcome, primarily the restrictive properties of the blood-brain
barrier as well as the critical properties of the drug itself (poor water-solubility,
significant first-pass metabolism, nonspecific biodistribution, and P-glycoprotein
efflux). Among the reported nanotechnological strategies for enhancing drug delivery
and targeting to the brain, an increasing attention has been focused more recently on
nanoemulsions as promising carriers for parenteral delivery of poorly water-soluble
centrally-acting drugs, having in mind their numerous appealing features, including
biocompatibility, biodegradability, physical stability, ease to scale up, high
solubilization capacity for lipophilic drugs, possibly enhanced bioavailability, controlled
drug release, and organ targeting. Although lipid nanoemulsions have been traditionally
employed for parenteral nutrition and to solubilize and intravenously deliver several
lipophilic drugs, additional efforts are required in order to optimize nanoemulsion
formulation, stability, drug delivery and overall in vivo behavior, giving this topic a
renewed and growing interest.

Based on this, the aim of the present work was to develop and optimize oil-in-water
nanoemulsions for parenteral delivery of poorly water-soluble psychopharmacological
drugs, and to evaluate their ability to improve the brain uptake of the incorporated drug.
For this purpose, placebo and drug-loaded nanoemulsions were designed with the aid of
experimental design, prepared by high pressure homogenization and thoroughly
characterized for their droplet size, size distribution, surface charge, viscosity,
morphology, drug—vehicle interactions, long-term stability, and stability to autoclaving.
Diazepam, the referent benzodiazepine commonly used in preclinical studies of novel
psychotropic drugs, and risperidone, a thoroughly examined and clinically proven
atypical antipsychotic agent exhibiting a reduced propensity for causing extrapyramidal



side effects, were chosen as poorly water-soluble model compounds to be incorporated
into nanoemulsion droplets. During the formulation development, a computer generated
full factorial or general factorial experimental design was employed to identify and
estimate the effects and interactions of multiple formulation and preparation parameters
(oil content, lecithin type, co-emulsifier type, aqueous phase type, drug presence, and
homogenization temperature) and to establish their relationships with critical quality
attributes of developed nanoemulsions (droplet size, polydispersity index, zeta potential,
and viscosity), in order to find optimal conditions leading to the nanoemulsions with
desired physicochemical features. In addition, the in vitro release of model drug from
selected optimized nanoemulsion formulations was also examined using the reverse
dialysis bag technique, and drug release kinetics was evaluated through several
mathematical models.

Bearing in mind that nanoemulsion system on its own may affect the pharmacokinetic
behavior of incorporated drug, and consequently its therapeutic effect, the special
objective of this work was to investigate the pharmacokinetic and in vivo disposition
profiles of developed drug-loaded nanoemulsions and to evaluate the impact of
nanoemulsion composition, particularly increasing oil content and co-emulsifier type,
on drug pharmacokinetics, including brain targeting efficiency, after intraperitoneal
administration of a series of nanoemulsions in rats. Furthermore, in order to elaborate
whether the behavioral effects of drug delivered via parenteral nanoemulsions might
have mirrored the plasma and brain drug concentration patterns, a pharmacodynamic
study was carried out in rats, with the final aim of establishing prospective relationships
between the physicochemistry of the drug incorporated in the carrier, and its
pharmacokinetics, biodistribution and pharmacodynamics.

The present investigation showed the usefulness of experimental design methodology in
the assessment of the simultaneous influence of several formulation and process factors
and their interactions on the nanoemulsion physicochemical properties. The results
indicated that not only factors alone, but also their interactions had significant effect on
the critical nanoemulsion characteristics (droplet size, polydispersity index, zeta
potential, viscosity). Physicochemical and stability characterization revealed the proper
size range (160-220 nm), narrow size distribution (< 0.15), high surface charge (around

-50 mV to -60 mV), low viscosity (12 £ 9 mPa:-s), as well as excellent long-term



stability (at least one year at 25 + 2°C) and thermal sterilization stability (121°C, 15
min) of developed nanoemulsions, thus proving their suitability for parenteral
administration and delivery of poorly water-soluble drugs. Atomic force microscopy
corroborated the size measurement results, demonstrating uniform distribution of
spherical droplets with the mean diameter around 200-250 nm, whereas differential
scaninig calorimetry and FT-IR spectroscopy indicated that diazepam and risperidone
were molecularly dispersed in the investigated nanoemulsions, without chemical
interactions with other ingredients. In vitro drug release study showed biphasic release
profiles, with 40-50% of diazepam and above 95% of risperidone released from tested
nanoemulsions within 60 min and 180 min, respectively, while the kinetic release
process could be described by Korsmeyer—Peppas model.

In vivo pharmacokinetic study of selected diazepam-loaded nanoemulsions with
increasing oil content (20%, 30%, and 40%, w/w of medium-chain triglycerides—
soybean oil mixture at 4:1 ratio) demonstrated subtle differences in diazepam
pharmacokinetics, characterized by fast and intense initial distribution into rat brain of
diazepam from nanoemulsions containing 20% and 30% of oil phase, suggesting their
applicability in urgent situations. Similarly, different and erratic brain profiles of
risperidone were found in rats after intraperitoneal administration of selected
nanoemulsions costabilized with different co-emulsifiers (polysorbate 80, poloxamer
188, Solutol HS 15), suggesting that nanoemulsion droplet surface, i.e., composition of
the stabilizing film, was probably the key factor determining the blood-brain barrier
passage of risperidone. From the targeting point of view, it could be deduced that
among the tested nanoemulsions, the polysorbate 80-costabilized one and coemulsifier-
free formulation could be preferable for risperidone delivery to the brain;
pharmacokinetic and tissue distribution results demonstrated improved plasma, liver,
and brain pharmacokinetic parameters, resulting in 1.2-1.5-fold increased relative
bioavailability, 1.1-1.8-fold decreased liver distribution, and about 1.3-fold improved
brain uptake of risperidone active moiety following intraperitoneal administration of
these nanoemulsions relative to solution in rats. In behavioral study, two investigated
risperidone-loaded nanoemulsions showed pronounced reduction in basal and, more
pertinently, amphetamine-induced locomotor activity in rats, with an early onset of

antipsychotic action, and this effect lasted at least 90 min after drug injection.



Together, these findings corroborate the applicability of developed parenteral
nanoemulsions with tailor-made properties as carriers for enhanced brain delivery of
poorly water-soluble psychopharmacological drugs, further suggesting their promise in

emergency situations.

Keywords: parenteral nanoemulsion; poorly water-soluble drug; brain targeting;
experimental design; atomic force microscopy; drug—vehicle interaction; stability;
reverse dialysis bag technique; pharmacokinetics; antipsychotic efficiency.
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1. UvOD

Ulje-u-vodi (U/V) nanoemulzije sa veli¢inom kapi u submikronskom opsegu, najéescée
200—400 nm, viSe od pola veka bezbedno se koriste u parenteralnoj ishrani za isporuku
esencijalnih masnih kiselina i velike koli¢ine energije. Imaju¢i u vidu dobro
dokumentovanu biokompatibilnost, biodegradabilnost, dobru fizicku (kineticku)
stabilnost i1 relativno jednostavnu proizvodnju, poslednjih godina postoji sve vece
interesovanje za razvoj nanoemulzija kao obecavaju¢ih koloidnih nosaca
lekovitih/bioloski aktivnih supstanci za razli¢ite puteve primene, kao $to su peroralna,
rektalna, dermalna/transdermalna, oftalmoloska, intranazalna, i posebno parenteralna
primena (Baker i Naguib, 2005; HOrmann i Zimmer, 2016; Mdller i sar., 2012;
Tamilvanan, 2009; 2004; Sznitowska i sar., 2001a, 2001b). Uzimajuéi u obzir
karakteristike formulacije i fizicko-hemijska svojstva, potencijalne prednosti
nanoemulzija kao nosaca lekovitih supstanci jesu niska koncentracija surfaktanta,
ujednacena i veoma mala veli¢ina kapi, nizak viskozitet i visok solubilizacioni kapacitet
za lipofilne lekovite supstance. Dodatno, poboljSana penetracija kroz bioloske barijere,
povecanje bioloSke raspolozivosti, smanjenje iritacije i/ili toksi¢nosti, produzeno
oslobadanje 1 ciljna isporuka lekovite supstance u razli¢ite organe (pr. mozak) mogu se
oc¢ekivati nakon primene nanoemulzionih sistema (Araujo i sar., 2011; Benita i Levy,
1993; Constantinides i sar., 2008; Hippalgaonkar i sar., 2010; Hérmann i Zimmer, 2016;
Klang i Valenta, 2011; Sadurni i sar., 2005; Sasikumar i Kamalasanan, 2017; Singh i
sar., 2017; Tamilvanan, 2009; Wu, 2007; Zhou i sar., 2010).

Da bi se povecala bioloska raspoloZivost 1 postigla terapijska koncentracija lekovite
supstance na ciljnom mestu delovanja, neophodno je prevazici razlicite bioloske barijere
koje namece odredeni put primene. Tako na primer, i pored znacajnog napretka
postignutog u razvoju savremenih strategija za ciljnu isporuku lekova u mozak, efikasno
leCenje bolesti/poremecaja centralnog nervnog sistema (CNS), kao §to su neoperativni
tumori, multipla skleroza, Parkinsonova bolest, Alchajmerova bolest, epilepsija ili
psihijatrijski poremecaji, ostaje izazov zbog krvno-mozZdane barijere (KMB) koja je
glavna prepreka da lek, u terapijski relevantnoj koncentraciji, dospe na mesto dejstva
(Shinde i sar., 2011; Wong 1 sar., 2012). Medu strategijama koje se koriste za

savladavanje ove barijere i ciljnu isporuku lekova u mozak, kako bi se poboljSao



terapijski odgovor i smanjili nezeljeni efekti, koloidni nanocesti¢ni sistemi privlace sve
vecu paznju. Medu lipidnim nanonosa¢ima, nanoemulzije, posebno one sa
modifikovanom povrSinom (oblaganje hidrofilnim, polietoksilovanim surfaktantima,
PEG-ilovanje), pruzaju dodatnu prednost jer mogu da zaobidu retikuloendotelni sistem
(RES) u veéem stepenu, ¢ime se produzava vreme zadrzavanja u cirkulaciji i povecava
potencijal za poboljSanu isporuku lekovite supstance u mozak (Hormann i Zimmer,
2016; Kumar i sar., 2009, 2008; Rahman i sar., 2010; Sasikumar i Kamalasanan, 2017;
Shinde i sar., 2011).

Na osnovu navedenih ¢injenica, ne iznenaduje da nanoemulzije predstavljaju privlatnu
alternativu za isporuku slabo rastvorljivih lekovitih supstanci koje deluju na CNS
(kakve su diazepam i risperidon) parenteralnim putem, naro¢ito u urgentnim stanjima
(kada je potrebna brza isporuka leka u mozak) i kada postoje problemi sa gutanjem.
Mada se ,,lipidne* nanoemulzije tradicionalno primenjuju u parenteralnoj ishrani, a neke
su klinicki odobrene za intravensku isporuku lipofilnih lekova (pr. diazepama,
propofola, etomidata) (Constantinides i sar., 2008; Li i sar., 2011; Wu, 2007), do sada je
publikovano samo nekoliko radova na temu nanoemulzija kao perspektivnih nosaca za
poboljsanu isporuku lekovitih supstanci u mozak nakon parenteralne primene (Kandadi
i sar., 2011; Madhusudhan i sar., 2007; Prabhakar i sar., 2013; Shah i sar., 2014). Visoki
zahtevi koje u pogledu kvaliteta 1 bezbednosti namece parenteralni put primene, zatim
specificne karakteristike psihofarmakoloskih lekovitih supstanci (slaba rastvorljivost u
vodi, znacajan metabolizam prvog prolaza, nespecifi¢na biodistribucija, efluks od strane
P-glikoproteina), uticaj razli€itih faktora (formulacionih, procesnih 1 prisustva lekovite
supstance) na fizi¢ko-hemijska svojstva i stabilnost nanoemulzija, kao i uticaj samog
nanoemulzionog sistema kao nosafa na ponaSanje inkorporirane lekovite supstance
(oslobadanje iz nanoemulzije, farmakokineticke performanse i, posledi¢no, terapijski
efekat), ¢ine razvoj parenteralnih nanoemulzija narocito izazovnim i zahtevaju ulaganje
odredenih napora u cilju optimizacije formulacije, stabilnosti, isporuke lekova, 1 uopste
in vivo ponaSanja ovih sistema (Floyd, 1999; Hormann i Zimmer, 2016; Klang i
Valenta, 2011; Li i sar., 2011; Sasikumar i Kamalasanan, 2017; Singh i sar., 2017).



1.1. Parenteralne nanoemulzije — Definicija i klasifikacija

Nanoemulzije se definiSu kao termodinamicki nestabilne koloidne disperzije sastavljene
od dve te¢nosti koje se ne mesaju (ulje i voda), pri ¢emu je jedna tecnost dispergovana u
drugoj (uz dodatak emulgatora) u vidu malih, sferi¢nih kapi. Nanoemulzije mogu biti
tipa ulje-u-vodi (U/V) ili voda-u-ulju (V/U), zavisno od toga da li je ulje, u vidu kapi,
dispergovano u vodi, ili obrnuto (McClements, 2012; Tamilvanan 2009; 2004). Strogo
gledano, nanoemulzije su emulzije sa veli¢inom kapi ispod 100 nm, analogno
nanocesticama iste veli¢ine (Henry i sar., 2009; Mason i sar., 2006). Danas se, medutim,
ovaj termin koristi za sve metastabilne emulzije sa veli¢inom kapi ispod jednog
mikrona, koje se generalno nazivaju submikronskim emulzijama (Klang i Valenta,
2011). U principu, nanoemulzije (poznate i kao miniemulzije, ultrafine emulzije,
submikronske emulzije) uglavnom se opisuju kao U/V emulzije sa veli¢inom kapi ispod
1000 nm, naj¢esce u rasponu 100-500 nm (Klang i sar., 2012; Klang i Valenta, 2011; Li
I sar., 2011), mada se navodi i opseg veli¢ina 50-200 nm (Tadros i sar., 2004). Zavisno
od veli¢ine kapi, nanoemulzije mogu biti translucentne ili transparentne (veli¢ina kapi
ispod 100 nm) i neprovidne ili mle¢ne (veli¢ina kapi iznad 100 nm), a plavkasta nijansa
ukazuje na pojavu Rejlijevog rasipanja svetlosti od malih kapi nanoemulzije (Klang i
Valenta, 2011; Mason i sar., 2006).

Prve nanoemulzije, poznate kao lipidne injekcione emulzije ili intravenske emulzije
masti, uvedene su u klini¢ku praksu pre vise od pola veka i od tada se uspesno koriste
kao visokokalori¢ni, neglukozni izvor energije i esencijalnih masnih Kkiselina u
parenteralnoj ishrani (Buys i sar., 2015; HOormann i Zimmer, 2016). Zahvaljujuci
jedinstvenim karakteristikama kao $to su biokompatibilnost, relativno jednostavna
proizvodnja, fizicka stabilnost, i pre svega povecana solubilizacija lipofilne lekovite
supstance, poboljSana penetracija kroz bioloSke barijere, te povecana bioloska
raspolozivost (Rossi i Leroux, 2007), poslednjih godina, polje terapijske nenutritivne
primene ovih submikronskih lipidnih emulzija proSireno je na njihovu upotrebu (1) kao
antidota (,,lipid rescue) u tretmanu sistemske toksi¢nosti lokalnim anesteticima ili
drugih lipofilnih lekova (pr. blokatori kalcijumovih kanala, beta-blokatori, psihotropni
lekovi, antiaritmici); (2) kao obecavaju¢eg adjuvansa u tretmanu miokardijalnog

ishemijsko-reperfuzionog osteCenja; i posebno (3) kao nosaca slabo rastvorljivih,



lipofilnih lekovitih supstanci za razli¢ite puteve primene, naroito za parenteralnu

primenu (Buys i sar., 2015).

1.1.1. Prva generacija nanoemulzija

Idu¢i putem razvoja ultimativno boljeg koloidnog nosaca lekovite supstance kako bi se
omogucila njena specifi¢na, ciljna isporuka u odredene organe/delove tela i/ili povecala
resorpcija, parenteralne nanoemulzije mogu se klasifikovati u tri generacije
(Tamilvanan, 2009; 2004). Nanoemulzije prve generacije primarno se smatraju izvorom
energije/kalorija, odnosno izvorom hranljivih masti — triglicerida, koji se u organizmu
metaboli$u do (esencijalnih) masnih kiselina; tradicionalno se primenjuju u parentralnoj
ishrani u vidu intravenske infuzije, samostalno ili u kombinaciji sa drugim izvorima
energije (glukoza, aminokiseline), kod pacijenata koji ne mogu da uzimaju hranu
peroralnim putem. Strukturno, ove nanoemulzije predstavljaju U/V submikronske
emulzije kapi triglicerida (uglavnom sojinog ulja, alternativho smeSe sojinog ulja sa
trigliceridima srednje duzine lanca, maslinovim ili ribljim uljem), stabilizovanih
fosfolipidima iz jajeta, sa proseénim dijametrom oko 160—400 nm i negativno
naelektrisanom povrSinom. Pored toga, sadrze glicerol za podeSavanje toni¢nosti, $to
izmedu ostalog omoguéava bezbednu primenu u venu, i a-tokoferol kao antioksidans
(Tamilvanan, 2009; 2004; Teitelbaum i sar., 2015).

UnutraSnja struktura nanoemulzija je sloZena 1 ¢ine je raznovrsne Cestice, naime, uljane
kapi obloZzene monoslojem emulgatora, uljane kapi obloZene oligoslojevima
emulgatora, dvostruke emulzione kapi, i verovatno male unilamelarne vezikule. Nakon
intravenske primene, ove nanoemulzije imitiraju endogene/prirodne lipoproteine bogate
trigliceridima, kakvi su hilomikroni, u pogledu brzog vezivanja apolipoproteina, lipolize
od strane lipoproteinske lipaze i preuzimanja u jetru (Tamilvanan, 2009; 2004). | pored
visedecenijske uspesne primene u parenteralnoj ishrani, prva generacija lipidnih
emulzija i dalje predstavlja aktuelni predmet izuCavanja sa aspekta sastava (0odnos
omega-6 i omega-3 nezasi¢enih masnih kiselina), stabilnosti (veli¢ina kapi), doziranja,
brzine infuzije, te bezbednosti primene, kako bi se izbegli eventualni nezeljeni efekti
(imunoloski, inflamatorni, oSte¢enje jetre, sindrom predoziranja mastima) i obezbedila
najveca korist za pacijenta (Driscoll, 2015; Teitelbaum i sar., 2015). Primeri odabranih,

komercijalno dostupnih nanoemulzija za parenteralnu ishranu prikazani su u tabeli 1.1.



Tabela 1.1. Primeri registrovanih nanoemulzija za parenteralnu ishranu (prilagodeno iz
Rozentur i sar., 2010)

Zasticeni Sastav (%, m/v)
naziv Ulie Emulgator/ Osmotski Proizvoda¢
preparata J Stabilizator agens
Intralipid® Sojino ulje 10%/20%  Lecitin jajeta 1,2% Glicerol 2,25%  Fresenius
10%/20% Kabi
Ivelip® Sojino ulje 10%/20%  Lecitin jajeta 1,2%; Glicerol 25%  Clintec/
10%/20% Natrijum-oleat 0,03% Baxter
Lipofundin®  Ulje pamuka 10% Sojin lecitin 0,75% Sorbitol 5% B. Braun
10%
Lipofundin®  Sojino ulje 5%/10%,  Lecitin jajeta Glicerol 25%  B. Braun
MCT/LCT MCT 5%/10% 0,8%/1,2%
10%/20%
Lipofundin®  Sojino ulje 10%/20%  Sojin lecitin Ksilitol 5% B. Braun
S 10%/20% 0,75%/1,2%
Lipoplus Sojino ulje 10%, Lecitin jajeta 1,2% Glicerol 2,5%  B. Braun
Lipidem® MCT 8%,
20% Omega-3 TG 2%
Liposyn® Suncokretovo ulje Lecitin jajeta 1,2% Glicerol 2,5%  Abbott
10%/20% 10%/20%
Lipovenoes®  Sojino ulje 10% Lecitin jajeta 0,6% Glicerol 2,5%  Fresenius
10% PLR Kabi
Lipovenoes®  Sojino ulje 10%, Lecitin jajeta 1,2%; Glicerol 2,5%  Fresenius
MCT 20% MCT 10% Natrijum-oleat 0,03% Kabi
SMOF lipid®  Sojino ulje 6%, Lecitin jajeta 1,2% Glicerol 2,5%  Fresenius
20% MCT 6%, Kabi
Maslinovo ulje 5%,
Riblje ulje 3%
ClinOleic® Sojino ulje 4% Lecitin jajeta 1,2%; Glicerol 2,25%  Clintec/
20% Maslinovo ulje 16%  Natrijum-oleat 0,03% Baxter
Omegaven®  Riblje ulje 10% Lecitin jajeta 1,2% Glicerol 2,5%  Fresenius
10% Kabi
Structolipid®  Strukturirani TG 20% Lecitin jajeta 1,2% Glicerol 2,2%  Fresenius
20% (Sojino ulje 10%, Kabi

MCT 10%,
LCFA: MCFA 64:36

MCT: trigliceridi srednje duzine lanca dobijeni iz kokosovog ili palminog ulja; TG: trigliceridi;

LCFA: dugolancane masne kiseline; MCFA: masne kiseline srednje duzine lanca.



1.1.2. Druga generacija nanoemulzija

Problem slabe rastvorljivosti lekovitih supstanci i njihova formulacija ve¢ godinama
privlaci sve veéu paznju i predstavlja jednu od vodecih tema u razvoju farmaceutskih
preparata. Do sada, oko 10% lekova prisutnih na trzistu, 40% lekova u razli¢itim fazama
razvoja u farmaceutskoj industriji, 1 Cak oko 60% novosintetisanih lekovitih supstanci-
kandidata pokazuje slabu rastvorljivost (manje od 0,1 mg/L) i, posledi¢no, smanjenu
biolosku raspolozivost. Ako se tome doda i metabolizam prvog prolaza, efluks od strane
P-glikoproteina, kao i potreba za brzim nastupom dejstva u stanjima hitnosti, ili
nemogucnost uzimanja oralnih oblika, razvoj parenteralnih preparata slabo rastvorljivih
lekovitih supstanci izgleda kao razumna, ali ne i jednostavna alternativa (Muller i sar.,
2004). Vrlo cesto, konvencionalni pristupi kao S$to su podesavanje pH vrednosti,
upotreba korastvaraca, kompleksiranje sa ciklodekstrinima, solubilizacija u smesi
surfaktanta i1 organskog rastvaraca, i njthove kombinacije, nisu dovoljni da se postignu
zeljeni rezultati. U tom slucaju, koloidni nanocesti¢ni sistemi poput liposoma, ¢vrstih
lipidnih nanocestica, nanosuspenzija i nanoemulzija mogu imati prednost (Rabinow,
2004; Strickley, 2004).

Pored pogodnih fizicko-hemijskih karakteristika, sposobnost solubilizacije znac¢ajnih
koli¢ina lipofilne lekovite/bioloski aktivne supstance u uljanoj fazi nanoemulzije ili na
ulje—voda medupovrsini, postavlja nanoemulzione sisteme na mesto obecavajucih
nosaca za isporuku slabo rastvorljivih lekova, sa Sirokim spektrom primena: od
povecane solubilizacije 1 stabilizacije inkorporirane supstance, preko poboljSane
penetracije kroz bioloske barijere i povecane bioloske raspoloZivosti, do produZenog
oslobadanja 1 ciljne isporuke leka u odredene organe (pr. mozak). Nanoemulzije koje se
primenjuju u ove svrhe oznacavaju se kao druga generacija nanoemulzija (Tamilvanan,
2009; 2004). Primeri klini¢ki odobrenih lipidnih nanoemulzija za intravensku isporuku

lipofilnih lekovitih supstancu prikazani su u tabeli 1.2.



Tabela 1.2. Primeri registrovanih nanoemulzija za intravensku primenu slabo

rastvorljivih lekovitih supstanci (Rossi i Leroux, 2007; Rozentur i sar., 2010)

%;zs it\l/celll LT I Sastav Proizvodac¢
supstanca Upotreba
preparata
Diazemuls® Diazepam Status Sojino ulje, Kabi-Pharmacia,
epilepticus, acetilovani Svedska
eksitacija, monogliceridi,
anksioznost, lecitin jajeta,
. . napetost, glicerol, voda za
E_lazepgm- Diazepam konvulzije, injekcije B. Bravun,
ipuro v g Nemacka
misicnl Spazam,
tetanus,
delirijum
Etomidate- Etomidat Opsta Lipofundin B. Braun,
Lipuro® Anestezija MCT/LCT Nemacka
Diprivan® Propofol Opsta Intralipid AstraZeneka,
Anestezija Velika Britanija
Propofol- Propofol Opsta Sojino ulje, B. Braun,
Lipuro® Anestezija trigliceridi Nemacka
srednje duzine
lanca, lecitin
jajeta, natrijum-
oleat, glicerol,
voda za injekcije
Limethason®  Deksametazon- Hroniéni Intralipid Green Cross,
palmitat reumatoidni Japan
artritis
Lipo-NSAID®  Flurbiprofen- Postoperativni i Intralipid Kaken
Ropion® aksetil kancerski bol Pharmaceutical
Co., Japan
Liple® Alprostadil Oboljenja Sojino ulje, Green Cross,
(Lipo-PGE1)  (prostaglandin E1)  perifernog lecitin jajeta, Japan
vaskularnog oleinska kiselina,
sistema, glicerol
otvoreni ductus
arteriosus
Cleviprex® Klevidipin-butirat ~ Snizavanje Intralipid The Medicine
krvnog pritiska Co., SAD
Vitalipid® Vitamini Parenteralna Intralipid Kabi-Pharmacia,
A, D, E, K, ishrana Svedska
Fluosol-DA®  Perfluorodekalin, Vestacki Lecitin jajeta, Green Cross,
Perfluorotripropil-  supstituenti krvi  Pluronic F-68, Japan
amin kalijum-oleat,
glicerol




1.1.3. Nanoemulzije druge generacije sa produZenim vremenom cirkulacije u krvi

— Ciljna isporuka lekovite supstance

Imajuéi u vidu brzu eliminaciju parenteralno primenjenih nanoemulzija iz sistemske
cirkulacije, bilo preuzimanjem od strane RES-¢elija (makrofage jetre i slezine) ili
ulaskom u metabolicki put hilomikrona, kada se dizajniraju kao nosa¢i za ciljnu
isporuku lekovite supstance u organe/tkiva koja nisu RES, ili da sluze kao cirkuliSu¢i
rezervoar iz koga se lekovita supstanca postepeno (konstantno) oslobada, veoma je
vazno da se obezbedi dovoljno dugo vreme zadrzavanja ovih nanoemulzija u cirkulaciji
kako bi one odgovorile svojoj nameni (Hormann i Zimmer, 2016; Liu i Liu, 1995;
Tamilvanan, 2009; 2004). Smatra se, na primer, da preopterecenje ili zasi¢enje RES-
receptora ili iscrpljivanje faktora opsonizacije usled prisustva velikog broja malih
nanoemulzionih kapi, primenom pojedinacnih velikih doza ili ponovljene primene
nanoemulzija, moze da dovede do povecanog zadrzavanja injektovanih nanoemulzionih
kapi u cirkulaciji 1, posledi¢no, da utiCe na profil distribucije lekovite supstance
(Tamilvanan, 2009; 2004). Pokazano je, takode, da prisustvo sfingomijelina na ulje—
voda medupovrsini moze da produzi vreme cirkulacije nanoemulzije u krvi i smanji
njeno preuzimanje u jetru i slezinu (Takino i sar., 2004); sfingomijelin ima veci sadrzaj
zasi¢enih acil lanaca i1 veéi kapacitet za stvaranje vodoni¢nih veza u poredenju sa
prirodnim fosfatidilholinom, §to moze da izmeni rigidnost monosloja 1 interakcije sa
komponentama krvi (Rossi i1 Leroux, 2007).

Medu znacajnim mehanizmima za produzenje poluvremena cirkulacije u krvi, dva do
sada najviSe ispitivana pristupa kod nanoemulzija druge generacije podrazumevaju
upotrebu strukturiranih lipida (pr. 1,3-specifi¢ni trigliceridi, Hedeman i sar., 1996) u
uljanom jezgru finalne nanoemulzije ili, vise realisticnu, modifikaciju povrSine
nanoemulzionih kapi upotrebom koeumulgatora koji sadrZze visoko hidrofilne
polioksietilen (POE)- i polietilenglikol (PEG)-lance (Hormann i Zimmer, 2016; Liu i
Liu, 1995; Tamilvanan, 2009; 2004). Modifikacijom ujane faze ili U/V
medupovrsinskog filma nanoemulzije omogucava se, naime, izbegavanje lipolize pod
dejstvom lipoproteinske lipaze (LPL), adsobovanje apolipoproteina i preuzimanje u
jetru, ¢ime se moze produziti vreme cirkulacije u plazmi i samim tim izmeniti in vivo
dispozicija inkorporirane lekovite supstance nakon parenteralne primene (Tamilvanan,
2009; 2004).



Zahvaljuju¢i efektu sternog odbijanja i povecanju hidrofilnosti povrsine, dodatak
surfaktanata na bazi POE (pr. polisorbat 80, poloksamer 188) u inace hidrofobne
fosfolipidima-stabilizovane nanoemulzije sprecava adsorbovanje proteina plazme
(opsonina) te prepoznavanje od strane fagocitnih celija, ¢ime se produzava vreme
cirkulacije u krvi i, u izvesnoj meri, omogucava pasivha ciljna isporuka lekovite
supstance u odredene organe. Sli¢no tome, cirkuliSu¢e vreme nanoemulzija moze
znac¢ajno da se produzi i oblaganjem povrSine nanoemulzionih kapi PEG-om,
upotrebom PEG-konjugovanih fosfolipida, kakav je PEG-fosfatidiletanolamin —
strategija poznata kao PEG-ilovanje (Hormann i Zimmer, 2016; Liu i Liu, 1995;
Tamilvanan, 2009; 2004). Aktivnost PEG derivata u produzenju vremena cirkulacije
nanoemulzije zavisi od duzine PEG lanca, gustine na povrSini kapi i konformacije
(Hormann 1 Zimmer, 2016; Liu i Liu, 1995). Pored toga S$to obezbeduje sternu
stabilizaciju, prisustvo PEG lanca na povrsini nanonoemulzije, takode, omogucéava
kovalentno vezivanje ciljnih liganada — antitela, na krajevima PEG lanaca, ¢ime se
poveéava specifiCost nosaca za ciljna tkiva i obezbeduje aktivna isporuka lekovite
supstance (Chen i Liu, 2012; H6rmann i Zimmer, 2016; Tamilvanan, 2009; 2004).

Buduénost parenteralnih nanoemulzija u pogledu ciljne isporuke (pasivne i aktivne) lezi
upravo u njihovoj funkcionalizaciji — povrsinskoj modifikaciji/PEG-ilovanju;
vezivanjem ,.ciljnih liganada“ kao $to su monoklonska antitela (OX26 i 8D3 antitela
usmerena na transferinski receptor; 83-14 antitelo usmereno na insulinski receptor),
Celijski penetriraju¢i peptidi (trans-aktivator transkripcije, TAT) i/ili supstrati za
receptore (apolipoproteini, transferin, laktoferin), isporuka lekovite supstance u inace
teSko dostupne organe/tkiva, u ovom slucaju CNS, moze biti znacajno poboljSana

(Wong i sar., 2012).

1.1.4. Treéa generacija nanoemulzija

Povezivanje prednosti sternog stabiliSuceg efekta emulgatora i pozitivno naelektrisane
povrsine nosaca dovelo je do razvoja treée generacije nanoemulzija koje odlikuje
jedinstvena osobina: produzeno vreme zadrzavanja u plazmi nakon parenteralne
primene (usled smanjene tendencije preuzimanja u RES) i olakSana penetracija lekovite
supstance u c¢elije, verovatno mehanizmom endocitoze (usled pogodne elektrostaticke

interakcije pozitivno naelektrisanih kapi sa negativno naelektrisanim molekulima



bioloSkih membrana). Katjonizacija povrSine nanoemulzionih kapi mozZe se postéi
dodatkom katjonskih supstanci poput lipida (stearilamin, oleilamin), polimera (hitozan)
I surfaktanata (cetiltrimetilamonijum-bromid), tokom izrade nanoemulzija. Pozitivno
naelektrisane nanoemulzije mogu se koristiti kao nosaci Sirokog opsega razli¢itih
supstanci — lipofilnih, amfifilnih, polianjonskih, uklju¢uju¢i DNK i oligonukleotide
(Tamilvanan, 2009; 2004).

1.2. Sastav nanoemulzija — Izbor ekscipijenasa

Uspeh nanoemulzija kao sistema za isporuku lekovitih supstanci kriti¢no je povezan sa
njihovim sastavom (uljana faza, vodena faza, emulgator, i cesto koemulgator); izbor
odgovarajuc¢ih funkcionalnih, biokompatibilnih ekscipijenasa, narocito
surfaktanata/emulgatora, u odgovarajucoj koncentraciji, jedan je od klju¢nih faktora koji
odreduje formiranje, stabilnost, fizicko-hemijska 1 medupovrSinska svojstva, kao i
funkcionalne performanse izradenih nanoemulzionih sistema. Surfaktanti, naime, mogu
da uticu na interakciju nosaca sa ciljnim mestom dejstva i/ili inkorporiranom lekovitom
supstancom, te na oslobadanje lekovite supstance, dispoziciju i terapijski efekat. Prema
tome, racionalan izbor odgovarajucih ekscipijenasa, naroc¢ito emulgator/koemulgator
smeSa (vrsta, poreklo, priroda, koncentracija, medupovrsSinska svojstva), od presudnog
je znaCaja za efikasan dizajn nanoemulzija kao nosaca lekovitih/bioloSki aktivnih
supstanci za razliCite, specificne primene (Adjonu i sar., 2014; Klang i Valenta, 2011;
McClements, 2011).

Bilo da se koriste u parenteralnoj ishrani ili kao nosaci lekovitih supstanci, parenteralne
nanoemulzije, kao i svi parenteralni preparati, treba da zadovolje sve zahteve koje
namece parenteralni put primene; treba da budu sterilne, apirogene, izotonicne,
bikompatibilne, biodegradabilne, netoksi¢ne, neimunogene, da ne izazivaju iritaciju i
hemolizu, 1 da su fizicki 1 hemijski stabilne. Pored toga, posebni zahtevi postavljaju se
za veli¢inu kapi, koja treba da bude dovoljno mala kako bi se izbegle tromboembolijske
komplikacije (manja od 1 pm, obi¢no u opsegu 100-500 nm), i sadrzaj masnih kiselina,
koji treba da bude strogo kontrolisan kako bi se izbegli negativni sporedni efekti na
imuni sistem, jetru i plua. Ameri¢ka farmakopeja u monografiji ,,Lipidne injekcione

emulzije” navodi zahteve za kvalitet koje lipidne emulzije za parenteralnu primenu treba
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da ispune i odrZe tokom roka upotrebe (najces¢e 18—24 meseca): prosecna velicina kapi
< 500 nm; zaprminski procenat uljanih kapi ve¢ih od 5 pm (PFATs) < 0,05%; pH
vrednost 6,0-9,0; sadrzaj masnih kiselina < 0,07 mEq/g (Driscoll, 2015; 2006). Da bi se
ovi zahtevi ispunili, ekscipijensi i uslovi proizvodnje moraju biti pazljivo odabrani. U

tabeli 1.3 dat je opsti pregled sastava nanoemulzija za parenteralnu primenu.

Tabela 1.3. Reprezentativna lista ulja, emulgatora i drugih pomoénih supstanci
kori§¢enih u formulacijama parenteralnih nanoemulzija (prilagodeno iz Cannon i sar.,

2008; Floyd, 1999; Rossi i Leroux, 2007; Rozentur i sar., 2010)

Ekscipiiensi Uobicajen i/ili hemijski naziv/Zasticen naziv/ Preporucel_l_a
scipijensi koncentracija
Strukturna formula (%)

Sojino ulje 10-20
Suncokretovo ulje 10-20
Susamovo ulje 20
Pamukovo ulje 10
Maslinovo ulje 20

Ulja Ricinusovo ulje 20
Riblje ulje 10
Frakcionisano kokosovo ulje/Trigliceridi srednje duZine lanca, 10-20
MCT/Miglyol® 810, 812; Neobee® M5; Captex® 300
Vitamin E/D-a-tokoferol -
Skvalen 10
Lecitin (iz jajeta, iz soje); Fosfatidilholin/ 1-3

Lipoid® E80; Lipoid® S75; Phospholipon® 90
o]

o]

; O—P——0— CHZ—CHZ—N+(CH3)3 Fosfatidilholin
o fo) .l‘ CHZ—CH;!—N+H3 Fosfatidiletanolamin
coo
Emulgatori/ i CHE—CH< . Fosfatidilserin
Koemulgatori ’ N
Ry, R; = Ostatak masne kiseline OH  OH
Q Fosfatidilinozitol
OH
OH
—H Fosfatidna kiselina
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Tabela 1.3. (nastavak)

... Uobitajen i/ili hemijski naziv/Zasti¢en naziv/ Preporucena
Ekscipijensi koncentracija
Strukturna formula
(%)
Polisorbat 80/Polioksietilen 20 sorbitanmonooleat/Tween® 80 <4
g’r\/oﬂ‘H i wtx+y+z=20
EOH\R R\N\/\/f\/\/\/
Poloksamer 188/Polioksietilen-polioksipropilen blok 1,5-10
kopolimer/Pluronic® F-68
/i:/\/OH/\ H\/OTH a=280
HO e} b=27
a b a
Polioksietilen-660-hidroksistearat; Polioksil/makrogol 15 —
hidroksistearat/Solutol® HS 15
Emulgatori/

o]
Koemulgatori o
H nO
OH <n>15

Ricinusovo ulje, polioksil 35/Cremophor® EL 10
o Ry

/ HoC

HoC (H2C)e — (CH2)s ——CH;
R

HC—O Rz

| T Rizs (OCH,CHy)yy ZOH

H2C\ o

x+y+z=35
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Tabela 1.3. (nastavak)

... Uobitajen i/ili hemijski naziv/Zasti¢en naziv/ Preporucena
Ekscipijensi koncentracija
Strukturna formula
(%)
Sredstva za Glicerol 2,25-2,5
podesavanje  Sorbitol 5
toniénosti Ksilitol 5
Sredstva za Natrijum hidroksid
Ip))oHd\E;?:(\j,ﬁgjseti Hlorovodoniéna kiselina as. (PH 6-9)
o-Tokoferol 0,001-0,05
Butilhidroksitoluen 0,02
Antioksidansi  Askorbinska kiselina 0,01
Natrijum-metabisulfit 0,2
Cistein 0,5
. . Oleinska kiselina -
Stabilizatori Natrijum-oleat 0,03
Benzilalkohol 0,5-1
Konzervansi Ben_zalkonijum—hlo_rid 0,01
Metilparaben; propilparaben 0,18; 0,02
Fenol 0,5
Helatna Dinatrijum-edetat/EDTA 0,005-0,1
sredstva

1.2.1. Komponente uljane faze

U ranoj fazi razvoja, izbor ulja za izradu nanoemulzija voden je pre svega
rastvorljivoscu i/ili stabilnosc¢u lekovite supstance; generalno se ocekuje da ¢e odabrano
ulje imati maksimalni solubilizacioni kapacitet za lek kandidat. Dodatno, mogu¢ uticaj
na biodistribuciju lekovite supstance, a zatim 1 Cisto¢a 1 cena ulja (naroCito kada
govorimo o industrijskoj proizvodnji), svakako su faktori koje treba uzeti u obzir
(Floyd, 1999; Rossi i Leroux, 2007; Rozentur i sar., 2010). Primeri najc¢esce koris¢enih
ulja za izradu parenteralnih nanoemulzija prikazani su u tabeli 1.3. Kada se pogledaju
nanoemulzije za parenteralnu primenu dostupne na trzistu (tabele 1.1 i 1.2), moze se
videti da se uljana faza uglavnom zasniva na dugolanc¢anim trigliceridima (engl. long-
chain triglycerides, LCT) poreklom iz biljnih izvora (sojino ulje, suncokretovo ulje, ulje
pamuka). Ova ulja smatraju se glavnim izvorom energije u parenteralnoj ishrani i
izvorom esencijalnih masnih kiselina (pr. linolna, a-linolenska) (Floyd, 1999; Rossi i
Leroux, 2007; Rozentur i sar., 2010). LCT sadrze masne kiseline sa 14, 16, 18, 20, i 22
ugljenikova atoma, bez i sa jednom ili vise dvostrukih veza (zasiCene, mono- |

polinezasi¢ene). PreciS¢eno sojino ili suncokretovo ulje sadrzi LCT sa visokim udelom
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omega-6 polinezasi¢enih masnih kiselina (linolna kiselina ¢ini 50% prisutnih masnih
kiselina), dok maslinovo ulje sadrzi LCT sa omega-9 mononezasi¢enim masnim
kiselinama. Brojni in vitro eksperimenti i neke klinicke studije su pokazali da
nanoemulzije zasnovane samo na sojinom ulju mogu da ispolje Stetan, imunosupresivni
efekat koji se pripisuje omega-6 polinezasicenim masnim kiselinama, koje mogu
delovati proinflamatorno, imunosupresivno i prokoagulaciono. U cilju smanjenja
sadrzaja linolne kiseline primenjena su dva pristupa: razblazivanje sojinog ulja drugim,
inertnim uljem (trigliceridi srednje duZzine lanca, maslinovo ulje) ili delimi¢na zamena
sojinog ulja uljem koje i samo ima korisne efekte (riblje ulje) (Tamilvanan, 2009;
2004).

Upotreba triglicerida srednje duzine lanca (engl. medium-chain triglycerides, MCT) u
formulacijama lipidnih emulzija, uglavnom u kombinaciji sa LCT, intenzivno se
povecala tokom 1970-ih godina. MCT se dobijaju hidrolizom palminog ulja i
reesterifikacijom sa glicerolom frakcionisanih zasi¢enih masnih kiselina koje sadrze 6,
8, 10, i 12 ugljenikovih atoma (uglavnom kaprilna i kaprinska). MCT imaju oko 100
puta veéu rastvorljivost u vodi i, stoga, bolji solubilizacioni kapacitet za lipofilne
aktivne supstance u poredenju sa LCT (Floyd, 1999; Rossi I Leroux, 2007; Rozentur i
sar., 2010). Serija klini¢kih studija je pokazala da meSane lipidne emulzije koje sadrze
MCT i LCT u odnosu 1:1 (m/m) imaju prednost nad konvencionalnim LCT emulzijama
i, izmedu ostalog, zbog smanjenja neZeljenih efekata u jetri i plu¢ima (Rozentur i sar.,
2010). Takode, koris¢enjem MCT kao uljane faze dobijaju se kapi manje veli¢ine nego
u slu¢aju nanoemulizija sa LCT (Tamilvanan, 2009). Zbog povecane sposobnosti da
rastvore vece koli¢ine liposolubilnih lekovitih supstanci, MCT, kao i ricinusovo ulje,
nalaze sve vecu primenu u nanoemulzijama sa inkorporiranom lekovitom supstancom.
Da bi se povecao solubilizacioni kapacitet LCT, u uljanu fazu se mogu dodati masne
kiseline i estri kao Sto su oleinska kiselina i etiloleat, ali se onda bezbednost
nanoemulzija dovodi u pitanje, te je potrebno strogo kontrolisati njihov sadrzaj
(Rozentur i sar., 2010).

Poslednjih godina, nanoemulzije sa ribljim uljem dobijaju sve vecu paznju; riblje ulje,
naime, sadrzi proizvode esterifikacije glicerola sa eikozapentaenoinskom i
dokozaheksaenoinskom kiselinom (omega-3 nezasi¢ene masne kiseline sa 20 i 22

ugljenikova atoma, i 5 i 6 dvostrukuh veza, respektivno) za koje je pokazano da imaju
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korisne bioloske aktivnosti u razvoju retine 1 mozga, funkcionisanju imunog sistema,
endotelnoj funkciji, zgrusavanju krvi i prevenciji sréanih aritmija (Deckelbaum i sar.,
2004). Takode, umesto triglicerida, kao alternativno biokompatibilno ulje u
solubilizaciji visoko lipofilnih lekovitih supstanci navodi se vitamin E (DL-a-tokoferol).
Formulacija submikronske emulzije paklitaksela (Tocosol) sa vitamina E kao uljanom
fazom (Constantinides i sar. 2006; 2004; 2000) pokazala je manju toksi¢nost i vecu
antitumorsku aktivnost kod miseva u odnosu na komercijalnu formulaciju paklitaksela
(Tocol), i trenutno se nalazi u fazi III klinic¢kih studija.

Jos jedan primer ulja koja zahvaljuju¢i svojim jedinstvenim svojstvima (poboljSanje
stabilnosti, biokompatibilnost) nalaze Siroku primenu u formulaciji stabilnih i
netoksi¢nih parenteralnih nanoemulzija kao nosaca za isporuku vakcina i lekovitih
supstanci jesu skvalen i njegov hidrogenizovani oblik, skvalan. Nanoemulzije koje
sadrze skvalen olakSavaju solubilizaciju, modifikovano oslobadanje i preuzimanje u
¢elije lekovitih supstanci, adjuvanasa i vakcina. Prema hemijskoj strukturi skvalen je
linearni triterpen i dobija se iz ulja ajkuline jetre, maslinovog ulja, ulja pSeniénih klica.
Skvalen se Cesto koristi u kombinaciji sa drugim uljima kako bi se spre¢ilo Ostvaldovo
sazrevanje (engl. Ostwald ripening) i povecala stabilnost nanoemulzija; naime,
zahvaljujuéi izrazito maloj rastvorljivosti u vodi, molekuli skvalena ne difunduju kroz
vodeni medijum, ¢ime se onemoguéava Ostvaldovo sazrevanje. Sa druge strane,
zahvaljuju¢i velikom povrSinskom naponu, mogu se dobiti nanoemulzije sa malom
veli¢inom kapi. Skvalen je, medutim, osetljiv na oksidaciju, zbog ¢ega je neophodno
dodavanje antioksidanasa i pufera za kontrolu pH vrednosti (Fox, 2009).

Posebnu wvrstu ulja za izradu parenteralnih  nanoemulzija predstavljaju
perfluorougljovodonici, hemijski inertni, sintetski molekuli koji se sastoje od atoma
ugljenika i fluora i mogu da rastvore velike koli¢ine kiseonika (Spahn, 1999). Primer
perfluorokarbonskih emulzija koje se ispituju kao kontrastni agensi ili nosaci za
transport kiseonika kao alternativa transfuziji krvi (vestacki supstituenti krvi) su Imavist

(ranije poznat kao Imagent) i Oxygent, respektivno (Rossi i Leroux, 2007).

1.2.2. Emulgatori

Sposobnost surfaktanata da se zahvaljujuéi svojoj dualnoj, amfifilnoj prirodi adsorbuju

na ulje—voda medupovrs$ini omogucava im da igraju glavnu ulogu u formiranju i
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stabilizaciji nanoemulzija: (1) snizavanjem medupovrSinskog napona sistema smanjuje
se Laplasov pritisak (razlika pritisaka izmedu unutrasnjosti i spoljasnjosti kapi), a otuda
je 1 stres potreban za lomljenje kapi smanjen; (2) formiranjem medupovrsinskog filma
koji odvaja uljane i vodene domene i obezbeduje efektivnu strukturno-mehanicku
barijeru, kao i elektrostaticke, sterne ili elektrosterne sile koje sprecavaju koalescenciju
novonastalih kapi (Adjonu i sar., 2014; Hippalgaonkar i sar., 2010; Tadros i sar., 2004).
Generalno je prepoznato da specificna svojstva surfaktanata, kao $to su kriti¢na
micelarna koncentracija, hidrofilno-lipofilni balans (HLB), spontana zakrivljenost i
kritiéni parametar pakovanja, diktiraju staticka i dinamicka svojstva nanoemulzija —
fazno ponasSanje, mikrostrukturu, stabilnost, reologiju, kao 1 solubilizaciona i
medupovrsinska svojstva (McClements, 2011). Pored uloge emulgatora/stabilizatora,
surfaktanti u nanoemulzijama takode mogu da poboljsaju solubilizaciju lekovite
supstance, smanje toksi¢nost i poboljSaju penetraciju/resorpciju kroz bioloske barijere
(Klang i Valenta, 2011).

Generalno, za formulaciju i stabilizaciju nanoemulzija mogu da se koriste razliciti
povrsinski aktivni agensi, ukljucuju¢i konvencionalne niskomolekularne surfaktante,
proteine i polisaharide (Adjonu i sar., 2014; McClements, 2012), pri ¢emu se kineticki
stabilne nanoemulzije mogu dobiti primenom razumno malih koncentracija surfaktanata
(1,2-5%) (Tadros i sar., 2004; Klang i Valenta, 2011). Primeri surfaktanata koji se
uobicajeno koriste u formulaciji nanoemulzija za parenteralnu primenu prikazani su u
tabeli 1.3, Lecitini su joS wuvek emulgatori izbora u  smislu
biokompatibilnosti/toksi¢nosti/tolerabilnosti; nalaze se medu najbezbednijim
emulgatorima (GRAS status, engl. generaly recognized as safe) i stoga se tradicionalno
primenjuju u razvoju parenteralnin nanoemulzija. Dobijaju se iz obnovljivih izvora
(seme soje, Zumance jajeta) ekoloski prihvatljivim procesom, 1 mogu se dalje
hidrogenizovati ili tretirati enzimima kako bi se dobili zasi¢eni i enzimski modifikovani
oblici lecitina, koji se takode smatraju prirodnim i mogu se bezbedno koristiti u razvoju
farmaceutskih preparata (Klang i VValenta, 2011; van Hoogevest i Wendel, 2014).
Termin  ,lecitin“ se originalno pripisuyje  Cistom  fosfatidilholinu  kao
najrasprostranjenijem fosfolipidu i glavnoj komponenti prirodnog lecitina. Danas se,
medutim, naziv lecitin obi¢no koristi za kompleksnu smeSu razliitih

fosfatida/fosfolipida u kombinaciji sa razli¢itim koli¢inama drugih supstanci, kao $to su
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trigliceridi 1 masne kiseline. Pored fosfatidilholina, drugi uobicajeni fosfolipidi u
smeSama lecitina su fosfatidiletanolamin, fosfatidilinozitol, fosfatidilserin, fosfatidna
kiselina, sfingomijelin, lizofosfolipidi i drugi glicerol fosfolipidi kompleksnog sastava
masnih kiselina. Zavisno od strukture polarne glave i pH vrednosti sistema,
fosfatidilholin i fosfatidiletanolamin su cviterjonski i nenaelektrisani na neutralnom pH,
dok su fosfatidna kiselina, fosfatidilserin i fosfatidilinozitol negativno naelektrisani, te
mogu da obezbede dovoljno negativno povrSinsko naelektrisanje emulzionih kapi,
dovode¢i tako do elektrostaticke repulzije 1, posledi¢no, povecane stabilnosti
nanoemulzionog sistema. Posto sam fosfatidilholin ne poseduje dovoljno naelektrisanje
da se dobiju nanoemulzije koje ¢e biti dovoljno dugo stabilne, prirodne smese lecitina
su pozeljnije u razvoju formulacija parenteralnih nanoemulzija (Hippalgaonkar i sar.,
2010; Klang i Valenta, 2011; Rossi i Leroux, 2007; Rozentur i sar., 2010; van
Hoogevest i Wendel, 2014).

Sistemati¢ne studije u kojima su ispitivani efekti razli¢itih derivata fosfolipida na
formiranje i stabilnost emulzija ukazale su da razlike u strukturi fosfolipida, poput
duzine ugljovodoni¢nog lanca, stepena zasi¢enja acil lanaca, kao i prirode polarne
glave, mogu znacajno da uticu na njihova fizicko-hemijska svojstva i, posledi¢no, na
formiranje, karakteristike i stabilnost nanoemulzija na bazi lecitina (Washington, 1996).
Zabelezeno je, medutim, da iako dobra, emulguju¢a svojstva samog lecitina nisu
dovoljna za dobijanje nanoemulzija zadovoljavaju¢e dugorocne stabilnosti. Lecitin je
generalno previSe hidrofoban i njegova geometrija molekula nije savrSeno pogodna za
formiranje zakrivljenih povr§ina. Da bi se dobile stabilne nanoemulzije, neophodno je
da se prilagodi HLB 1 modifikuju karakteristike pakovanja lecitina, §to ¢e obezbediti
dovoljnu fleksibilnost medupovrSinskog filma da zauzme razliCite zakrivljenosti
neophodne za formiranje nanoemulzija (Trotta i sar., 2002; Hippalgaonkar i sar., 2010;
Klang i Valenta, 2011). U tu svrhu, mogu se dodati razliciti tipovi kosurfaktanata koji sa
lecitinom formiraju gusto pakovan, kompleksan film na ulje-voda medupovrsini, i to:
anjonski surfaktanti poput natrijum-oleata, natrijum-holata ili natrijum-deoksiholata;
nejonski surfaktanti sa sternim voluminoznim grupama, kao $to su polioksietilen-
polioksipropilen blok kopolimeri (polosameri, pr. Poloxamer/Koliphor 188), acetilovani
monogliceridi, tiloksapol, polisorbati (pr. Tween 20 ili 80), polietoksilovano ili

hidrogenizovano ricinusovo ulje (Cremophor EL ili RH, respektivno), ili polioksitelen
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stearat (Solutol HS 15); i katjonski surfaktanti poput stearilamina, oleilamina, hitozana,
benzalkonijum-hlorida. Potrebno je naglasiti da je veéina ovih surfaktanata, izuzev
katjonskih, odobrena od strane razli¢itih farmakopeja i regulatornih tela za parenteralnu
primenu i mogu se, stoga, uzeti u obzir prilikom dizajniranja parenteralnih nanoemulzija
kao nosaca lekovitih supstanci, mada bezbednost svake specificne kombinacije treba da
bude potvrdena (Rossi i Leroux, 2007; Rozentur i sar., 2010).

Problemi vezani za upotrebu klasi¢nih surfaktanata (lecitina) u nanoemulzijama poticu
od toga Sto su fosfolipidi podlozni oksidativnoj i hidrolitickoj degradaciji, koja ima za
posledicu nepovoljne promene u izgledu i mirisu nanoemulzija nakon odredenog
perioda cuvanja. Osim toga, smeSe lecitina imaju visok potencijal za stvaranje agregata,
§to dovodi do formiranja vezikularnih i multilamelarnih struktura u toku izrade
nanoemulzija. Uprkos decenijama istrazivanja na ovom polju, jo§ uvek nije u potpunosti
razjaS$njeno mogu li se ove strukture izbe¢i i1 da li njihovo prisustvo ima negativan efekat
na dugoro¢nu stabilnost nanoemulzija (Klang i sar., 2011). lako je uloga lecitina kao
emulgatora davno utvrdena, kompleksno ponasanje fosfolipida u nanoemulzijama, jos

uvek nije u potpunosti predvidivo (Klang i Valenta, 2011).

1.2.3. Komponente vodene faze

Premda se uljana faza i emulgatori smatraju najvaznijim ekscipijensima u procesu
dizajniranja specifi¢nih formulacija nanoemulzija, dodatne supstance su potrebne kako
bi se obezbedile fizioloska pH vrednost i toni¢nost, zatim da bi se nanoemulzije zastitile
od oksidacije i razdvajanja faza ili degradacije lekovite supstance, i u nekim sluéajevima
da bi se zastitile od mikrobioloSke kontaminacije. S tim u vezi, sredstva za podeSavanje
tonicnosti, za podeSavanje pH vrednosti, konzervansi, i retko hidrofilni antioksidansi,
predtavljaju glavne komponente vodene faze nanoemulzija (Rozentur i sar., 2010).

Da bi se izbeglo ostecenje Celija u kontaktu sa formulacijom (pr. hemoliza eritrocita),
parenteralne nanoemulzije treba da budu osmotski kompatibilne, odnosno izotoni¢ne sa
krvnom plazmom. U cilju podeSavanja toni¢nosti na zeljenu vrednost (280-300
mOsmol/kg) dodaju se izotoni¢na sredstva koja ne narusavaju dugorocnu fizicku
stabilnost nanoemulzija. Kao izotoni¢ni agens obi¢no se preporucuje glicerol koji se
inaCe moze naci u sastavu gotovo svih nanoemulzija za parenteralnu ishranu ili isporuku

lekovitih supstanci (tabele 1.1 i 1.2), u koncentraciji od 2,25-2,5%, ¢ime se obezbeduje
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osmolalnost od 285-290 mOsmol/kg (Benita i Levy, 1993; Rossi i Leroux, 2007;
Rozentur i sar., 2010). Pored uloge sredstva za izotonizaciju, pokazano je da glicerol u
kombinaciji sa propilenglikolom dovodi do smanjenja veli¢ine kapi, kao i do poveéanja
stabilnosti nanoemulzionog sistema (Floyd, 1999; Hippalgaonkar i sar., 2010). Osim
glicerola, kao pogodna sredstva za izotonizaciju parenteralnih nanoemulzija mogu se
koristiti i sorbitol i ksilitol (Benita i Levy, 1993; Rossi i Leroux, 2007; Rozentur i sar.,
2010). Glukoza se generalno ne korisiti za podeSavanje toni¢nosti jer interaguje sa
lecitinom i dovodi do promene boje nanoemulzija (Floyd, 1999; Hippalgaonkar i sar.,
2010).

Da bi se obezbedila fizioloSka kompatibilnost i odrzala fizicko-hemijska stabilnost,
pozeljno je da pH vrednost parenteralnih nanoemulzija bude izmedu 7 i 8. Na taj nacin
obezbeduje se adekvatna jonizacija fosfatnih grupa lecitina, postize optimalno
naelektrisanje na povrSini nanoemulzionih kapi i ujedno sprecava hidroliza estara
masnih Kiselina iz ulja i fosfolipida. Nize pH vrednosti (ispod 5) treba izbegavati, jer se
elektrostati¢ko odbijanje izmedu kapi smanjuje, $to vodi ka destabilizaciji sistema. Za
podesavanje pH vrednosti parenteralnih nanoemulzija koriste se male koli¢ine vodenih
rastvora natrijum-hidroksida ili hlorovodoni¢ne kiseline (Benita i Levy, 1993). Pufere
treba izbegavati jer elektroliti mogu da katalizuju hidrolizu lipida. Kada se primenjuju
toplotne metode sterilizacije, pozeljno je da se pH vrednost nanoemulzije podesi na oko
8, jer tokom sterilizacije pH opada usled hidrolize triglicerida i fosfolipida i poveéanja
sadrzaja slobodnih masnih kiselina (Floyd, 1999; Hippalgaonkar i sar., 2010).

S obzirom da su trigliceridi iz ulja i fosfolipidi iz lecitina osetljivi na oksidaciju,
neophodno je preduzeti odgovaraju¢e mere kako bi se ova pojava eliminisala ili
redukovala, Sto se najceSc¢e postize dodatkom antioksidanasa (tabela 1.3), uglavnom a-
tokoferola, u uljanu fazu nanoemulzije (Benita i Levy, 1993; Rossi i Leroux, 2007;
Rozentur 1 sar.,, 2010). Kada je potrebno, mogu se Kkoristiti i hidrosolubilni
antioksidansi, kao $to su natrijum-bisulfit, natrijum-metabisulfit, askorbinska kiselina
(Boquet i Wagner, 2012; Floyd, 1999).

Prisustvo komponenata prirodnog porekla (lectin, ulja) u fomulacijama parenteralnih
nanoemulzija ¢ini da ove nanoemulzije budu dobar medijum za rast i razvoj
mikroorganizama, naro€ito kada su u viSedoznim pakovanjima. Mikroorganizmi mogu

da promene fizicko-hemijska svojstva (pr. boju, miris, pH) 1 fizicku stabilnost
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nanoemulzija, a mogu predstavljati 1 opasnost po zdravlje. Da bi se sprecila
mikrobiolos$ka kontaminacija, prilikom izrade nanoemulzija dodaju se konzervansi
(rastvaraju se u vodenoj fazi) (Benita i Levy, 1993; Rossi i Leroux, 2007; Rozentur i
sar., 2010), pri ¢emu se mora voditi ratuna o njihovom uticaju na fizicku stabilnost
nanoemulzije (Han i Washington, 2005). Primeri najéeS$¢e koriS¢enih konzervanasa u
parenteralnim preparatima navedeni su u tabeli 1.3. Uprkos fizicko-hemijskoj
kompatibilnosti, istrazivanja su pokazala da ni parabeni (Mtynarczyk i sar., 2008), ni
benzalkonijum-hlorid ne mogu da ostvare zadovoljavajucu antibakterijsku efikasnost u
lipidnim nanoemulzijama, verovatno usled neadekvatne fazne raspodele izmedu
razli¢itih unutraSnjih struktura lipidne nanoemulzije. Otuda, za efikasnu zastitu od
mikrobioloske kontaminacije lipidnih nanoemulzija stabilizovanih lecitinom, vece
koncentracije antimikrobnih sredstava ili njihove kombinacije mogu biti neophodne
(Rozentur i sar., 2010).

1.3. Izrada nanoemulzija

Nanoemulzije se izraduju iz ulja, vode, emulgatora i, ¢esto, koemulgatora, 1 posto su
termodinamicki nestabilni sistemi, uvek zahtevaju dovodenje neke spoljaSnje energije
sistemu, kako bi se odvojene faze konvertovale u stabilnu koloidnu disperziju
(McClements, 2012; 2011). Zavisno od bazi¢nog fizicko-hemijskog mehanizma
usitnjavanja/lomljenja kapi, metode za izradu nanoemulzija mogu se podeliti u dve
grupe: visokoenergetske i niskoenergetske metode. Visokoenergetske metode zasnivaju
se na primeni mehanickih uredaja koji generiSu intenzivne sile koje omogucavaju
meSanje 1 usitnjavanje uljane 1 vodene faze dovode¢i do formiranja malih
nanoemulzionih kapi; takve su homogenizacija pod visokim pritiskom (engl. high
pressure  homogenization, HPH), mikrofluidizacija i primena ultrazvuka.
Niskoenergetske metode zasnivaju se, pak, na fizicko-hemijskim svojstvima samog
ulje-voda-surfaktant sistema, odnosno energiji samih komponenata nanoemulzije koje
se meSaju na specifi¢an nacin, pod odredenim uslovima (sastav, temperatura). Otuda,
razvoju nanoemulzija primenom niskoenergetskih metoda mora da prethodi istrazivanje
kumulativnog ponaSanja ulja, surfaktanata, kosurfaktanata, lekovite supstance,

hidrofilno-lipofilnog balansa (HLB) upotrebljene smese ulje—surfaktant, i radne
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temperature. Primer niskoenergetskih metoda su metod evaporacije (difuzije)
rastvaraca, spontani emulguju¢i metod i fazno-inverzni temperaturni (PIT) metod
(Klang i Valenta, 2011; McClements, 2011; Singh i sar., 2017; Tadros i sar., 2004).

1.3.1. Homogenizacija pod visokim pritiskom

Zahvaljujuc¢i brojnim prednostima, kao $to su, izmedu ostalog, moguénost dobijanja
male, homogene 1 stabilne veli¢ine kapi i relativno jednostavan scale-up (prenosenje
procesa sa laboratorijskog na industrijski nivo), HPH predstavlja metodu izbora za
dobijanje nanoemulzija, naroCito onih zasnovanih na lecitinu. Uprkos brojnim
modifikacijama, bazi¢ni princip smanjenja veliine kapi tokom HPH, koji se inace
zasniva na smicanju, turbulenciji i kavitaciji, nije se promenio do danas (Jahnke, 1998).
Standardna procedura dobijanja nanoemulzija u homogenizatorima pod visokim
pritiskom obuhvata viSe koraka (slika 1.1). Najpre se odvojeno pripremaju uljana faza
(ulje, lipofilni emulgator, antioksidans, lipofilna lekovita supstanca) i vodena faza
(voda, hidrofilni surfaktant, osmotski agens), uz meSanje na magnetnoj mesalici. U
zavisnosti od toga da li se izvodi topla (oko 50°C) ili hladna homogenizacija (oko
25°C), uljana i vodena faza se po potrebi zagreju. Da bi se smanjilo poéetno opterecenje
mikroorganizmima i uklonili eventualno prisutni pirogeni, dobijene faze treba
profiltrirati, posebno u sluc¢aju formulacija za parenteralnu primenu. U narednom
koraku, uljana i vodena faza se mesaju i prehomogenizuju na rotor-stator homogenizeru
(pr. Ulltra-Turrax, Silverson emulsifier), ¢cime se dobija homogena, ali gruba emulzija sa
veli¢inom kapi od nekoliko mikrometara. Kona¢no, dobijena preemulzija propusta se
kroz homogenizator pod visokim pritiskom (pr. EmulsiFlex, Gaulin Homogeniser,
Micron Lab), pri unapred definisanom pritisku (obi¢no 500-800 bar, ili vise),
temparaturi i broju prolazaka kroz homogenizator (obi¢no 5-10 ciklusa). Dobijena
nanoemulzija namenjena za parenteralnu primenu se nakon podeSavanja pH vrednosti
filtrira pod asepti¢nim uslovima i/ili sterilise parom (Klang i sar., 1998; Klang i Valenta,
2011).
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Slika 1.1. Shematski prikaz postupka dobijanja parenteralnih nanoemulzija tehnikom
homogenizacije pod visokim pritiskom (prilagodeno iz Klang i sar., 1998; Rozentur i
sar., 2010).

Najces¢e koriS¢eni homogenizatori pod visokim pritiskom su piston-gap
homogenizatori. Uredaj se sastoji od klipne pumpe pod visokim pritiskom, ¢iji je
zadatak da obezbedi energiju neophodnu za homogenizaciju, i ventila za
homogenizaciju, koga ¢ine sediSte (fiksirano) 1 ventil (pokretan) sa
zazorom/meduprostorom izmedu, ¢ija se veli¢ina moZe podeSavati i u kome se vrsi

homogenizacija. U toku procesa homogenizacije, proizvod koji se homogenizuje (pr.
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preemulzija) potiskuje se pod visokim pritiskom u ventilni prostor. Kada stigne do
uzanog otvora (< 10 um), brzina proticanja te¢nosti se jako povecava, $to je praceno
naglim porastom dinamic¢kog i padom statickog pritiska. U jednom trenutku, staticki
pritisak se smanjuje ispod pritiska pare tecnosti, teCnost pocinje da kljuca i obrazuju se
mehurici gasa, koji zatim implodiraju i stvaraju talase (kavitacija). Proizvod zatim stize
do prstena na koji udara. I1znenadna promena energije u komori pri prelasku proizvoda
iz Sire u jako uzanu cev izaziva turbulenciju, smicanje i Kkavitaciju, a kao rezultat
delovanja ovih kombinovanih sila dolazi do smanjenja velic¢ine kapi (Jahnke, 1998;
McClements, 2011; Klang i Valenta, 2011). Princip rada homogenizatora pod visokim

pritiskom prikazan je na slici 1.2,

Nehomogenizovan
proizvod (preemulzija)

l

00°%,0
QO ooo0

Sediste ventila
(Valve seat)

e

Impact
ring

Homogenizovan
proizvod
(nanoemulzija)

A\
/ Usitnjavanje
Ventil kapi
(Valve)

Homogenizator
pod visokim pritiskom

EmulsiFlex C-3

Slika 1.2. Shematski prikaz principa rada homogenizatora pod visokim pritiskom

(preuzeto i prilagodeno iz Jahnke, 1998; McClements, 2011).
Tokom procesa emulgovanja koji se odvija u homogenizatoru pod visokim pritiskom

dolazi do deformacije i lomljenja (usitnjavanja) kapi, adsorpcije emulgatora na

novoformiranu medupovrSinu, kolizije i, verovatno, rekoalescencije novonastalih kapi
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(Floury i sar., 2004a; 2004b). Veli¢ina kapi nanoemulzije koja se moZe dobiti primenom
HPH odredena je ravnotezom izmedu lomljenja i rekoalescencije kapi (Floury i sar.,
2004a; 2004b) i zavisi od tipa homogenizatora, uslova homogenizacije (intenzitet
energije, vreme trajanja, temperatura), sastava uzoraka (vrsta i koncentracija ulja i
emulgatora) i fizicko-hemijskih svojstava uljane i vodene faze (medupovrsinski napon,
viskozitet) (McClements, 2011). Najvazniji parametri koji uticu na efekat
homogenizacije, tj. veli¢inu kapi nanoemulzije dobijene HPH postupkom, prikazani su
u tabeli 1.4. Ako se, na primer, kao emulgator koristi lecitin (gotovo uvek kod
parenteralnih nanoemulzija), a nanoemulzije izraduju visokoenergetskim postupkom,
veli¢ina kapi koja se moze dobiti kre¢e se u opsegu 150-300 nm, i tesko da se
primenom konvencionalne metode mogu dobiti kapi manjeg dijametra (Baspinar i sar.,
2010; Hoeller i sar., 2009; Yilmaz i Borchert, 2005). Uzrok ove pojave je verovatno
fosfatidilholin koji ulazi u sastav lecitina i koji obrazuje lamelarne strukture koje
onemogucavaju dobijanje kapi manjih od 100 nm (Klang i Valenta, 2011). Dalje, sa
povecanjem sadrzaja ulja, povecava se i broj sudara kapi, usled ¢ega moze doéi do

koalescencije tokom emulgovanja, te porasta veli¢ine kapi (Tadros i sar., 2004).

Tabela 1.4. Faktori koji uticu na veliéinu kapi nanoemulzija tokom procesa

homogenizacije pod visokim pritiskom (Jahnke, 1998)

Karakteristike formulacije Seometrua . . Parametri procesa
omogenizacionog ventila

Viskozitet dispergovane faze Efektivni dijametar Pritisak homogenizacije

Viskozitet kontinuirane faze Polupre¢nik ulaza Povratni pritisak

Gustina svake faze Duzina lezista Temperatura

Medupovrsinski napon Velicina otvora na mestu Kapacitet

homogenizacije

Koncentracija emulgatora Udaljenost udara Broj stupnjeva sa
pritiskom

Kinetika emulgatora Broj prolazaka

(brzina oblaganja povrsine kapi) (ciklusa)

Gustina oblaganja

Stepen tvrdoce dispergovane faze
Koncentracija dispergovane faze
Napon pare kontinuirane faze
Inicijalna veli¢ina kapi

Velic¢ina kapi nanoemulzije obi¢no moze da se smanji povecanjem unosa energije usled

duZeg vremena homogenizacije (tj. povecanja broja prolazaka kroz homogenizator) ili
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veéeg pritiska (van Nieuwenhuyzen i Szuhaj, 1998; McClements, 2011). Takode, do
nastanka manjih kapi nanoemulzije moze do¢i izvodenjem homogenizacije na povisenoj
temperaturi, poveéanjem koncentracije emulgatora (usled povecanog zapreminskog
odnosa emulgator—ulje), smanjenjem zapreminske frakcije ulja, smanjenjem viskoziteta
uljane faze, kao i smanjenjem veli¢ine kapi preemulzije (Jahnke, 1998; Tadros i sar.,
2004; Zhou i sar., 2010). Generalno, da bi se dobila nanoemulzija optimalnih
karakteristika (mala veli¢ina i uska raspodela veli¢ina kapi), te zadovoljavajuce fizicke
stabilnosti, i sprecilo over-procesuiranje (prekomerna primena mehanicke sile) do koga
najceS¢e dolazi usled povecanog broja ciklusa homogenizacije i/ili nedovoljne
kncentracije emulgatora potrebnog za oblaganje povrsina novonastalih kapi, poZeljno je
da se za svaku fomulaciju utvrde optimalni uslovi izrade (Klang i Valenta, 2001). Kada
poveéanje broja ciklusa homogenizacije preko odredene granice vise ne dovodi do
smanjenja veli¢ine kapi, ili se ¢ak uocava blago povecanje veli¢ine kapi, postignut je

plato (Cortés-Mufoz i sar., 2009).

1.3.2. Mikrofluidizacija

Mikrofluidizeri po dizajnu dosta podseéaju na homogenizatore pod visokim pritiskom,
jer takode koriste pumpu koja potiskuje te€nost pod visokim pritiskom kroz uzani otvor
kako bi se olakSalo usitnjavanje kapi; razlika je, medutim, u dizajnu kanala kroz koje
prolazi te¢nost u uredaju (slika 1.3). Princip rada mikroflidizera sastoji se u tome da se
prethodno do odredenog stepena homogenizovana tecnost (gruba emulzija) potiskuje
pod pritiskom u komoru koja se sastoji od keramic¢kih mikrokanala postavljenih tako da
se te¢nost koja ulazi u kanal razdvaja u dve odvojene struje. Ove dve struje se zatim
rekombinuju pri vrlo velikim brzinama protoka, pri ¢emu se proizvode jake sile
smicanja, udara i kavitacije koje dovode do smanjenja veli¢ine kapi i nastanka ultrafine
emulzije (Klang i Valenta, 2011; McClements 2011; Singh i sar., 2017). Studije su
pokazale da se manja veli¢ina kapi moze dobiti povecanjem pritiska homogenizacije,
povecanjem broja prolazaka kroz mikrofluidizer, pove¢anjem koncentracije emulgatora,

I smanjenjem odnosa viskoziteta disprgovane i kontinuirane faze (McClements 2011).
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Slika 1.3. Shematski prikaz principa rada mikrofluidizera i ultrazvu¢nog mlaznog (jet)

homogenizera (preuzeto i prilagodeno iz McClements, 2011).

1.3.3. Primena ultrazvuka

Ultrazvuéne metode za izradu nanoemulzija zasnivaju se na primeni ultrazvu¢nih talasa
velikog intenziteta (frekvencija > 20 kHz). Mogu da se koriste za dobijanje
nanoemulzija in situ (mesSanje uljane i vodene faze) ili za redukciju veli¢ina kapi
prethodno formirane grube emulzije. Bench-top laboratorijski sonikatori koji se Siroko
koriste za dobijanje malih serija nanoemulzija sastoje se od ultrazvuc¢ne sonde sa
piezoelektricnim kristalom koji konvertuje elektri¢ne talase u intenzivne potisne talase
(Mahdi Jafari i sar., 2006). Kada se sonda uroni u uzorak, ultrazvuéni talasi generisu
mehuri¢e gasa koji nastavljaju da rastu dok ne implodiraju (kavitacija); implozija stvara
udarne talase koji dovode do mlaznog protoka okolne tecnosti, potiskujujuci
dispergovane kapi i smanjujuéi njihovu veli¢inu (Singh i sar., 2017). Sama procedura
izrade nanoemulzija primenom ultrazvuka obuhvata viSe koraka: prvo se odvojeno
pripremaju uljana i vodena faza, uz slabo mesanje i zagrevanje; zatim se izraduje gruba
emulzija dodavanjem homogene uljane faze u vodenu fazu uz mehanicko mesanje;
dobijena emulzija se zatim izlaze dejstvu ultrazvuka pri razli¢itim amplitudama, u
kratkim vremenskim intervalima, dok se ne dobije nanoemulzija zeljenih karakteristika
(Klang i Valenta, 2011; Singh i sar., 2017). Istrazivanja su pokazala da se veli¢ina kapi
smanjuje sa povecanjem vremena sonikacije, ulazne snage i koncentracije emulgatora
(Leong 1 sar., 2009; McClements, 2011). Za komercijalnu, industrijsku proizvodnju
nanoemulzija razvijeni su homogenizatori na bazi ultrazvuka sa kontinuiranim
protokom (slika 1.3), kod kojih uzorak prolazi kroz posebnu kolonu/kanal koja sadrzi
element za generisanje ultrazvuénih talasa (McClements, 2011; Singh i sar., 2017). |

pored toga Sto je prilicno brza, jednostavna i ne zahteva skupu opremu kao §to su
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homogenizatori pod visokim pritiskom, ova metoda nije puno zastupljena u izradi
nanoemulzija. Razlog moze biti to S$to je optimizacija procesnih parametara veoma
zahtevna; dodatno, uzorci se izlazu toplotnom stresu, te je neophodno obezbediti

njihovo adekvatno hladenje (Klang i VValenta, 2011).

1.3.4. Metod difuzije rastvaraca/Spontani emulgujuéi metod

Fizicko-hemijski mehanizam koji lezi u osnovi formiranja nanoemulzija ovom
metodom jeste prelazak komponente koja se mesSa sa vodom (organski rastvarac i/ili
surfaktant) iz uljane/organske faze u vodenu fazu nanoemulzije. Procedura
podrazumeva pripremu dve faze — vodene, koja sadrzi hidrofilni surfaktant, i uljane
faze, koja sadrzi ulje, lekovitu supstancu, lipofilni surfaktant i organski rastvarac koji se
delimi¢no mesa sa vodom (pr. aceton ili etilacetat). Organska faza se zatim postepeno
dodaje u vodenu fazu uz meSanje, pri ¢emu rastvara¢ i/ili surfaktant koji se mesa sa
vodom prelazi iz organske u vodenu fazu, $to stvara veliku silu turbulencije na ulje—
voda medupovr$ini, dovodi do poveéanja ulje-voda medupovrSine, te spontanog
formiranja uljanih kapi okruzenih vodenom fazom kroz proces pupljenja (slika 1.4).
Organski rastvara¢ se nakon toga uklanja evaporacijom (Bouchemal i sar., 2004,
Kelmann i sar., 2007; McClements, 2011; Singh i sar., 2017).

Da bi se dobila mala veli¢ina kapi nanoemulzije, obi¢no je potrebno imati veliki odnos
komponente koja se meSa sa vodom i ulja u organskoj fazi, pre mesanja (Klang i
Valenta, 2011; McClements, 2011; Singh i sar., 2017). Ovom metodom se ne mogu
dobiti nanoemulzije stabilizovane lecitinom kao jedinim emulgatorom, te se lecitin
najéesée kombinuje sa nejonskim sternim stabilizatorima (pr. sorbitanski estri (Span®-
ovi), polisorbati (Tween®-ovi)). Koncentracija surfaktanata je veéa nego u klasiénim
nanoemulzijama (najmanje 10% ), a veli€ina kapi je obi¢no komparabilna sa onom koja
se dobija HPH metodom (Bouchemal i sar., 2004; Kelmann i sar., 2007). IstraZivanja su
pokazala da tzv. samo-(nano)emulgujuci sistemi dobijeni niskoenergetskom metodom
uglavnom ispoljavaju Siroku raspodelu veli¢ina kapi (Klang i Valenta, 2011). Jos jedan
nedostatak metode je moguce prisustvo organskog rastvaraca ili korastvaraa U
finalnom proizvodu (Bouchemal i sar., 2004). Cinjenica da lecitin sam nije u stanju da
formira mikroemulzione strukture u vodenim ternarnim sistemima, sem ako se ne

dodaju kosurfaktant ili korastvara€, ukazuje da sistemi dobijeni spontanim
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emulgovanjem  nemaju  istu  mikrostrukturu  kao  nanoemulzije  dobijene

visokoenergetskim metodama (Klang i Valenta, 2011).
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Slika 1.4. Shematski prikaz dobijanja nanoemulzija spontanim emulguju¢im metodom

(preuzeto i prilagodeno iz McClements, 2011).

1.3.5. Fazno-inverzni metod

Fazno-inverzni temperaturni (engl. phase inversion temperature, PIT) metod
podrazumeva kontrolisanu, uredenu konverziju jednog tipa emulzije u drugi (pr. U/V u
V/U, ili vice versa) preko intermedijarne, bikontinualne faze (slika 1.5). U osnovi ove
inverzije leze promene u fizicko-hemijskim svojstvima surfaktanata (optimalnoj
zakrivljenosti medupovrsinskog filma, geometriji molekula ili rastvorljivosti u uljanoj i
vodenoj fazi) sa promenom temperature. Temperatura na kojoj sistem ulje—voda—
surfaktant prelazi iz U/V emulzije u V/U emulziju poznata je kao temperatura inverzije
faza (PIT). (Anton i sar., 2007; Izquierdo i sar., 2005; 2004; McClements, 2011; Singh i
sar., 2017). Do formiranja nanoemulzije dolazi spontano, ruSenjem mikroemulzionog
sistema, bilo naglim hladenjem (klasi¢éni PIT metod) (lzquierdo i sar., 2004) ili
razblazivanjem vodom (emulsion inversion point (EIP) metod, poznat i kao phase
inversion composition (PIC) metod, catastrophic phase inversion (CPI) metod ili metod
titracije vodom), na fazno-inverznoj temperaturi (Kotta i1 sar., 2015; Sajjadi, 2006).
Citav postupak izvodi se uz slabo mesanje, bez ekstremnog smicanja (Anton i sar.,

2007; McClements, 2011; Singh i sar., 2017). Interesantno je da se fazno-inverzni
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metod ranije navodio kao metod preemulgovanja koji prethodi homogenizaciji pod

visokim pritiskom (Klang i Valenta, 2011).

Zakrivlienost
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PIT Bikontinualna
mikroemulzija
Zagrevanje Hladenje

PIT-30°C

un Posle  Pre
inverzije inverzije

emulzija nanoemulziia

Slika 1.5. Shematski prikaz izrade nanoemulzija fazno-inverznim temperaturnim

metodom (preuzeto i prilagodeno iz McClements, 2011).

Glavni nedostatak nanoemuzija dobijenih fazno-inverznim metodama je visoka
koncentracija surfaktanata (do 40%) potrebna za dobijanje kapi zadovoljavajuce
veli¢ine i monomodalne distribucije. Generalno se smatra da nanoemulzije zasnovane
na lecitinu, dobijene na ovaj nacin, imaju nepovoljnije karakteristike u pogledu veli¢ine
i raspodele velicina kapi u poredenju sa nanoemulzijama dobijenim klasi¢nim
metodama (Klang i1 Valenta, 2011). Takode, vrlo je malo podataka koji govore o
dugoro¢noj stabilnosti ovako izradenih nanoemulzija; formulacije su uglavnom stabilne

svega nekoliko meseci (Izquierdo i sar., 2004).
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1.4. Metodologija eksperimentalnog dizajna

Lipidne nanoemulzije za parenteralnu primenu moraju, izmedu ostalog, da ispune dva
vazna kriterijuma: prvo, sastojci moraju biti bezbedni i netoksic¢ni; drugo, veli¢ina kapi
dispergovane uljane faze mora biti veoma mala, a distribucija kapi po veli¢ini uska, jer
velike kapi mogu da izazovu emboliju. Iz tih razloga, broj ulja i emulgatora dostupnih
za upotrebu kod ovakvih nanoemulzija je veoma ogranicen, a tehnike proizvodnje su od
krucijalne vaznosti. Primenjen proces proizvodnje utice kako na veli¢inu uljanih kapi,
tako i na stabilnost nanoemulzije tokom ¢uvanja (Bock 1 sar., 1998). U skladu sa
na¢inom primene, parenteralne nanoemulzije, kao §to je prethodno diskutovano,
izraduju se iz visoko bezbednih i biokompatibilnih ulja (MCT, sojino, suncokretovo,
maslinovo, riblje) i emulgatora (fosfolipidi, polisorbati, poloksameri), naj¢es¢e HPH
metodom (Floyd, 1999; Klang i Valenta, 2011; Sadurni i sar., 2005; Yilmaz i Borchert,
2005; Yuan i sar., 2008). Dobro je poznato da parametri formulacije, parametri procesa
izrade, kao i inkorporiranje lekovite supstance u unutrasnju, uljanu fazu nanoemulzije,
mogu znacajno da utiCu na fizicko-hemijska svojstva i stabilnost, a posledi¢no, na in
vivo farmakokineticko ponasanje, te efikasnost razvijenih nanoemulzionih sistema
(Baspinar i sar., 2010; Benita i Levy, 1993; Davis i sar., 1987; Floyd, 1999;
Hippalgaonkar i sar., 2010; Jumaa i Miuller, 2002; Nordén i sar., 2001; Sila-on i sar.,
2008; Yilmaz i Borchert, 2005; Yuan i sar., 2008). Tabela 1.5 daje prikaz Citavog niza
razli¢itih formulacionih i procesnih parametara koje je vazno razmotriti prilikom
formulisanja i izrade/proizvodnje parenteralnih nanoemulzija.

Mada je uticaj navedenih kompleksnih faktora (tabela 1.5) na osobine kritiCne za
kvalitet 1 stabilnost nanoemulzija (veli¢ina 1 raspodela veli€ina kapi, povrSinsko
naelektrisanje) dokumentovan, malo je podataka u literaturi koji govore o njihovom
zajedni¢kom efektu, a Cije su dobro razumevanje i kontrola posebno poZzeljni kada se
dizajniraju nanoemulzije sa Zeljenim, optimalnim karakteristikama. U tom smislu, kao
naroCito koristan alat u razvoju i optimizaciji nanoemulzija kao perspektivnih nosaca
slabo rastvorljivih lekovitih supstanci, prepoznata je metodologija eksperimentalnog
dizajna (Floyd, 1999; Klang i Valenta, 2011; Li i sar., 2017).
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Tabela 1.5. Formulacioni i procesni parametri koji mogu da uti¢u na kriti¢na fizi¢ko-

hemijska svojstva, naro¢ito veli¢inu i raspodelu veli¢ina kapi nanoemulzija (Bock i sar.,

1998)

Izvor
Ulja Sastav/Cistoca
Koncentracija koja se koristi
Formulacioni Izvor
Parametri Emulgujuéi agensi Sastav/Cistoca
Koncentracija koja se koristi
Ostale komponente Vrsta i koncentracija
Aktivna supstanca Vrsta i koncentracija
Inkorporiranje emulgatora i Rastvaranje ili suspendovanje u vodenoj fazi

drugih sastojaka formulacije  Rastvaranje ili suspendovanje u uljanoj fazi

Redosled mesanja individualnih faza
Duzina trajanja homogenizacije
Intenzitet homogenizacije
Temperatura homogenizacije

Procesni Gruba emulzija
Parametri

Temperatura homogenizacije
Pritisak homogenizacije
Broj ciklusa homogenizacije

Homogenizacija pod visokim
pritiskom

Zapravo, prilikom razvoja 1 optimizacije nanoemulzija obi¢no se primenjuje
tradicionalni ,,one-factor-at-a-time“ metod koji se karakteriSe promenom samo jednog
faktora u vremenu, dok se ostali drze konstantnim tokom ispitivanja. Na taj nacin
procenjuje se efekat odabrane promenljive pod odredenim uslovima, pretpostavljajuci
da su ispitivane promenljive nezavisne jedna od druge, te se interakcije izmedu njih ne
uzimaju u obzir. Posledica toga je da dobijeni, prividno optimalni, eksperimentalni
rezultat moZe biti pogresan (Carbone i sar., 2012; Pey i sar., 2006; Solé i sar., 2010).
Nasuprot tome, istovremeno variranje faktora, na dva ili viSe nivoa, kao §to je to u
eksperimentalnom dizajnu, pruza mogucénost da se otkriju potencijalno znacajne
interakcije. Prema tome, eksperimentalni dizajn omogucava ne samo da se dobije veliki
broj informacija izvodenjem najmanjeg broja eksperimenata, nego i da se proceni kako
direktan efekat svake pojedinac¢ne promenljive, tako i efekat njihovih interakcija na
karakteristike formulacije (Kelmann i sar., 2007; Neilloud i sar., 2003; Vitorino i sar.,
2011). Ipak, sistematicno ispitivanje istovremenog uticaja viSe formulacionih i/ili
procesnih parametara na fizicko-hemijske osobine 1 stabilnost (parenteralnih)
nanoemulzija, primenom koncepta eksperimentalnog dizajna, do sada je sprovedeno u

svega nekoliko studija (pun faktorski dizajn — Kelmann i sar., 2007; Marin-Quintero i
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sar., 2013; centralni kompozitni dizajn — Musa i sar., 2013; Zainol i sar., 2012; dizajn
sme$e — Jumaa i sar., 1998; Samiun i sar., 2016).

Zahvaljujuéi ocekivanim prednostima koje se odnose na razumevanje proizvoda i
procesa i obezbedivanje definisanog kvaliteta proizvoda, a oslanjajuéi se na postojece
znanje, sprovedene eksperimente i upravljanje rizikom, primena koncepta dizajniranja
kvaliteta (engl. quality by design, QbD) u razvoju i optimizaciji nanoemulzija, iako
relativno nova, dosta obecava (Li i sar., 2017). Na slici 1.6 ilustrovani su koraci u
implementaciji QbD koncepta prilikom razvoja nanoemulzija:

(1) Definisanje profila kvaliteta ciljnog proizvoda (engl. quality target product
profile, QTPP), na osnovu prethodnog znanja i in vivo relevantnosti
(rastvorljivost lekovite supstance, farmaceutski oblik, put primene, oslobadanje
lekovite supstance), odnosno ocekivane bezbednosti i efikasnosti (Rathore,
2009);

(2) Identifkovanje kriticnih atributa kvaliteta (engl. critical quality attributes,
CQAs), oslanjaju¢i se na prethodno znanje i istrazivacko iskustvo — najcesce
veli¢ina kapi, raspodela veli¢ina, povrSinsko naelektrisanje, efikasnost
inkapsuliranja lekovite supstance i stabilnost (Li i sar., 2017);

(3) Odabir kriti¢nih procesnih parametara (engl. critical process parameters, CPPs)
— formulacionih (vrsta i koncentracija komponenata) i procesnih (metod
dobijanja), na osnovu prethodnog znanja i procene rizika (Li i sar., 2017);

(4) Definisanje eksperimentalnog prostora (engl. design space) nakon sprovodenja
eksperimentalnog dizajna i analize rizika (Rathore, 2009);

(5) Definisanje strategije procesne kontrole — kontrola se sprovodi tokom citavog
procesa kako bi se osigurala konzistentnost i prethodno definisan kvalitet
proizvoda (Yu i sar., 2014);

(6) Validacija procesa — proverava se da li proizvod dobijen u okviru design space-a

ispunjava zadate kriterijume kvaliteta (Li i sar., 2017).
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Slika 1.6. Mapa primene ,,Quality by Design“ (QbD) koncepta u razvoju i optimizaciji

nanoemulzija (prilagodeno iz Li i sar., 2017).

1.5. Fizi¢ko-hemijska karakterizacija i procena stabilnosti nanoemulzija

Bilo da se koriste kao izvor esencijalnih masnih kiselina, izvor energije/kalorija, ili kao
nosaci slabo rastvorljivih lekovitih supstanci, poznavanje i kontrola bazi¢nih fizic¢ko-
hemijskih osobina i stabilnosti parenteralnih nanoemulzija predstavlja jedan od
sustinskih aspekata u razvoju kvalitetnih, bezbednih i efikasnih proizvoda za klinicku
upotrebu (Driscoll, 2015). U tom smislu, prvi korak u inafe sveobuhvatnoj
karakterizaciji parenteralnih nanoemulzija, relevantan za njihovu upotrebu i razvoj, jeste
analiza veli¢ine 1 raspodele veli¢ina kapi. Drugi vaZzan deo karakterizacije cCini
odredivanje elektrostatiCkog povrSinskog potencijala. Jo§ jedan relevantni deo
karakterizacije obuhvata morfolosku analizu razvijenih formulacija nanoemulzija
(Haskell, 1998; Silva i sar., 2012). Postoji niz razloga zasto je dobijanje informacija o
navedenim fiziCko-henijskim parametrima poZeljan, neizostavni deo razvoja
parenteralnih nanoemulzija. Prvo, potencijalna fizicka stabilnost nanoemulzija cesto se
moze predvideti na osnovu veli¢ine i povrSinskog naelektrisanja kapi; manje i
naelektrisane kapi su rezistentnije na flokulaciju i sedimentaciju u poredenju sa
sistemima koji sadrZze vece, nenaelektrisane kapi; manja veli¢ina kapi je indikator
poboljsane kineticke stabilnosti. Drugo, mehanizmi nastanka nanoemulzija mogu se
bolje razumeti na osnovu kvantitativne karakterizacije proizvoda dobijenih pod
razli¢itim uslovima, a rezultati sluZze kao povratna informacija za bolje razumevanje i

optimizaciju uslova izrade ili sastava formulacije. Trece, funkcionalna svojstva,
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odnosno performanse nanoemulzija in vivo, mogu se ponekad kontrolisati, ako ne u
potpunosti objasniti, na osnovu razmatranja veliine kapi. Na kraju, bezbednost
formulacija parenteralnih nanoemulzija moze se bolje proceniti ako se odsustvo vecih

kapi moze da garantuje (Haskell, 1998).

1.5.1. Analiza veli¢ine i raspodele veli¢ina kapi

Prvi i najvazniji korak u karakterizaciji svake parenteralne nanoemulzije, kako sa
aspekta kvaliteta i satbilnosti, tako i sa aspekta bezbednosti, jeste opis raspodele veli¢ina
kapi, $to podrazumeva prose¢nu veli¢inu i indeks polidisperznosti (engl. polydispersity
index, PDI), kao meru za Sirinu distribucije kapi po veli¢ini. Pazljivim pra¢enjem
raspodele veli¢ina kapi kod intravenskih emulzija masti utvrdeno je da parenteralne
nanoemulzije mogu da sadrze kapi u Sirokom opsegu veli¢ina: 100-400 nm, 700-1000
nm, i ¢ak 1000-3000 nm. Prisustvo ovako razli¢itih populacija veli¢ina kapi u istoj
formulaciji moze biti posledica neefikasnog procesa homogenizacije ili nestabilnosti
nanoemulzije (Benita i Levy, 1993; Rozentur i sar., 2010). Promene koje se ne mogu
videti vizuelnim pregledom, mogu zapravo postojati u veli¢ini male frakcije kapi
nanoemulzije, i mogu dovesti do ozbiljnih nezeljenih efekata ako veli¢ina kapi prelazi
1-2 um (Rozentur i sar., 2010). Osim toga, uljane kapi vec¢e od Spum su klinicki
neprihvatljive jer mogu da izazovu pluénu emboliju (Benita i Levy, 1993). Prema tome,
neophodno je odrediti veli¢ine razli¢itih populacija kapi nanoemulzije, ¢ak i ako su one
prisutne u malom broju (Benita i Levy, 1993; Rozentur i sar., 2010). Pored veli¢ine
kapi, PDI je drugi kriti¢an parametar koji opisuje kvalitet i homogenost nanoemulzije;
moze imati vrednost od O (monodisperzna raspodela) do 0,5 (relativno Siroka
raspodela), pri ¢emu vrednosti manje od 0,1 ili 0,2 ukazuju na relativno usku,
unimodalnu raspodelu veli¢ina kapi i dobar kvalitet nanoemulzionog sistema, te na
bolju stabilnost protiv destabilizacionih fenomena kakvo je Ostvaldovo sazrevanje. Za
parenteralne nanoemulzije vrednosti PDI do 0,25 smatraju se prihvatljivim (Anton i sar.,
2007; Klang i Valenta, 2011; Mdller i sar., 2004).

Americka farmakopeja u poglavlju <729> pod nazivom ,,Raspodela veli¢ina kapi u
lipidnim injekcionim emulzijama* navodi prosecan precnik kapi i standardnu devijaciju
raspodele veli¢ina kapi (raspon razli¢itih precnika kapi distribuiranih oko prose¢nog

prec¢nika) kao neophodne karakteristike veli¢ine kapi lipidnih injekcionih emulzija za
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intravensku primenu. Posebno znacajne u pogledu stabilnosti i bezbednosti su koli¢ine
uljanih kapi koje ¢ine tzv. ,large-diameter tail“ raspodele veli¢ina. Ova dva regiona
raspodele veli¢ina kapi — prosecna veli¢ina kapi i ,large-diameter tail“ — moraju se
drzati u okviru specificiranih granica, a metode koje se koriste za njihovo odredivanje
(metod I i metod Il, respektivno) moraju biti validirane (USP39-NF34, 2016). Za
odredivanje prosecne veliCine kapi 1 standardne devijacije raspodele veli¢ina kapi,
prema USP <729> moze se primeniti bilo koja od dve uobicajene tehnike rasipanja
svetlosti: tehnika dinamickog rasipanja svetlosti, poznata i kao foton korelaciona
spektroskopija (engl. photon correlation spectroscopy, PCS), ili tehnika klasi¢nog
rasipanja svetlosti zasnovana na Mie teoriji, odnosno laserska difrakcija (engl. laser
difraction, LD). Nezavisno od koncentracije dispergovane uljane faze (10-30%),
hidrodinamicki prosecan precnik kapi (engl. intensity-weighted mean droplet diameter)
lipidnih injekcionih emulzija mora biti manji od 500 nm (Driscoll, 2015; USP39-NF34,
2016). Prema USP <729>, za odredivanje sadrzaja kapi velikog dijametra (> 5 pum) u
lipidnim injekcionim emulzijama koristi se metod zatamnjenja (engl. light obscuration)
ili gaSenja svetlosti (engl. light extinction) koji se zasniva na tehnici optickog
odredivanja veli¢ine pojedina¢nih Cestica (engl. single-particle optical sensing), pri
¢emu se navodi da zapreminski procenat uljanih kapi ve¢ih od 5 pm (PFATSs) ne sme
preci 0,05% (Driscoll, 2015; USP39-NF34, 2016).

Dobijanje pouzdanih vrednosti za prose¢nu veli¢inu kapi, razumevanje ogranicenja
povezanih sa merenjem ovog parametra i poznavanje efekata polidisperznosti veoma su
vazni za pravilnu interpretaciju dobijenih rezultata. Takode, treba imati na umu da
razli¢ite metode Cesto daju razliite rezultate, ne nuzno zato Sto je jedna metoda bolja od
druge, nego zato $to se zasnivaju na razliCitim fizickim principima. Ovo je posebno
vazno ako se za poredenje uzoraka koriste podaci dobijeni razli¢itim metodama, ili ¢ak
razli¢itom implementacijom iste metode, jer mogu dovesti do pogresnih zakljucaka

(Haskell, 1998).

1.5.2. Mikroskopska analiza

U kontekstu karakterizacije i procene stabilnosti nanoemulzija, opticke tehnike rasipanja
svetlosti (PCS, LD) pokazuju odredena ogranicenja: (1) nemogucnost detektovanja male

populacije veéih kapi prisutnih u nanoemulziji (Benita i Levy, 1993); (2) nemoguénost
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detektovanja prisustva drugih agregata surfaktanata (pr. liposomalne vezikule,
lamelarne strukture) koji su Cesti sporedni proizvodi HPH 1 treba da se uzmu u obzir
(Klang i sar., 2011); (3) nemoguénost razlikovanja sfernih kapi od Cestica varijabilnog
oblika ili kristala lekovite supstance (Klang i sar., 2012); (4) razblazivanje uzorka pre
merenja usled Cega reverzibilni destabilizacioni fenomeni kao $to su flokulacija ili
pojava vecih agregata mogu ostati neprimeceni (Klang i Valenta, 2011). Da bi se
prevaziSla navedena ograniCenja preporucuje se upotreba dodatnih metoda
karakterizacije kao $to su nuklearna magnetna rezonantna spektroskopija (Nordén i sar.,
2001; Takegami 1 sar.,, 2008), infracrvena spektroskopija sa Furijeovom
transformacijom (Klang i Valenta, 2011) i, naro¢ito, mikroskopska analiza.

Opticka svetlosna mikroskopija se moZze smatrati najjednostavnijom metodom za
ispitivanje mikrostrukture nanoemulzija. Medutim, ova tehnika je beskorisna za
egzaktnu vizuelizaciju nanokapi ispod 500 nm (Benita i Levy, 1993). U kontekstu
nanoemulzija, primena svetlosne mikroskopije ograni¢ena je na detekciju
destabilizacionih fenomena kao $to su koalescencija i Ostvaldovo sazrevanje (Jumaa i
Muller, 1998b; Welin-Berger i Bergenstahl, 2000) ili pracenje faznih promena. Takode,
moze da se koristi za detekciju prisustva vecih agregata kapi (Baker i Naguib, 2005;
Cortés-Mufioz i sar., 2009) ili nerastvorenih kristala lekovite supstance (Akkar i Muller,
2003; Araujo i sar., 2011), dok kretanje u pozadini slike ukazuje na prisustvo kapi
nanoveli¢ina koje su u Braunovom kretanju (Klang i sar., 2012). Za ta¢nu vizuelizacCiju
strukture nanoemulzija i odredivanje veli¢ine kapi, neophododna je veca rezolucija; u
tom smislu, elektronska mikroskopija postaje neophodan alat za karakterizaciju
nanoemulzija. Medu tehnikama elektronske mikroskopije, transmisiona elektronska
mikroskopija u kombinaciji sa kriogenom tehnikom pripreme uzorka (cryo-TEM)
predstavlja metodu izbora za ispitivanje nanoemulzija u njihovom originalnom,
nativnom stanju, pri ¢emu se dobijaju informacije o veli¢ini, obliku kapi i unutrasnjoj
strukturi nanoemulzionog sistema 1 omogucava jasna diferencijacija izmedu uljanih kapi
nanoveli¢ina i drugih struktura eventualno prisutnih u nanoemulziji, kao sto su vezikule,
micele, te¢ni kristali (Fox, 2009; Klang i sar., 2012). Alternativno se u iste svrhe moze
koristiti i freeze-fracture TEM (Klang i Valenta, 2011).

U novije vreme, medu mikroskopskim tehnikama, nedavno razvijena mikroskopija

atomskih sila (engl. atomic force microscopy, AFM) takode je nasla uspe$nu primenu u
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karakterizaciji nanoemulzija, obi¢no za potvrdivanje rezultata odredivanja velic¢ine kapi
(Cortés-Murioz i sar., 2009; Fang i sar., 2004; Preetz i sar., 2010; Takegami i sar.,
2008). U pitanju je brza, moc¢na i relativno neinvazivna tehnika pomocu koje se mogu
dobiti informacije ne samo 0 veli€ini i raspodeli veli¢ina kapi, nego i o obliku kapi,
morfologiji povrSine, kao i mogucem procesu agregacije u nanoemulzionom sistemu

(Rouzi i sar., 2008; Vitorino i sar., 2011).

1.5.3. Analiza zeta potencijala

Deo standardne procedure u sveobuhvatnoj karakterizaciji parenteralnih nanoemulzija
predstavlja i procena zeta potencijala (ZP). ZP priblizno karakteriSe naelektrisanje na
povrsini emulgovanih kapi ulja i jedan je od parametara koji odreduju njihovu fizicku
stabilnost; veliko povrsinsko naelektrisanje kapi smatra se, naime, jednim od klju¢nih
faktora u odrzavanju stabilnosti nanoemulzija (Klang i Valenta, 2011). Da bi se
obezbedila dovoljno visoka energetska barijera koja dovodi do odbijanja susednih kapi i
rezultira stvaranjem stabilnih nanoemulzija, potrebno je posti¢i visoke apsolutne
vrednosti ZP, obi¢no iznad 30 mV (Benita i Levy, 1993; Rozentur i sar., 2010). Smatra
se da c¢e stabilnost lipidnih nanoemulzija biti optimizovana kada elektrostati¢ki
naelektrisane kapi imaju ZP od —40 mV do -50 mV (Driscoll, 2015). Vrednost ZP,
medutim, ne treba posmatrati kao garanciju za stabilnost, jer drugi relevantni faktori
nisu obuhvaéeni ovim parametrom (Akkar i Muller, 2003). S druge strane, treba imati u
vidu da je ZP inherentna karakteristika sistema, i da se njegove znacajnije promene
najées¢e ne odigravaju kod fizicki stabilnih sistema. Nanoemulzije stabilizovane
smeSom fosfolipida, kao $to je to u vecini registrovanih parenteralnih nanoemulzija
(tabele 1.1 1 1.2), pokazuju negativnu vrednost ZP u opsegu 30-50 mV (Rozentur i sar.,
2010).

Povrsinski potencijal, a shodno tome i ZP nanoemulzionih kapi zavisi od stepena
jonizacije komponenata koje formiraju medupovrsinski film (Benita i Levy, 1993;
Rozentur i sar., 2010). Na ZP nanoemulzija, narocito stabilizovanih lecitinom, mogu da
uticu brojni faktori kao §to su pH vrednost nanoemulzije, prisustvo elektrolita (jonska
jacina), prisustvo katjonskih molekula (Silva i sar., 2012). Niza pH vrednost, na primer,
rezultuje nizim ZP wusled smanjenja stepena jonizacije nekih fosfolipida (pr.

fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina i fosfatidne kiseline) na povrsini kapi (Benita i
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Levy, 1993; Davis i sar., 1987), $to dalje moze znacajno uticati na fizi¢ku stabilnost
nanoemulzije. Za procenu ZP obi¢no se primenjuju tehnike mikroelektroforeze ili
laserske  Doppler elektroforeze/anemometrije  koje  podrazumevaju  merenje
elektroforetske pokretljivosti kapi u elektricnom polju, koja se zatim prevodi u ZP
(Klang 1 Valenta, 2011). Posebno pitanje prilikom odredivanja ovog parametra jeste
uticaj koji sastav kontinuirane faze moze imati na povrsinski potencijal nanoemulzionih
kapi, s obzirom da su konstituenti povrsine u ravnotezi sa bulk medijumom. Kako je
razblazivanje uzorka obi¢no preduslov za merenje, prilikom poredenja rezultata iz
razliCitih eksperimenata treba biti svestan uticaja, ako se ve¢ ne moze da kontrolise,
upotrebljenog disperzionog medijuma (Haskell, 1998).

Povecéanje negativnih vrednosti ZP nanoemulzija na bazi lecitina, do koga moze doci
tokom cuvanja ili sterilizacije parom, a koje je najCeSée praceno istovremenim
smanjenjem pH vrednosti, obi¢no se pripisuje hidrolizi molekula lecitina, $to ima za
posledicu formiranje lizolecitina i slobodnih masnih kiselina, koje dalje doprinose
veéem negativnom naelektrisanju povrSina kapi, ¢ime se navodno povecava stabilnost
nanoemulzija (Baspinar i sar., 2010; Klang i Valenta, 2011). Slobodne masne kiseline
mogu takode da nastanu hidrolizom emulgovanih triglicerida do odgovarajuc¢ih mono- i
diglicerida, mada se ova reakcija smatra relativno sporom u poredenju sa razgradnjom
diacilfosfatidil derivata u fosfolipidima (Benita i Levy, 1993). Opisano povecanje ZP
moze Se, medutim, smatrati samo delimi¢no korisnim, jer je formiranje slobodnih
masnih kiselina udruzeno sa smanjenjem pH vrednosti, Sto promovise dalju degradaciju
kroz hidrolizu triglicerida i fosfolipida i destabilizuje nanoemulziju (Baker i Naguib,
2005). lako se smanjenje pH vrednosti nanoemulzija u toku studija dugotrajne
stabilnosti odvija sporo, preporucuje se podesavanje pH neposredno nakon izrade, kao 1

stabilizacija lecitina, na primer primenom antioksidanasa (Klang i Valenta, 2011).

1.5.4. Reoloska analiza

Viskozitet nanoemulzija zasnovanih na lecitinu, kakve su inafe sve parenteralne
nanoemulzije, obi¢no je veoma nizak, a ponaSanje, osim pri veoma velikim brzinama
smicanja, Njutnovsko. Za odredivanje viskoziteta nanoemulzija koriste se razliCiti
viskozimetri i reometri pogodni za te¢ne sisteme. Viskozitet nanoemulzija je vazan

parametar ne samo sa aspekta primene, ve¢ i sa aspekta izrade/emulgovanja. Uoceno je
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da se manja veli¢ina kapi nanoemulzije moze dobiti ukoliko je viskozitet preemulzije
vec¢i (Zhou i sar., 2010). Povecanje viskoziteta moze da dovede do formiranja manjih
kapi jer je stepen koalescencije tokom HPH smanjen; uljane kapi ne mogu da se kre¢u
tako slobodno i brzo. Prema tome, povecanje viskoziteta kontinuirane faze moze da
smanji ucestalost kolizije kapi (Cortés-Mufioz i sar., 2009; Zhou i sar., 2010). Medutim,
takode je uoCeno da ukoliko je viskozitet uljane faze veci, treba primeniti veci pritisak
homogenizacije da bi se dobile manje kapi nanoemulzije (Jumaa and Miuller, 1998b;
Yilmaz i Borchert, 2005). Ako je viskozitet kriti¢no visok, a pritisak nedovoljan, moze
se ocekivati veliko povecanje veli¢ine kapi. Razlog je Sto visok viskozitet moze da oteza
kretanje lecitina, ¢ime se sprecava da molekuli surfaktanata brzo pokriju uljane kapi
tokom izrade, S§to ima za posledicu povecanje koalescencije (Zhou i sar., 2010).
Primenom razli¢itih udela uljane faze, kao i razlicitih uslova izrade u smislu pritiska i
broja ciklusa homogenizacije, mogu se dobiti nanoemulzije veoma razli¢itih viskoziteta
(Cortés-Munioz i sar., 2009). S obzirom da su flokulacija i koalescencija uljanih kapi
generalno udruzene sa povecanjem viskoziteta, sprovodenje reoloske analize je

neizostavan deo u proceni stabilnosti nanoemulzija, takode (Hippalgaonkar i sar., 2010)

1.5.5. Analiza fazne raspodele lekovite supstance u nanoemulziji

Distribucija lekovite supstance u nanoemulziji podrazumeva kompleksan dinamicki
proces i zavisi od specificnih svojstava lekovite supstance kao §to su lipofilnost,
molekulska masa, struktura i rastvorljivost u uljanoj fazi nanoemulzije. Profil raspodele
lekovite supstance u nanoemulziji moze da utiCe na profil oslobadanja lekovite
supstance; sporije oslobadanje se ofekuje u slucajevima kada je lekovita supstanca
inkorporirana u uljano jezgro (Klang i Valenta, 2011). Otuda, analiza in vitro
oslobadanja lekovite supstance iz nanoemulzija najpre zahteva poznavanje raspodele
lekovite supstance u razli¢itim fazama nanoemulzije (Benita i Levy, 1993; Levy i
Benita, 1990). Lekovita spstanca u nanoemulziji moze biti lokalizovana u uljanoj fazi,
na ulje-voda medupovrsini, u vodenoj fazi, ili pak u micelama ili liposomima prisutnim
u vodenoj fazi (Wang i sar., 2006; Nordén i sar., 2001; Mtynarczyk i sar., 2008).
Lipofilni molekuli se primarno rasporeduju u uljano jezgro kapi ili fosfolipidni
monosloj, mada se odredene koli¢ine mogu inkorporirati i u fosfolipidni dvosloj

liposoma u vodenoj fazi. Hidrofilni molekuli, s druge strane, na¢i ¢e se pre svega u

39



vodenoj fazi ili u sedistu liposoma. Amfifilni molekuli se uglavhom distribuiraju u
fosfolipidni sloj nanokapi, a takode se mogu naci u liposomima ili formirati agregate u
vodenoj fazi (Klang i Valenta, 2011).

Za ispitivanje efikasnosti inkorporiranja/kvantifikaciju fazne raspodele lekovite
supstance u nanoemulzijama mogu da se Kkoriste razliCite metode kao §to su
ultrafiltracija, ultracentrifugiranje, gel filtracija i mikrodijaliza (Benita i Levy, 1993).
Separacione metode zasnovane na ultrafiltraciji/ultracentrifugiranju omogucavaju
procenu sadrzaja lekovite supstance u uljanoj fazi, na medupovrsini ulje—voda
(indirektno, iz razlike ukupne koncentracije lekovite supstance u intaktnoj nanoemulziji
i koncentracija lekovite supstance u uljanoj i vodenoj fazi), kao i u spolja$njoj vodenoj
fazi nanoemulzije. S obzirom da kod ultracentrifugiranja na kraju dolazi do rusenja
strukture nanoemulzije i moguce redistribucije lekovite supstance, validnost metode se
dovodi u pitanje (Klang i Valenta, 2011). Za analizu raspodele lekovite supstance u
razli¢itim fazama nanoemulzije, bez naruSavanja strukture, moZze da se koristi i

elektronska paramegnetna rezonantna spektroskopija (Ahlin i sar., 2003).

1.5.6. Ispitivanje stabilnosti nanoemulzija

Nanoemulzije su termodinamicki nestabilni sistemi zbog pozitivne slobodne energije
povezane sa stvaranjem ulje-voda medupovrsSine; naime, slobodna energija koloidne
disperzije (uljane kapi u vodi) veca je od slobodne energije odvojenih faza (ulje i voda),
Sto ima za posledicu ruSenje sistema tokom vremena, na primer, usled razdvajanja
uslovljenog gravitacijom, flokulacije, koalescencije, i/ili Ostvaldovog sazrevanja.
Brzina, medutim, kojom se ovi procesi deSavaju kod nanoemulzija znac¢ajno se razlikuje
u poredenju sa konvencionalnim emulzijama, zbog male veli¢ine kapi nanoemulzija i
efekata zakrivljenosti povrSine. Na primer, nanoemulzije su stabilnije na gravitaciono
razdvajanje, flokulaciju i koalescenciju, a manje stabilne na Ostvaldovo sazrevanje. Ako
se, medutim, obezbedi dovoljna energetska barijera izmedu dve faze (uljane 1 vodene),
nanoemulzije ¢e biti kineti¢ki stabilne (McClements, 2012; 2011). Otuda, jedan od
glavnih fokusa naucnika leZi upravo u kreiranju nanoemulzija koje ¢e imati dovoljno
dugu kineticku stabilnost da se omogu¢i njihova komercijalna primena. Kineticka
stabilnost nanoemulzija moze da se poboljsa kontrolom njihovog sastava (pr. uljana i

vodena faza) 1 mikrostrukture (pr. raspodela veli¢ina kapi), ili inkorporiranjem supstanci
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poznatih kao stabilizatori, kao Sto su emulgatori, modifikatori teksture, sredstva za
kvasenje ili usporivaci sazrevanja. Prema tome, odgovaraju¢im izborom vrste ulja, vrste
emulgatora, njihovih koncentracija, 1 uslova izrade, mogu se dobiti nanoemulzije
zadovoljavajuce kineticke stabilnosti (meseci i godine) (McClements, 2012; 2011).
Neke potencijalne promene u veli¢ini kapi i povrSinskim svojstvima nanoemulzija do
kojih moze do¢i tokom ¢uvanja, ali i nakon primene in vivo prikazane su na slici 1.7. U
tom smislu, pored fizicko-hemijske stabilnosti, moze se govoriti i o ,bioloskoj*

stabilnosti parenteralnih nanoemulzija (Keck i sar., 2013).
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Slika 1.7. Opsti pregled potencijalnih promena u veli¢ini kapi i povrSinskim svojstvima
parenteralnih nanoemulzija tokom Cuvanja ili nakon primene (preuzeto i prilagodeno iz

McClements, 2013).

Dobra dugorocna fizicka stabilnost ¢ini nanoemulzione sisteme jedinstvenim (Tadros i
ar., 2004), a proistice iz ¢injenice da su konvencionalni destabilizacioni fenomeni,
poput kriminga (engl. creaming, raslojavanje) i koalescencije, uveliko spreceni ili

usporeni usled Braunovog kretanja malih kapi koje se suprotstavlja gravitaciji (Klang i
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sar., 2012; Tadros i sar., 2004; Wooster i sar., 2008). Nanoemuzije su, takode, otpornije
na flokulaciju usled visokoefikasne sterne stabilizacije (Tadros i sar., 2004). Glavni
izvor nestabilnosti nanoemulzija je Ostvaldovo sazrevanje, koje predstavlja tendenciju
malih kapi da se sjedine u vece, a javlja se kao posledica razlika u rastvorljivosti malih i
velikih kapi (Klang i Valenta, 2011; Mason i sar., 2006); male kapi emulzije imaju vecu
lokalnu rastvorljivost ulja u vodi od vecih kapi zbog razlika u Laplasovom pritisku
(Wooster i sar., 2008). U toku ovog procesa, dakle, dolazi do molekulske difuzije ulja iz
malih kapi na vece kroz kontinuiranu fazu, odnosno vece kapi u emulziji rastu (postaju
vecée) na ra¢un manjih kapi (Klang i Valenta, 2011; Wooster i sar., 2008). Ovo sporo
povecanje velic¢ine kapi ¢e konacno, tokom vremena, dovesti do separacije (odvajanja)
faza nanoemulzije (Welin-Berger i Bergenstahl, 2000). Do Ostvaldovog sazrevanja
dolazi kada je veli¢ina kapi u opsegu 100-500 nm i manja (Klang i Valenta, 2011), a
moze se spreciti dodatkom ulja sa veoma malom rastvorljivos¢u u vodi (pr. skvalen) i/ili
inkorporiranjem polimernih surfaktanata nerastvorljivih u vodenoj fazi, a koji se ¢vrsto
adsorbuju na U/V medupovrsinu (pr. A-B-A blok kopolimeri) (Tadros i sar., 2004).

Procena stabilnosti parenteralnih nanoemulzija sprovodi se podrvrgavanjem uzoraka
studijama ubrzanog i normalnog starenja. U literaturi se od ubrzanih testova navode
sterilizacija parom (5-30 min, 121°C), prekomerno muc¢kanje (oscilatorno kretanje, 100
obrtaja/min, 48 h, 25°C) i ciklusi zamrzavanja-odmrzavanja (Benita i Levy, 1993). Ovi
testovi se generalno koriste za predvidanje roka upotrebe i Smatraju se najrelevantnijim
za stresne uslove kojima nanoemulzije mogu biti izlozene tokom sterilizacije, transporta
i Cuvanja (Benita i Levy, 1993; Rozentur i sar., 2010). Dugoro¢ne studije stabilnosti
parenetralnih nanoemulzija izvode se ¢uvanjem uzoraka tokom odredenog vremena
(preko 10 meseci, obi¢no 18—-24 meseca), na temperaturama u opsegu od 4°C do 40°C
(pr. 4,251 37°C, Levy i Benita, 1991). Treba naglasiti da rezultati ispitivanja stabilnosti
dobijeni tokom ubrzanih testova koji se sprovode na povisenim temperaturama
generalno ne reflektuju stvarnu stabilnost nanoemulzija kada se one cuvaju na
normalnim temperaturama (Benita i Levy, 1993). Velika neuskladenost uocena izmedu
predvidenih i eksperimentalno dobijenih vrednosti mogla bi se objasniti nestabilnos¢u
nanoemulzija i degradacijom fosfolipida na poviSenim temperaturama. Nanomulzije
izlozene velikim varijacijama temperature podlezu dramaticnim fizicko-hemijskim

promenama, tako da mozZe do¢i do narusavanja njihovog fizickog integriteta. Prema
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tome, dugoro¢na stabilnost nanoemulzija, i posledi¢no indukovana zastita lekovite
supstance osetljive na hidrolizu, ne mogu se predvideti na osnovu eksperimenata
sprovedenih na visokim temperaturama (Benita i Levy, 1993; Rozentur i sar., 2010).
Tokom ispitivanja stabilnosti, uzorci ¢uvani pod razli¢itim uslovima posmatraju Se
kriti¢ki na pojavu vidljivih znakova razdvajanja faza i promene organoleptic¢kih osobina,
i prate u odredenim vremenskim intervalima na promene U sadrzaju lekovite supstance,
veli¢ini 1 raspodeli veli¢ina kapi, povr§inskom naelektrisanju, pH vrednosti, elektri¢noj
provodljivosti, viskozitetu, i hemijskom sastavu. Pored ovih ispitivanja, za procenu roka
upotrebe takode je potrebno ukljuciti ispitivanja za utvrdivanje sterilnosti i odsustva
pirogena, validiranim, priznatim mikrobioloskim metodama (Benita i Levy, 1993;
Rozentur i sar., 2010).

1.6. In vitro ispitivanje brzine oslobadanja lekovite supstance iz nanoemulzija

Primena parenteralnih nanoemulzija kao nosaca za kontrolisanu ili ciljnu isporuku
lekovite supstance suocena je sa dva glavna problema; prvo, kontrolisati brzinu
oslobadanja lekovite supstance iz nosaca, i drugo, posti¢i specifi¢no, zeljeno in vivo
ponasanje. Prvi problem je ozbiljan jer je vreme oslobadanja lekovite supstance iz
nanoemulzija izuzetno kratko, te je tesko upratiti kako nanoemulzione kapi nose
lekovitu supstancu do ciljnog mesta. Pod ovakvim okolnostima nanoemulzije se
posmatraju kao pogodni nosaci samo za hidrofobne lekovite supstance koje se ne mogu
formulisati u vidu parenteralno prihvatljivog rastvora. Izuzetak su lekovite supstance
¢vrsto vezane (usled velike hidrofobnosti) za nanoemulzione kapi; ovakve supstance ¢e
se oslobadati iz kapi tokom njihove cirkulacije u krvi, posto se lokalni sink uslovi u
plazmi iznova kontinuirano obezbeduju. Koli¢ina oslobodene lekovite supstance
zavisi¢e od lokalne raspodele iz Cega proistice da je oslobadanje pre termodinamicki
kontrolisan negoli kineticki kontrolisan proces. Na brzinu oslobadanja lekovite
supstance moze da utiCe veliki broj lokalnih faktora kao S§to su brzina protoka u
cirkulciji, particioni koeficijent (logP) lekovite supstance i specifi¢ne interakcije sa
komponentama krvi (pr. proteinima plazme). lako ovo donosi neke interesantne

mogucnosti, mnogo je pozeljnije da oslobadanje lekovite supstance bude kontrolisano
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faktorima formulacije nego da bude zavisno od veoma varijabilnih bioloskih faktora
(Washington, 1998).

Postoje dve granicne situacije za oslobadanje lekovite supstance iz nanoemulzija; prva,
u kojoj je difuzija lekovite supstance kroz nanoemulzione kapi ta koja ogranicava brzinu
oslobadanja, i druga, u kojoj je transport lekovite supstance kroz medupovrsinu
ogranicavajuci faktor. U slucaju kontrolisane difuzije, brzina oslobadanja lekovite
supstance zavisice od viskoziteta uljane faze i difuzionog koeficijenta lekovite
supstance u ulju; za Kklasicne lekovite supstance inkorporirane u trigliceridne
nanoemulzije ocekuje se vreme oslobadanja reda 10 us. Jedini izvodljiv na¢in da se ovo
oslobadanje uspori na potreban nivo (minuti i sati) jeste da se izvrsi drasti¢na promena u
viskozitetu, odnosno da nanoemulziona kap postane ¢vrsta ¢estica. Ovo vodi do dobro
poznatih lipidnih Cesti¢nih sistema, ali se time udaljava od cilja (i mnogih prednosti)
rada sa nanoemulzijama. Alternativni pristup za postizanje kontrolisanog oslobadanja
jeste da se upotrebom odgovaraju¢ih emulgatora obezbedi adekvatna medupovrSinska
barijera. Da bi se ovo postiglo, potrebno je poznavati efekat emulgatora na brzinu
oslobadanja lekovite supstance, za $ta su neophodne adekvatne metode karakterizacije
(Washington, 1998).

Zaista, prilikom dizajniranja parenteralnih nanoemulzija kao koloidnih nosaca lekova,
ispitivanje brzine oslobadanja lekovite supstance iz nosaa od posebnog je znacaja;
podaci dobijeni ovim ispitivanjem mogu da se koriste za procenu preparata u fazi
razvoja, u kontroli kvaliteta, i za predvidanje in vivo performansi/ponasanja razvijenog
nosaca (Brown i sar., 2011; Burgess i sar., 2004; Shah i sar., 2015; Shen i Burgess,
2012). U tehnickom smislu, karakterizacija in vitro oslobadanja lekovite supstance iz
nanoemulzija predstavlja izazov zbog submikronske velicine kapi i poteskoca u
razdvajanju kontinuirane i dispergovane faze (Benita i Levy, 1993; Chidambaram i
Burgess, 1999; Hippalgaonkar i sar., 2010). Submikronske kapi imaju veliku slobodnu
povrsinu u poredenju sa volumenom $to moZe da dovede do brzog transporta lekovite
supstance iz uljane u vodenu fazu i potencijalnog naruSavanja sink uslova u blizini kapi
(Chidambaram 1 Burgess, 1999). Za razliku od oralnih i transdermalnih farmaceutskih
oblika, za parenteralne preparate ne postoji standardni farmakopejski ili neki drugi
regulatorno propisan metod za in vitro ispitivanje brzine oslobadanja lekovite supstance
(Brown i sar., 2011; Burgess i sar., 2004; Shah i sar., 2015; Shen i Burgess, 2012).
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Metode koje su do sada koris¢ene u tu svrhu, sa viSe ili manje uspeha, ukljucuju metode
uzorkovanja i odvajanja (engl. sample-and-separate methods), kontinuirane proto¢ne
metode (engl. continuous flow methods), in situ metode, i membranske metode (engl.
membrane barrier methods) u koje spada metoda sa difuzionom ¢elijom (engl. side-by-
side diffusion cell method) i metoda sa dijaliznom vre¢icom (engl. dialysis sac/bag
method) (Chidambaram i Burgess, 1999; Shen i Burgess, 2012). Medu trenutno
dostupnim aparaturama, za karakterizaciju in vitro oslobadanja lekovite supstance iz
parenteralnih emulzija preporucuje se USP aparatura 4 (proto¢na celija), uz
odgovaraju¢u modifikaciju, kao i tehnika tradicionalne i reverzne dijalize uz primenu
vrecica (Shah i sar., 2015).

Sa izuzetkom tehnike reverzne dijalize sa vre¢icama, svaka od gore navedenih metoda
pracena je odredenim nedostacima. Metode uzorkovanja i odvajanja (ultrafiltracione
tehnike) ukljucuju korake filtracije i centrifugiranja kako be se lekovita supstanca
oslobodena u kontinuiranu fazu odvojila od uljanih kapi; medutim, primena spoljasnje
energije moze da dovede do destabilizacije nanoemulzije, povecanja brzine oslobadanja
lekovite supstance i, stoga, pogresnih rezultata (Benita i Levy, 1993; Chidambaram i
Burgess, 1999). Kod in situ metode, nanoemulzija se beskonac¢no razblazuje (nema
naru$avanja Sink uslova), a sadrzaj oslobodene lekovite supstance odreduje bez
razdvajanja od samog nosaca; medutim, tehnika nije pogodna za sva jedinjenja jer
zahteva upotrebu analiticke metode koja moze da detektuje lekovitu supstancu bez
interferencija sa nanoemulzionim sistemom (Chidambaram 1 Burgess, 1999;
Hippalgaonkar i sar., 2010). Kontinuirane proto¢ne metode podrazumevaju dodatak
nosaca lekovite supstance u filtracionu/protocnu celiju kroz koju medijum za
oslobadanje (Sink rastvor) kontinuirano cirkuliSe i istovremeno se analizira. Ograni¢enje
tehnike ogleda se u zacepljenju filtera koje uzrokuje promene u protoku medijuma, kao i
destabilizaciju nanoemulzije, S§to moze da uti¢e na brzinu oslobadanja lekovite
supstance (Hippalgaonkar i sar., 2010). Kod membranskih metoda sa difuzionom
¢elijom 1 dijaliznom vre¢icom, koje su i najviSe koriS¢ene, nanoemulzija je od
akceptorskog medijuma razdvojena polupropustljivom dijaliznom membranom, a
oslobadanje lekovite supstance se prati tokom vremena. Nedostatak ovih metoda je to
Sto se nanoemulzija nikada ne razblazuje medijumom za oslobadanje, te se eksperimenti

ne odvijaju pod sink uslovima, ¢ak ni kada se ovakvi uslovi konstantno odrzavaju u
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akceptorskom kompartmentu gde se vrsi uzorkovanje. Lekovita supstanca u uljanoj fazi
¢e biti u ravnotezi sa lekovitom supstancom u kontinuiranoj fazi, a sveukupni kineticki
proces je odreden brzinom raspodele lekovite supstance izmedu uljane i vodene faze
nanoemulzije pre nego brzinom difuzije lekovite supstance kroz mesSani emulgujuéi
medupovrsinski film; posledi¢no, prava brzina oslobadanja lekovite supstance ne biva
izmerena (Chidambaram i Burgess, 1999; Hippalgaonkar i sar., 2010; Levy i Benita,
1990; Washington, 1989). Dodatno, povrsina dostupna za difuziju lekovite supstance iz
nanoemulzionih kapi u kontinuiranu fazu je znacajno veéa od povrSine dijalizne
membrane dostupne za difuziju lekovite supstance iz donorske u akceptorsku fazu, $to
takode moze da dovede do daljeg naruSavanja sink uslova (Chidambaram i Burgess,
1999).

U cilju prevazilazenja navedenih ogranic¢enja, razvijena je tehnika reverzne dijalize sa
vre¢icama (slika 1.8b) u kojoj ¢ist medijum napunjen u dijalizne vrecice predstavlja
akceptorsku fazu, a ispitivana nanoemulzija dispergovana u odgovarajucoj zapremini
medijuma koji okruzuje dijalizne vrecice predstavlja donorsku fazu (Benita i Levy,
1993; Levy i Benita, 1990; Chidambaram i Burgess, 1999). Primenom ove metode
postize se maksimalno (teorijski beskonacno) razblazenje nanoemulzije u medijumu, a
oslobadanje lekovite supstance odvija pod savrSenim sink uslovima (Levy i Benita,
1990). Naime, u nerazblaZzenoj nanoemulziji, u stanju ravnoteze, lekovita supstanca je
raspodeljena izmedu unutras$nje uljane faze, spoljasnje vodene faze, i micela prisutnih u
vodenoj fazi nanoemulzije (Friedman 1 Benita, 1987). Nakon razblazivanja
nanoemulzije medijumom uspostavlja se nova ravnoteza i lekovita supstanca se
raspodeljuje izmedu uljanih kapi nanoemulzije i medijuma (sink rastvor), koji sada
postaje spoljasnja faza nanoemulzije. Lekovita supstanca koja se oslobodi iz uljanih
nanokapi difunduje najpre u sink rastvor, a zatim u dijaliznu vrecicu, do uspostavljanja
ravnoteze, pri ¢emu je uoceno da se koncentracija lekovite supstance povecava u
dijaliznoj vrecdici, a ostaje prakticno nepromenjena u Sink rastvoru. Dodatna prednost
metode jeste direktna izloZenost velike slobodne povrsine nanoemulzionih kapi velikoj
zapremini sink rastvora, ¢ime se oponasaju bioloski uslovi nakon parenteralne primene

(Levy i Benita, 1990).
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Slika 1.8. Shematski prikaz bulk equilibrium tradicionalne (a) i reverzne (b) tehnike sa

dijaliznim vre¢icama (prilagodeno iz Seidlitz i Weitschies, 2012).

Prilikom razvoja dijalizne metode za in vitro ispitivanje brzine oslobadanja lekovite
supstance, razlicite faktore kao $to su uslovi agitacije, sastav medijuma za oslobadanje
(prisustvo organskog rastvaraca, albumina, enzima), zapremina donorske i akceptorske
faze, molekulska masa dijalizne membrane i potencijalno vezivanje lekovite supstance
za membranu, treba uzeti u obzir (Benita 1 Levy, 1993; Shen i Burgess, 2012).
Poznavanje i razumevanje faktora koji uticu na oslobadanje lekovite supstance iz
parenteralnih nanoemulzija, kako iz in vivo, tako i iz in vitro perspektive, olakSava
razvoj znaajnih testova za in vitro ispitivanje brzine oslobadanja i postavljanje

odgovarajucih specifikacija.

1.7. Sudbina nanoemulzija u organizmu nakon parenteralne primene

Sudbina leka u organizmu (engl. in vivo fate, biofate) odredena je ne samo osobinama
lekovite supstance, nego u velikoj meri i osobinama samog nosaca, koji treba da
omoguc¢i kontrolisano i lokalizovano oslobadanja lekovite supstance na mestu dejstva.
Da bi se postigla efikasna ciljna isporuka lekovite supstance intravenskim putem,
primenom nanocesti¢nih sistema, ukljucujuc¢i nanoemulzije, neophodno je da se izbegne
prepoznavanje injektovanih cestica kao stranih i posledicni klirens od strane celija
mononuklearnog fagocitnog sistema (engl. mononuclear phagocyte system, MPS),
uglavnom preuzimanjem od strane makrofaga jetre i slezine (90-95% injektovane
doze). Drugi preduslov je dovodenje nosaca koji su uspesno izbegli MPS na ciljno
mesto dejstva. Kljuéni faktor za oba izazova su proteini plazme koji se adsorbuju na
povrsinu nanocesticnih nosaca neposredno nakon intravenske primene, odreduju¢i profil

njihove distribucije u organizmu. Povezivanje fizicko-hemijskih osobina parenteralnih

47



nanoemulzija sa njihovom sudbinom u organizmu, a preko analize profila adsorbovanih
proteina plazme, moze znacajno da ubrza razvoj formulacija parenteralnih
nanoemulzija, na kontrolisan nacin, u smislu optimizovane distribucije u organe i,
povezano s tim, farmakokinetike inkorporirane lekovite supstance (Keck i sar., 2013;
Mdller i Goppert, 2007).

1.7.1. Mehanizmi eliminacije parenteralnih nanoemulzija

Nakon intravenske primene, konvencionalne nanoemulzije prve i druge generacije
eliminiSu se iz organizma na dva na¢ina — metaboliSu se kao endogeni hilomikroni, ili
bivaju prepoznate kao strana tela i uklanjaju se pomocu ¢elija MPS (pr. Kupferove
¢elije jetre 1 makrofagi slezine). Koji ¢e mehanizam eliminacije biti zastupljen, ili
dominantan, zavisi od sastava i fizicko-hemijskih svojstava nanoemulzije (Rossi i
Leroux, 2007). Kada se pak daju drugim parenteralnim putevima, na primer,
intraperitonealno, subkutano ili intramuskularno, ve¢ina nanoemulzionih kapi ulazi u
limfni sistem i na kraju u krvotok gde se ponaSaju kao da su date intravenski.
Preuzimanje u jetru, slezinu i koStanu srz je u tom slucaju znacajno manje. Limfni
transport je pretezno povezan sa transportom zasnovanim na hilomikronima

(Tamilvanan, 2009; 2004).

1.7.1.1. Eliminacija nanoemulzija zasnovana na metabolizmu endogenih

hilomikrona

Hilomikroni su lipoproteinske Cestice (endogene emulzije) koje nastaju u enterocitima
tankog creva nakon unosa lipida hranom. Kao i lipidne injekcione emulzije, i
hilomikroni su bogati trigliceridima i stabilizovani slojem fosfolipida (Kawakami i sar.,
2000; Rossi I Leroux, 2007). Prose¢na veli¢ina nanoemulzionih kapi (200—400 nm)
ulazi u opseg veli¢ina hilomikrona (75-1000 nm); stoga se predlaze da je metabolicka
sudbina parenteralnih nanoemulzija analogna metabolizmu hilomikrona (Hippalgaonkar
I sar., 2010; Hormann i Zimmer, 2016). Hilomikroni se sekretuju u limfu i ulaze u
sistemsku cirkulaciju kroz ductus thoracicus. Nakon ulaska u krv, hilomikroni dobijaju
od lipoproteina velike gustine (engl. high-density lipoproteins, HDL) apolipoproteine
ApoC-II i ApoE, a oslobadaju ApoA-IV. U kapilarima adipoznog tkiva i miSica,

lipoproteinska lipaza (LPL), locirana na endotelnim celijama, adsorbuje se na zrele
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hilomikrone i hidrolizuje trigliceride do masnih Kkiselina, koje se onda resorbuju
uglavnom u adipozno tkivo i miSi¢e. Tokom lipolize, znacajna koli¢ina fosfolipida,
ApoA 1 ApoC prenosi se na HDL, pri ¢emu se veli¢ina hilomikrona znacajno smanjuje.
Ostaci hilomikrona (30-50 nm), koji se najve¢im delom sastoje od ApoB-48, ApoE i
holesterola, brzo se uklanjaju iz krvi preuzimanjem u jetru preko dva ApoE-specifi¢na
mesta vezivanja na parenhimskim ¢elijama, a to su receptor za lipoproteine male gustine
(engl. low-density lipoprotein, LDL) i receptor za ostatke (Carpentier i Dupont, 2000;
Rossi i Leroux, 2007).

Za razliku, medutim, od hilomikrona koji pre ulaska u sistemsku cirkulaciju poseduju
apolipoproteine  ApoA-I, ApoA-IV i ApoB-48 (Kawakami i sar., 2000), lipidne
nanoemulzije inicijalno nemaju apolipoproteine na svojoj povrsini i imaju veci sadrzaj
fosfolipida (Hippalgaonkar i sar., 2010; Rossi 1 Leroux, 2007). Nakon intravenske
primene, nanoemulzione kapi, u roku od nekoliko minuta, dobijaju apolipoproteine
(ApoC-I, ApoC-I1l, ApoC-I1II, ApoE, i mogucée ApoA-1V), uglavnom od HDL. ApoC-lI
je neophodan za aktivaciju LPL, a ApoE pomaze u uklanjanju ostataka nanoemulzije
putem jetre. Kada jednom dobiju apolipoproteine, kapi nanoemulzije metaboliSu se
putem sli¢cnim kao za hilomikrone — vezuju se za LPL, $to dovodi do hidrolize
triglicerida i oslobadanja slobodnih masnih kiselina, koje zatim okolna tkiva koriste kao
izvor energije ili se pak skladiste u adipoznom tkivu (Carpentier i Dupont, 2000;
Hippalgaonkar i sar., 2010). Eliminacija parenteralnih nanoemulzija na nacin kojim se
odvija metabolizam prirodnih masti moze biti pozeljna u sluc¢aju kada su parenhimske
¢elije jetre ciljno mesto dejstva lekovite supstance. U suprotnom, ako jetra nije ciljni
organ, adsorbovanje apolipoproteina na kapi nanoemulzije trebalo bi izbeci.
Metabolizam lipidnih emulzija kao prirodnih masti dosta zavisi od tipa emulgatora,
prisustva holesterola i vrste ulja, odnosno duZine lanca masnih kiselina u trigliceridima

(tabela 1.6) (Rossi i Leroux, 2007).

1.7.1.2. Eliminacija nanoemulzija pomo¢u mononuklearnog fagocitnog sistema

Ako telo prepozna parenteralne nanoemulzije kao strane, onda ¢e one biti preuzete od
strane cCelija MPS 1 veoma brzo uklonjene iz sistemske cirkulacije. MPS ¢Celije
preuzimaju nanoemulzione kapi endocitozom 1 lokalizuju ih u lizozomskom

kompartmentu, gde dolazi do degradacije pod dejstvom enzima. Stepen Klirensa iz
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sistemske cirkulacije povecava se adsorbovanjem proteina plazme poznatih kao
opsonini (pr. imunoglobulin IgG, komponente komplementa kao $to su Clq i C3
fragmenti, fibrinogen) na povrsinu kapi nanoemulzije; vezani proteini, zatim, interaguju
sa receptorima na monocitima i makrofagima, olakSavaju¢i endocitozu. Proces
opsonizacje i posledi¢ni klirens nanokapi pomoc¢u makrofaga jetre odvija Se veoma
brzo, obi¢no se do 90% injektovane nanoemulzije preuzme u jetru u roku od pet minuta.
Ako se pak disopsonini (pr. serumski albumun, IgA) adsorbuju na povrsinu kapi
nanoemulzije, preuzimanje u MPS ¢e biti smanjeno, a vreme cirkulacije nanoemulzije
posledi¢no produzeno (Hormann i Zimmer, 2016; Tamilvanan, 2009; 2004).

Kriti¢na karakteristika nanoemulzija kao nosaca za (ciljnu) isporuku lekovite supstance
jeste sposobnost da izbegnu brzo preuzimanje iz cirkulacije od strane ¢elija MPS (kada
ciljno mesto dejstva nisu MPS tkiva). Mada opterecenje ili zasi¢enje MPS primenom
velikih  volumena injektovanja moze da produzi vreme cirkulacije lipidnih
nanoemulzija, privremeno narusavanje funkcije MPS moZe imati negativne posledice po
zdravlje pacijenta (Hormann i Zimmer, 2016; Rossi i Leroux, 2007). Alternativno,
brzina klirensa nanoemulzionog nosaca iz krvi moze da se izmeni modifikovanjem
fizicko-hemijskih svojstava nanoemulzije, kao $to su, na primer, veli¢ina kapi (Takino i
sar., 1994) i povrsinske karakteristike (Liu i Liu 1995). U tabeli 1.6 pobrojani su neki od
faktora koji uti¢u na opsonizaciju, te preuzimanje od strane MPS i brzinu eliminacije

nanoemulzija iz sistemske cirkulacije.
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Tabela 1.6. Faktori koji uti¢u na sudbinu nanoemulzija u organizmu nakon parenteralne primene (Tamilvanan, 2004)

Faktori Metabolizam analogan Preuzimanje od strane MPS Eliminacija iz sistemske

metabilizmu lipoproteina cirkulacije

Slab Intenzivan Slabo Intenzivno Spora Brza
Veli¢ina kapi Velika Mala Mala Velika Mala Velika
Emulgator DPPC EYPC DPPC - DPPC EYPC

DSPC - - DSPC - DSPC

SM - SM - SM -
Koemulgator Poloksameri  — Poloksameri  — Poloksameri  —

HCO-60 - HCO-60 - HCO-60 -

PEG-PE - PEG-PE - PEG-PE -

Polisorbati - Polisorbati - Polisorbati -

Solutol - Solutol - Solutol -

- - - - Holesterol -

_ _ _ _ cO _
Katjonski lipid SA/OA - SA/OA - SA/OA -
Uljana faza LCT MCT - - LCT MCT

- - - - SLS SLM
Opsonizacija - - Slaba IzraZzena Slaba IzraZena
Nestabilnost uljanih kapi u krvotoku — — - - - Mala Velika
Preoptere¢enje MPS — — — — Veliko Malo

MPS: mononuklearni fagocitni sistem; DPPC: dipalmitoilfosfatidilholin; EYPC: fosfatidilholin iz jajeta; DSPC: distearoilfosfatidilholin; SM:
sfingomijelin; HCO-60: polioksietilen-(60)-hidrogenizovano ricinusovo ulje; PEG-PE: derivat fosfatidiletanolamina sa polietilenglikolom; CO:
holesteriloleat; SA: stearilamin; OA: oleilamin; LCT: dugolancani trigliceridi; MCT: trigliceridi srednje duZzine lanca; SLS: strukturiran lipid sa

kratkolanCanim masnim kiselinama (C4) na pozicijama 1 i 3; SLM: strukturiran lipid sa masnim kiselinama srednje duzine lanca (C8-C10).
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1.7.2. Biodistribucija parenteralnih nanoemulzija

Biodistribucija nanoemulzija nakon parenteralne (intravenske) primene primarno zavisi
od veli¢ine kapi, sastava (uljana faza, emulgator) i povrSinskih svojstava nanoemulzije.
Otuda se odredena specifi¢nost nanoemulzije prema ciljnom organu moze postici
kontrolom njenih fizicko-hemijskih osobina (Hippalgaonkar i sar., 2010; Rossi i
Leroux, 2007). Dobro je poznato da veli¢ina kapi u velikoj meri uti¢e na preuzimanje
nanoemulzija od strane MPS. Generalno, ve¢e kapi su osetljivije na preuzimanje od
strane MPS 1 eliminiSu se iz sistemske cirkulacije brze od manjih kapi, koje ostaju duze
u cirkulaciji i manje se akumuliraju u jetri (Takino 1 sar., 1994). Veli¢ina kapi
nanoemulzije uti¢e na lipolizu, takode. In vitro eksperimenti su pokazali da je brzina
lipolize veca kod nanoemulzija sa manjom veli¢inom kapi (oko 100 nm) u poredenju sa
nanoemulzijama sa ve¢im kapima (225416 nm); pa ipak, nakon intravenske primene
ovih formulacija kod pacova, nanoemulzije sa malim kapima ostaju duze u cirkulaciji
od onih sa ve¢im kapima (Kurihara i sar., 1996), u skladu sa predasnjim nalazima
(Takino i sar., 1994). Znadi, iako su male kapi nanoemulzije bolji supstrat za LPL, vece
kapi se eliminiSu iz krvotoka brze, Sto ukazuje na veée preuzimanje od strane MPS
(Rossi i Leroux, 2007).

Sposobnost nanoemulzije da ,,pobegne* iz sistemske cirkulacije kroz zidove kapilara i
dospe u ekstravaskularni prostor, takode je odredena veli¢inom kapi, Sto posebno moze
biti od koristi u terapiji tumora. Za razliku od zdravog tkiva, vaskulatura u tumorskom
tkivu je porozna ili propustljiva (,leaky”), §to omogucava povecanu permeaciju
koloidnih cestica kroz endotel u ekstravaskularni prostor. Dodatno, tumorska tkiva
imaju slabu limfnu drenazu, $to omogucéava da koloidne Cestice duze ostanu u tkivu. Za
uspeSnu akumulaciju lekovite supstance u tumorskom tkivu pomocu povecanog
permeacionog i retencionog efekta, pozeljno je da veli¢ina koloidnih Cestica bude oko
50-200 nm i da njihova koncentracija u plazmi bude dovoljno visoka vise od 6 h. Prema
tome, pogodnim izborom veli€ine kapi, nanoemulzije mogu da povecaju isporuku
citotoksi¢nih jedinjenja u tumorska tkiva 1 da smanje njihovu sistemsku toksi¢nost
(Rossi i Leroux, 2007).

Sastav unutra$nje, uljane faze predstavlja jo§ jedan faktor koji moZe da izmeni biolosku
sudbinu submikronskih lipidnih emulzija. Utvrdeno je da se nanoemulzije sa MCT u

sastavu brze eliminiSu iz plazme u odnosu na nanoemulzije izradene sa LCT, S§to je
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verovatno posledica brze hidrolize MCT pod dejstvom LPL i hepaticnih lipaza
(Deckelbaum 1 sar., 2004), usled vece rastvorljivosti i pokretljivosti triglicerida sa
kracom duzinom lanca na ulje—voda medupovrsini nanoemulzije (Rossi i Leroux, 2007).
Kod nanoemulzija koje pak sadrze riblje ulje, smatra se da intravaskularna LPL-
posredovana lipoliza ima ograni¢enu ulogu u klirensu, verovatno zbog prisustva omega-
3 nezasi¢enih masnih kiselina na poloZaju sn2 triglicerida za koje LPL nije specifi¢na, i
koji se stoga sporije hidrolizuju (Hippalgaonkar i sar., 2010). Dodatak ribljeg ulja u
malom procentu u nanoemulzije koje sadrze MCT i LCT znacajno moze da promeni
njihov Kklirens i mehanizme preuzimanja u tkiva (Qi i sar., 2006).

Pokazano je takode da dodatak slobodnog holesterola moze da promeni metabolizam
trigliceridnih nanoemulzija izmenom vezivanja apolipoproteina na povrsini
nanoemulzionih kapi (Rossi i Leroux, 2007). Prisustvo slobodnog holesterola moze da
ili promovise klirens nanoemulzije ili da produzi vreme zadrzavanja u plazmi, zavisno
od vrste upotrebljenog emulgatora i uljane faze. Prema tome, da bi se utvrdilo da li
slobodan holesterol treba ukljuciti u formulaciju nanoemulzije ili ne, neophodan je
,case-by-case* pristup =zasnovan na unapred postavljenom ciljnom profilu
nanoemulzije. Pored toga, ispitivanja su neophodna kako bi se razumela
farmakokinetika i distribucija u tkiva nanoemulzija u prisustvu esterifikovanog
holesterola (Hippalgaonkar i sar., 2010).

Biodistribucija nanoemulzija moze da se promeni i zavisno od prirode fosfolipidnog
emulgatora (Rossi i Leroux, 2007). Utvrdeno je, na primer, da se nanoemulzije
stabilizovane fosfatidilholinom ili 1-palmitoil-2-oleil-sn-glicero-3-fosfatidilholinom
(POPC) metaboliSu na slican nacin kao hilomikroni, dok nanoemulzija zasnovana na
1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilholinu  (DPPC) najduze ostaje u plazmi;
trigliceridi povezani sa ovom nanoemulzijom elimini$u se veoma sporo, $to ukazuje na
njihovu manju osetljivost na hidrolizu pod dejstvom LPL. Osim toga, nema prenosa
fosfolipida na HDL. Ovakvi nalazi bi se mozda mogli objasniti razlikom u
(ne)zasi¢enosti acil lanaca izmedu razlicitih fosfolipidnih emulgatora. Pretpostavlja se
da je za brzu hidrolizu triglicerida pod dejstvom LPL i efikasan prenos fosfolipida na
HDL ¢estice neophodno prisustvo nezasi¢enog lanca u strukturi fosfolipida na poziciji

sn2 glicerola (Lenzo i sar., 1988; Rossi I Leroux, 2007).
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Generalno je prihvaceno da povrsinsko naelektrisanje nanoemulzije ima odredeni efekat
na brzinu preuzimanja nanoemulzionih kapi od strane MPS, mada je veza daleko od
jednostavne. Druge povrsinske karakteristike, kao sto je priroda emulgatora, mogu imati
prednost nad efektima samog povrSinskog naelektrisanja. Istrazivanja su pokazala da
izmedu ZP 1 brzine preuzimanja nanoemulzije od strane misjih peritonealnih makrofaga
ne postoji jasna korelacija, iako su se nanoemulzije sa najmanjim naelektrisanjem,
izradene sa nejonskim surfaktantom poloksamerom 338 odlikovale najmanjom brzinom
preuzimanja. Utvrdeno je, dalje, da se nanoemulzije sa veéim povrSinskim
naelektrisanjem (pozitivnim ili negativnim) fagocituju brze od onih sa neutralnim ili
slabo naelektrisanim povr§inama (Rossi i Leroux, 2007).

Jo§ jedan vazan faktor koji treba razmotriti kada se dizajniraju parenteralne
nanoemulzije kao nosaci lipofilnih lekovitih supstanci jeste sposobnost zadrzavanja
lekovite supstance unutar uljanih kapi nanoemulzije nakon intravenske primene.
Kontrola biodistribucije samih kapi nece povecati terapijski efekat ako se lekovita
supstanca oslobodi iz nosaca pre nego $to on dospe na ciljno mesto (Rossi i Leroux,
2007). Drugim rec¢ima, lipofilnost inkorporirane lekovite supstance ima vaznu ulogu u
biodistribuciji. Ako je lipofilnost niska, lekovita supstanca se moze prilino brzo
osloboditi iz uljanih kapi nanoemulzije u sistemsku cirkulaciju, a zatim dalje
metabolisati. Ako je pak lipofilnost dovoljno visoka, lekovita supstanca moze da se
zadrzi u uljanim kapima, koje onda funkcioniSu kao rezervoar lekovite supstance ili
pomazu u ciljnoj isporuci leka (Hormann i Zimmer, 2016). U literaturi se navode
ratliCite vrednosti za logP koje lekovita supstanca treba da ima da bi se sprecilo njeno
brzo oslobadanje iz nanoemulzije u sistemsku cirkulaciju, odnosno da bi ostala dovoljno
dugo inkorporirana u kapima nanoemulzije u sistemskoj cirkulaciji (Hippalgaonkar i
sar., 2010). Dobra strategija za povecanje vremena cirkulacije u Kkrvi i, posledi¢no,
promenu biodistribucije lekovite supstance primenjene u vidu nanoemulzije moze biti
poveéanje lipofilnosti lekovite supstance formiranjem kompleksa sa oleinskom
kiselinom (pr. doksorubicin- i likobetain-oleinska kiselina jonski kompleks) (Zhang i
sar., 2011; Zhao i sar., 2013) ili fosfolipidima (pr. etopozid-, vinorelbin- i klaritromicin-
fosfolipid kompleks) (Chen i sar., 2010; Li i sar., 2013; Lu i sar., 2009).
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1.7.3. Koncept diferencijalne adsorpcije proteina

Nakon intravenske primene, uljane kapi nanoemulzija sa inkorporiranom lekovitom
supstancom dolaze u kontakt sa preko hiljadu razlicitih proteina plazme, od kojih se
nekoliko stotina adsorbuje na povrSinu nanoemulzionih kapi, obrazujuéi proteinski
omota¢ poznat kao ,,corona“. Najpre se adsorbuju proteini sa malim afinitetom prisutni
u velikoj koncentraciji (,,50ft corona‘), a onda oni bivaju postepeno istisnuti proteinima
kojih ima u manjoj koncentraciji ali imaju ve¢i afinitet za povrSinu Cestica, §to kona¢no
dovodi do formiranja sloja ¢vrsto vezanih proteina oko kapi, koji ¢ine finalni omotac
(,,hard corona“) (Keck i sar., 2013; Mahon i sar., 2012). Krajem proslog veka je postalo
jasno i generalno je prihvaceno da upravo interakcija izmedu nanoemulzionih kapi 1
proteina plazme igra klju¢nu ulogu u odredivanju sudbine nanoemulzija in Vivo:
adsorbovani proteini mogu da interaguju sa specifi¢nim receptorima na membrani ¢elija
promovisu¢i preuzimanje u celije, utiCu na transport kroz bioloske barijere,
akumulaciju, degradaciju 1 klirens, drugim rec¢ima, odreduju biodistribuciju i
farmakokinetiku primenjenih nanoemulzija (Keck i sar., 2013; Mahon i sar., 2012;
Mduller 1 Goppert, 2007; Saptarshi i sar., 2013). Pored toga, sama povrSina
nanoemulzionih kapi moZe da indukuje konformacione promene u adsorbovanim
proteinskim molekulima, §to dalje moze da utice na sveukupnu biolosku reaktivnost
nanoemulzionih sistema (Saptarshi i sar., 2013).

Pokazano je da fizicko-hemijska svojstva nanocCesti¢nih nosaca, stoga i nanoemulzija,
imaju znacajan uticaj na selektivnost i specifi¢nost njihovih interakcija sa proteinima i
¢elijama (Mahon i sar., 2012); u tom smislu, profil adsorpcije proteina plazme
(kvalitativan i kvantitativan) zavisic¢e od fizicko-hemijskih osobina nanoemulzija (Keck
I sar., 2013). Jedinstvena povrSinska svojstva nanoemulzija uslovice, dakle, da se
odredeni proteini adsorbuju sa veéim prioritetom, dovode¢i do adherence
nanoemulzionih kapi za celije koje eksprimiraju odgovarajuce receptore na povrsini —
koncept diferencijalne adsorpcije. Prema tome, izmedu fizicko-hemijskih (povrSinskih)
svojstava nosaca lekovite supstance, profila adsorpcije proteina plazme i posledi¢ne
distribucije u organe postoji medusobna veza (slika 1.9). Fizicko-hemijska svojstva
odreduju sastav profila adsorbovanih proteina (opsonini, disopsonini, ciljni molekuli);

adsorbovani proteini odreduju posledi¢nu distribuciju u organe (Keck i sar., 2013;
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Muller i Goppert, 2007). Naravno, u slu¢aju nanoemulzija kao biodegradabilnih nosaca,
efekti biodegradacije ¢e se preklapati sa efektima adsorpcije (Keck i sar., 2013).

Analiza profila adsorpcije proteina plazme moze, prema tome, da pruzi informaciju
kako profili treba da izgledaju da bi se izbeglo, ili u najmanju ruku, minimizovalo
preuzimanje nosaca od strane MPS. Generalno, adsorpcija opsonina povecava, a
adsorpcija disopsonina smanjuje preuzimanje u MPS. Pored toga, ako je cilj da se
postigne ciljna isporuka lekovite supstance, pozeljno je prisustvo proteina koji
posreduje u preuzimanju u ciljne celije, pr. ApoE za ciljnu isporuku u mozak.
Pretpostavlja se da nosaci koji adsorbuju ApoE imitiraju lipoproteinske Cestice, Sto
dovodi do njihovog preuzimanja u mozak procesom endocitoze preko LDL receptora na
KMB (Keck i sar., 2013; Miiller i Goppert, 2007).

Koncept diferencijalne
adsorpcije proteina

Analiticke metode

Fizicko-hemijska ! Metode karakterizacije

svojstva pr. PCS, LD, AFM
7\ ¥ ; . )

Profil ad - Dvodimenzionalna
roly acsommcle g poliakrilamidna gel

i.v. nosaci
lekovite

upstance proteing elektroforeza (2D-PAGE)
W J . J
Distribucija u organe g Gama-scintigrafija
Afinitet za celije
\ J ~ s

Slika 1.9. Shematski dijagram koncepta diferencijalne adsorpcije proteina (preuzeto iz
Keck i sar., 2013).

Istrazivanja su pokazala da sastav nanoemulzija u smislu vrste uljane faze, sloja
emulgatora/stabilizatora na medupovrsini 1 inkorporiranja lekovite supstance, uti¢e na
profil (vrstu i1 koli¢inu) adsorbovanih proteina plazme, pri ¢emu sastav stabiliSuceg
sloja/medupovrsinskog filma ima najvazniju ulogu (Keck i sar., 2013). Vazan aspekt
prilikom primene parenteralnih nanoemulzija jeste da preuzimanje od strane MPS celija
bude §to manje, jer slabljenje funkcije MPS usled izrazene fagocitoze uljanih kapi moze

da poveca rizik od infekcije. Pokazano je da nanoemulzije zasnovane na MCT (pr.
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Lipofundin MCT) uzrokuju manje oste¢enje MPS u poredenju sa drugim komercijalnim
nanoemulzijama zasnovanim, na primer, na sojinom ulju (pr. Lipofundin N).
Poredenjem profila adsorpcije proteina plazme ovih nanoemulzija sa 10% uljane faze,
utvrdeno je da ne postoje znacajne razlike u kvalitativnom 1 kvantitativnom sastavu
adsorbovanih proteina, sa izuzetkom ApoE koji se u veéem procentu adsorbuje na
Lipofundin MCT, $to bi zapravo moglo da objasni manje oSte¢enje MPS nakon primene
ove nanoemulzije, usled brzeg klirensa iz cirkulacije preko LDL receptora na
hepatocitima (Keck 1 sar., 2013; Muller i Goppert, 2007). Kada se pak uporede
navedene nanoemulzije sa 20% ulja, nema nikakvih razlika u profilima adsorpcije
proteina. Zakljuceno je da sastav uljane faze moze da utiCe na profil adsorbovanja
proteina, ali u ograni¢enom stepenu, pri ¢emu prilikom interpretacije rezultata, odnos
uljane faze i lecitina, koji je razli¢it kod nanoemulzija sa 10% i 20% uljane faze (0,8% i
1,2%, lecitina, respektivno), kao i veli¢inu kapi, treba uzeti u obzir (Keck i sar., 2013).
Dominantan uticaj na profil adsorpcije proteina plazme parenteralnih nanoemulzija ima
sastav stabiliSuéeg sloja. Modifikacija povrSine parenteralnih nanoemulzija, promenom
vrste emulgatora ili dodatkom koemulgatora, moze da dovede do adsorbovanja razli¢itih
proteina plazme i, posledi¢no, razli¢itog ponasanja in vivo. Promenjena distribucija u
organe moze dalje da promeni farmakokineticke parametre (pr. Cmax, Tmax, AUC) i,
stoga, bioloSke efekte i/ili toksi¢nost nanoemulzija (Cupaioli i sar., 2014; Keck i sar.,
2013). Uoceno je, na primer, da dodatak soli masnih kiselina, natrijum-stearata i
natrijum-miristata, menja profil adsorpcije proteina originalne nanoemulzije
stabilizovane samo lecitinom, u smislu smanjenog vezivanja ApoC-II (aktivator LPL) i
neznatno povecanog vezivanja albumina. Uvodenje Solutola kao koemulgatora
(nejonski stabilizator koji sadrzi PEG lanac) u ove nanoemulzije ponistilo je efekat
masnih Kiselina na ApoC-II, a dalje je povecalo koli¢inu adsorbovanog albumina,
odgovornog za manje prepoznavanje od strane MPS (Keck i sar., 2013).

Takode je pokazano da prisustvo poloksamera 188 kao sternog stabilizatora u
nanoemulzijama na bazi lecitina, sa razli¢itim, pozitivnim i negativnim, povrSinskim
naelektrisanjem, S§titi povrSinu kapi od adsorpcije velikih proteina, kakvi su
imunoglobulini i fibrinogen, dok su proteini manje molekulske mase, poput
apolipoproteina i albumina, dominatno prisutni u profilima adsorpcije. Poredenjem,

medutim, nanoemulzija sa istim (anjonskim) povrSinskim naelektrisanjem koje je
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poticalo od razlicitih stabilizatora (oleinska i deoksiholna kiselina), uoCene su znacajne
razlike u profilima adsorpcije proteina (Tamilvanan i sar., 2005). To znaci da
posedovanje sli¢nog povrSinskog naelektrisanja ne dovodi automatski do adsorpcije
istih proteina. Dobijeni profili adsorpcije posledica su vise medusobno isprepletanih
povrsinskih svojstava nanoemulzija, u ovom slucaju, naelektrisanja i prisustva razlicitih
funkcionalnih grupa/molekulskih struktura te posledi¢nih promena u hidrofobnosti
povrsine (Keck i sar., 2013).

Inkorporiranje lekovite supstance u parenteralne nanoemulzije takode moze da uti¢e na
profil adsorbovanja proteina plazme zavisno od lokalizacije supstance u nanoemulziji
(uljano jezgro vs. medupovrsinski sloj). U slu¢aju malih i lipofilnih molekula (pr.
propofol, etomidat, diazepam) koji su smeSteni u uljanim kapima nanoemulzije,
zabelezeno je da nema razlike u profilu adsorbovanih proteina u poredenju sa
nanoemulzijama bez lekovite supstance. Kod amfifilnih lekovitih supstanci (pr.
amfotericin B) koje se lokalizuju u lecitinskom sloju, na ulje—voda medupovrs$ini, mogu
se pak ocekivati promene u fizicko-hemijskim svojstvima medupovrsine i, posledi¢no, u
profilu adsorpcije proteina plazme (Keck i sar., 2013; Muller i Goppert, 2007).
Poznavanje faktora koji uti€u na adsorpciju proteina plazme nakon intravenske primene
nanoemulzija svakako je od velike pomo¢i za dalji razvoj i kontrolisanu optimizaciju
proizvoda namenjenog ciljnoj isporuci lekovite supstance (Keck i sar., 2013; Muller i
Goppert, 2007). Poznavanje i kontrola klju¢nih faktora za distribuciju u ciljni organ
znace krace vreme potrebno za razvoj i veci uspeh na trZistu, ne samo za nanoemulzije
sa novim hemijskim entitetima nego i1 za genericke lekove. PoboljSanje distribucije u
ciljne organe i, stoga, farmakokinetike nanoemulzija, a na osnovu analize profila
adsorpcije proteina plazme i uspostavljanja veze sa fizicko-hemijskim osobinama
nanoemulzija, moze predstavljati dobar put ka razvoju ,super” generickih lekova
(,,super generics®, ,,added value generics®) ili novih, efikasnijih lekova na trzistu (Keck
I sar., 2013). Potrebno je, medutim, naglasiti da se vec¢ina studija sprovedenih u ovom
smeru fokusira na in vitro sisteme, te ekstrapolacija dobijenih rezultata u predvidanju

ponasanja nanoemulzija in Vivo ostaje izazov i zahteva dalja istrazivanja.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Da bi se obezbedio brz/kontrolisan transport lekovite supstance u mozak i poboljsala
njena bioloska raspolozivost na ciljnom mestu dejstva te terapijski efekat, namece se
Citav niz potencijalnih prepreka koje je neophodno prevazi¢i, pocev od specificnih
karakteristika same lekovite supstance, naime slaba rastvorljivost, znacajan
metabolizam prvog prolaza, nespecificna biodistribucija, efluks od strane P-
glikoproteina. Ovi kritiéni problemi, zajedno sa restriktivnim svojstvima KMB,
suoCavaju istrazivae sa znaCajnim izazovima u dizajniranju i implementaciji
adekvatnih formulacionih strategija i proizvodnih tehnologija za poboljSanje ciljne
isporuke lekovite supstance u mozak. Imajué¢i u vidu brojna privlacna svojstva,
ukljucujuc¢i biokompatibilnost, biodegradabilnost, fizicku stabilnost, jednostavan scale
up i, narocito, visok solubilizacioni kapacitet za lipofilne lekovite supstance, moguce
povecanje bioloske raspolozivosti, kontrolisano oslobadanje i ciljnu isporuku u razlicite
organe, poslednjih godina, u korak sa savremenim nanomedicinskim i nanotehnoloskim
trendovima, znacajna paznja fokusirana je na nanoemulzije kao obecavajuce nosace za
poboljsanu isporuku u mozak slabo rastvorljivih lekovitih supstanci nakon parenteralne
primene.

Iako su lipidne nanoemulzije klini¢ki odobrene za parenteralnu ishranu, a neke i za
intravensku isporuku lipofilnih lekovitih supstanci (pr. diazepam, propofol, etomidat),
visoki zahtevi za kvalitet i bezbednost parenteralnih farmaceutskih obika, specifi¢ne
osobine psihofarmakoloskih lekovitih supstanci, uticaj razli¢itih formulacionih i
procesnih parametara na fizicko-hemijska svojstva i stabilnost nanoemulzija, kao i uticaj
samog nanoemulzionog sistema na bioloske performanse inkorporirane lekovite
supstance, ¢ine razvoj parenteralnih nanoemulzija naro€ito izazovnim i ukazuju na
potrebu za ulaganjem dodatnih napora u cilju optimizacije formulacije, stabilnosti, i
sveukupnog in vivo ponaSanja nanoemulzionih sistema. lako je, na primer, diazepam
ve¢ formulisan u vidu komercijalno dostupnih injekcija tipa emulzije (pod zasti¢enim
nazivom Diazemuls), generalno nema podataka o njegovom farmakokinetickom profilu.
Osim za diazepam, pretpostavlja se da bi parenteralne nanoemulzije bile pogodan nosa¢
I za risperidon, atipi¢ni antipsihotik za koji na trziStu nema farmaceutskog oblika

pogodnog za tretman akutnih psihoti¢nih epizoda ili akutne agitacije, a koji bi bio
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posebno pozeljan u hitnim stanjima (kada je potrebna brza isporuka leka u mozak) i
kada pacijenti ne mogu ili odbijaju da uzmu oralne oblike.

U skladu sa prethodnim navodima, ova doktorska disertacija imala je za cilj razvoj
parenteralnih nanoemulzija kao perspektivnih nosata za slabo rastvorljive
psihofarmakoloske lekovite supstance kroz jedinstven, sveobuhvatni pristup — od
formulacije, izrade i optimizacije primenom koncepta eksperimentalnog dizajna, preko
fizicko-hemijske i biofarmaceutske karakterizacije i ispitivanja stabilnosti, do in vivo
procene sistemske dispozicije i efikasnosti isporuke inkorporirane lekovite supstance u

mozak pacova.

Da bi se realizovao navedeni cilj, eksperimentalni rad u okviru doktorske disertacije

podeljen je u tri faze, sa slede¢im pojedinac¢nim ciljevima:

Cilj prve faze eksperimentalnog rada bio je da se formulisu i optimizuju parenteralne
nanoemulzije kao potencijalni nosaci za slabo rastvorljive psihofarmakoloske lekovite
supstance, variranjem razli¢itih formulacionih i procesnih parametara, i da se proceni
uticaj ovih parametara na karakteristike i fiziCku stabilnost razvijenih nanoemulzija
primenom metodologije eksperimentalnog dizajna. U tu svrhu, nakon odabira
odgovaraju¢ih  bezbednih, biokompatibilnih, biodegradabilnih i funkcionalnih
komponenata nanoemulzija (uljana faza — na osnovu studija rastvorljivosti;
emulgatori/koemulgatori; vodena faza), metodom HPH (topli/hladni postupak) izradene
su placebo i nanoemulzije sa inkorporiranom model lekovitom supstancom,
stabilizovane kombinacijom lecitina i odgovarajuéeg sternog stabilizatora. Diazepam,
referentni benzodiazepin koji se uobicajeno koristi u predklini¢kim ispitivanjima novih
psihofarmakoloskih lekovitih supstanci, i risperidon, atipi¢ni antipsihotik sa smanjenom
tendencijom izazivanja ekstrapiramidalnih neZeljenih efekata, inkorporirani su u
nanoemulzije kao modeli lipofilnih, u vodi slabo rastvorljivih lekovitih supstanci. U
cilju optimizacije sastava formulacije i uslova izrade nanoemulzija, tokom procesa
razvoja, primenom punog faktorskog i generalnog faktorskog dizajna ispitivan je
istovremeni uticaj sadrzaja uljane faze, vrste lecitina, vrste koemulgatora, vrste vodene
faze, prisustva lekovite supstance i temperature homogenizacije na kriticne atribute
kvaliteta dobijenih nanoemulzija (veli¢ina kapi, PDI, ZP, viskozitet). S obzirom na broj

formulacionih i procesnih parametara variranih tokom procesa razvoja nanoemulzija,
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cilj je dakle bio da se izborom promenljivih od znac¢aja i njihovih nivoa kombinovanih u
okviru prostora eksperimentalnog dizajna, omoguci ne samo identifikacija faktora koji
imaju znacajan uticaj na vrednost ispitivanog odgovora, nego i kvantifikacija kako
direktnog efekta svake pojedinacne promenljive, tako i efekata njihovih interakcija, a sa
krajnjim ciljem dobijanja nanoemulzija optimalnih fizicko-hemijskih svojstava za

parenteralnu primenu i isporuku lekovite supstance u mozak.

U drugoj fazi eksperimentalnog rada odabrane optimalne formulacije nanoemulzija bez
I sa inkorporiranom model lekovitom supstancom podvrgnute su sistemati¢noj fizicko-
hemijskoj i biofarmaceutskoj karakterizaciji u cilju procene njihove pogodnosti za
parenteralnu primenu i isporuku lekova. Nanoemulzije su okarakterisane u pogledu
veli¢ine i raspodele veli¢ina kapi (PCS, LD, svetlosna mikroskopija), povrsinskog
naelektrisanja (merenje elektroforetske pokretljivosti i prevodenje u ZP), viskoziteta
(reoloska merenja), pH vrednosti, elektricne provodljivosti, morfologije (AFM) i
interakcija lek—nosa¢ (DSC, FT-IR spektroskopija). U cilju procene dugoro¢ne fizi¢ko-
hemijske stabilnosti, relevantna ispitivanja su ponovljena nakon godinu dana ¢uvanja
uzoraka na 25 + 2°C. Dodatno, ispitivana je mogucnost primene zavrsne toplotne
metode sterilizacije (121°C, 15 min, u autoklavu) i procenjen njen uticaj na stabilnost
razvijenih formulacija nanoemulzija. U cilju predvidanja in vivo ponasanja i ispitivanja
kinetike mehanizma oslobadanja model lekovitih supstanci inkorporiranih u
nanoemulzije, sprovedeno je in vitro ispitivanje brzine oslobadanja lekovite supstance iz
razvijenih, opimizovanih nanoemulzija primenom tehnike reverzne dijalize sa
vre¢icama, uz karakterizaciju dobijenih profila oslobadanja primenom razli¢itih

matematic¢kih modela.

Konac¢no, sprovodenjem in vivo farmakokineti¢kih studija i studija biodistribucije na
pacovima nakon parenteralne primene odabranih nanoemulzija sa diazepamom i
risperidonom kao model lekovitim supstancama, cilj tre¢e faze eksperimentalnog rada
bio je da se dobije uvid u farmakokineticke performanse i in vivo dispoziciju razvijenih
formulacija nanoemulzija i proceni uticaj samog nanoemulzionog sistema, kao nosaca,
na farmakokinetiku inkorporirane model lekovite supstance. Cilj je posebno bio da se
ispita uticaj same formulacije nanoemulzija u smislu rastu¢e koncentracije uljane faze
(20%, 30% 1 40% smese MCT i sojinog ulja u odnosu 4:1, m/m) i sastava ulje—voda

medupovrsinskog filma, pre svega vrste kostabilizatora/koemulgatora (P80, PL188,
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SHS15), na farmakokineticko ponaSanje inkorporirane model lekovite supstance,
ukljucujuéi odnose ekspozicije u plazmi i mozdanom tkivu, te efikasnost isporuke u
mozak nakon parenteralne primene. Dodatno, kao potpora farmakokineti¢kim nalazima,
a u cilju detaljnog razjasnjavanja da li bihejvioralni efekti lekovite supstance primenjene
parenteralno u vidu nanoemulzija mogu biti odraz profila koncentracija u plazmi i
mozdanom tkivu, sprovedena je farmakodinamska studija na pacovima, sa krajnjim
ciljem utvrdivanja potencijalnih veza izmedu fizicko-hemijskih osobina lekovite
supstance inkorporirane u nanoemulzioni nosac¢ i njene farmakokinetike, biodistribucije

i farmakodinamike.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Materijali

Za izradu placebo i ,,aktivnih* uzoraka nanoemulzija, odnosno nanoemulzija bez i sa
model lekovitom supstancom, koris¢eni su sledeci ekscipijensi: MCT (Fagron GmbH &
KG, Nemacka); sojino ulje (Lipoid Purified Soybean Oil 700), sojin lecitin (Lipoid S
75, fosfolipidi soje koji sadrze 70% fosfatidilholina, LS75), lecitin iz jajeta (Lipoid E
80, fosfolipidi iz jajeta koji sadrze 80% fosfatidilholina, LE80), natrijum-oleat (Lipoid
Sodium Oleate B) (Lipoid GmbH, Nemacka); polisorbat 80 (P80, polioksietilensorbitan
monooleat), benzilalkohol, butilhidroksitoluen (BHT) (Sigma-Aldrich Co., Misuri);
poloksamer 188 (PL188, Kolliphor® P 188), polioksil/makrogol 15 hidroksistearat
(Kolliphor® HS 15, Solutol® HS 15, SHS15) (BASF SE, Nemacka); glicerol (Merck
KgaA Nemacka); natrijum-hidroksid, kalijum-dihidrogenfosfat (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Nemacka); sveze dobijena ultradista voda (voda, visokopre¢is¢ena) (TKA
GenPure, TKA Wasseranfbereitungssysteme GmbH, Nemacka). Kao model lekovite
supstance koris¢eni su diazepam (Galenika a.d., Srbija) i risperidon (Balkanpharma-
Dupnitsa AD, Actavis, Bugarska). Sve ostale upotrebljne hemikalije i reagensi bili su
farmakopejskog (Ph. Eur, USP) ili hromatografskog (HPLC) kvaliteta 1 koriS¢eni su bez

daljeg precis¢avanja.

3.2. Metode

3.2.1. Ispitivanje rastvorljivosti

Rastvorljivost diazepama i risperidona kao model lekovitih supstanci u ¢istim uljima
(MCT, sojino ulje), smeSama ulja (MCT—sojino ulje u razli¢itim odnosima 1:1, 2:1, 3:1
i4:1, m/m), a u slucaju risperidona i u uljanim medijumima koji su sadrzali 2% (m/m)
sojinog lecitina, odredena je shake flask metodom. Model lekovita supstanca dodata je u
visku u 5 g svakog ispitivanog medijuma, a dobijene smeSe meSane su na orbitalnom
Sejkeru (IKA® KS 260 basic, IKA® Werke GmbH & Co. KG, Nemacka) pri brzini od
250 obrtaja/min, na temperaturi od 25 + 2°C, tokom 24 h. Nakon postizanja ravnoteze

uzorci su centrifugirani (Centrifuge MPW-56, MPW Med. Instruments, Poljska) 30 min,
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pri brzini od 5000 obrtaja/min, kako bi se odvojili nerastvoreni kristali model lekovite
supstance. Alikvot dobijenog supernatanta razblazen je metanolom, a koncentracija
model lekovite supstance odredena spektrofotometrijski primenom Varian Cary-100
UV-VIS spektrofotometra (Varian BV, Holandija) na 254 i 277 nm, za diazepam i
risperidon, respektivno. Kalibraciona kriva za diazepam u metanolu bila je linearna u
opsegu 1-10 pg/mL (R? = 0.99895), a za risperidon u opsegu 5-35 pg/mL (R? =
0.9942).

3.2.2. Izrada nanoemulzija

Shodno izabranoj model lekovitoj supstanci i sastavu, sve formulacije nanoemulzija
izradene su hladnim (25°C) ili toplim (50°C) HPH postupkom, u skladu sa prethodno
opisanom (Baspinar i sar., 2010; Jumaa i Miller, 1998a, 2002; Yilmaz i Borchert,
2005), ali malo izmenjenom procedurom. Najpre su uljana i vodena faza pripremljene
odvojeno. Uljana faza, koja se sastojala od ulja (smeSa MCT 1 sojinog ulja u masenom
odnosu 4:1), lipofilnog emulgatora (lecitin, sojin ili iz jajeta) i antioksidansa (BHT),
zagrejana je na 70°C uz slabo mesanje na magnetnoj mesalici (RH basic 2 IKAMAG®,
IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Nemacka), do potpunog rastvaranja lecitina. Dobijena
uljana faza je potom ohladena na Zeljenu temperaturu (25°C ili 50°C), nakon cega je u
nju dodat diazepam kao Cista supstanca, odnosno rastvor risperidona u benzilalkoholu
kao korastvaracu (50 mg/g), tako da finalna koncentracija u nanoemulziji bude 2 mg/g
diazepama, odnosno 1 mg/g risperidona. Vodena faza pripremljena je rastvaranjem
hidrofilnog emulgatora (P80, PL188 ili SHS15) i sredstva za izotonizaciju (glicerol) u
fosfatnom puferu odgovarajuée pH vrednosti (engl. phosphate buffer solution, PBS;
0,01 M) ili vodenom rastvoru natrijum-oleata (engl. sodium oleate solution, SOS), na
temperaturi od 25°C ili 50°C.

Dve faze jednakih temperatura su zatim pomeSane dodatkom vodene u uljanu fazu i
izradena preemulzija mesanjem na rotor-stator homogenizatoru (IKA Ultra-Turrax® T25
digital, IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Nemacka) 3 min, pri brzini od 8000 obrtaja/min
ili 10000 obrtaja/min, na 25°C ili 50°C. Da bi se dobila finalna emulzija, ovako izradena
gruba emulzija (prose¢na veli¢ina kapi oko 2 pum) propustena je kroz homogenizator
pod visokim pritiskom (EmulsiFlex-C3, Avestin Inc., Kanada), diskontinuiranim

postupkom, devet odnosno deset puta, pri pritisku od 500 bar i temperaturi od 25°C ili
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50°C. Dobijena nanoemulzija podeljena je u dva dela, pri ¢emu je jedan deo filtriran
pod asepti¢nim uslovima kroz membranski filter (MCE 0,22 um, Merck Millipore,
Masacusets), a drugi sterilisan parom na 121°C tokom 15 min (Autoklav serije 250,
Sutjeska, Srbija). Placebo nanoemulzije takode su izradene prema opisanoj proceduri,
samo bez inkorporirane model lekovite supstance. Sve formulacije nanoemulzija ¢uvane
su u dobro zatvorenim staklenim bocicama sa aluminijumskom krimp-kapicom na 25 +
2°C, a 24 h nakon izrade sprovedena je njihova sveobuhvatna karakterizacija. Sva
merenja izvedena su u triplikatu za svaki uzorak. Kodirana imena i sastav razvijenih
placebo nanoemulzija i nanoemulzija sa model lekovitom supstancom prikazani su u
tabelama 3.1 i 3.2.

Tabela 3.1. Sastav nanoemulzija diazepama i odgovaraju¢ih placebo nanoemulzija
izradenih hladnim postupkom homogenizacije pod visokim pritiskom (25°C, 500 bar, 9

ciklusa; preemulgovanje: 25°C, 3 min, 8000 obrtaja/min)

Sastav Formulacije nanoemulzija

(Yom/m) DZM20s P20s DZM30s P30s DZM20e P20e DZM30e P30e
Uljana

faza

Diazepam 0,2 - 0,2 - 0,2 - 0,2 -
MCT 16,0 16,0 24,0 24,0 16,0 16,0 24,0 24,0
Sojino ulje 4,0 4,0 6,0 6,0 4,0 4,0 6,0 6,0
LS75 2,0 2,0 3,0 3,0 - - - -
LES8O - - - - 2,0 2,0 3,0 3,0
BHT 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Vodena

faza

P80 2,0 2,0 3,0 3,0 2,0 2,0 3,0 3,0
Glicerol 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
PBS do 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

MCT: trigliceridi srednje duzine lanca; LS75: sojin lecitin; LE80: lecitin jajeta; BHT:
butilhidroksitoluen; P80: polisorbat 80; PBS: fosfatni pufer (0,1 M, pH 8,0).
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Tabela 3.2. Sastav nanoemulzija risperidona i odgovaraju¢ih placebo nanoemulzija
izradenih toplim postupkom homogenizacije pod visokim pritiskom (50°C, 500 bar, 10

ciklusa; preemulgovanje: 50°C, 1 min, 10000 obrtaja/min)

Formulacije nanoemulzija

(S(;:tri‘/’m) RSP- P-  RSP- p- RSP- p- RSP-  P-
P80 P80 PL188 PL188 SHSI5 SHS15 LS75 LS75
Uljana
faza
Risperidon 0,1 - 0,1 - 0,1 - 0,1 -
MCT 16,0 16,0 160 16,0 16,0 16,0 16,0 16,0
Sojino ulje 40 4,0 40 4,0 4,0 40 4,0 40
LS75 2,0 2.0 2,0 2.0 2.0 2,0 2.0 2,0
BHT 005 005 005 0,05 0,05 005 005 0,05
BA 2,0 2.0 2,0 2.0 2.0 2,0 2.0 2,0
Vodena
faza
P80 2,0 2,0 - - - - - -
PL188 _ - 2,0 2.0 _ _ - _
SHS15 - - - - 2,0 2,0 - -
Glicerol 225 225 225 2725 2,25 225 225 2,25
(':'Igt”“m' 003 003 003 0,03 0,03 003 003 003
Ulalista 1005 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000
voda do

MCT: trigliceridi srednje duzine lanca; LS75: sojin lecitin; BHT: butilhidroksitoluen; BA:
benzilalkohol; P80: polisorbat 80; PL188: poloksamer 188; SHS15: Solutol® HS 15.

3.2.3. Metodologija eksperimentalnog dizajna

Tokom razvoja i optimizacije nanoemulzija, metodologija eksperimentalnog dizajna
koriS¢ena je u cilju identifikacije 1 sistemati€ne procene istovremenog uticaja vise
formulacionih i procesnih parametara na osobine kriticne za kvalitet 1 stabilnost
razvijenih nanoemulzija. U tom smislu, sprovedena su preliminarna ispitivanja pri ¢emu
je utvrdeno da su vrsta 1 udeo uljane faze, vrsta emulgatora i koemulgatora, kao 1 vrsta
vodene faze vazni faktori formulacije koji znac¢ajno mogu uticati na fizi¢ko-hemijska
svojstva i stabilnost nanoemulzija. S druge strane, ustanovljeno je da je temperatura
procesa homogenizacije kritiCan procesni parametar koji uti¢e na smanjenje veliCine
kapi tokom HPH. Na osnovu navedenih nalaza, primenom komjuterski generisanog
eksperimentalnog dizajna sprovedena je faktorska analiza kako bi se procenio kako
direktan efekat svake pojedinacne promenljive, tako i efekat njihovih interakcija na

karakteristike nanoemulzionog sistema.
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U prvom setu eksperimenata, primenom punog faktorskog dizajna (2°) ispitivan je uticaj
tri faktora formulacije, i to koncentracije uljane faze (A), vrste lecitina (B) i prisustva
diazepama kao model lekovite supstance (C), i njihovih interakcija, na fizicko-hemijska
svojstva dobijenih nanoemulzija. Ispitivani faktori varirani su na dva nivoa (-1, +1), pri
¢emu je kodirani —1 nivo odgovarao donjoj, a kodirani +1 nivo gornjoj grani¢noj
vrednosti svake nezavisno promenljive (tablela 3.3). U skladu sa primenjenim dizajnom,
generisano je osam eksperimentalnih proba ¢iji je redosled izvodenja randomizovan
kako bi se zadovoljio statisti¢ki zahtev za nezavisnost opservacija. Razlicite formulacije
izradene su u duplikatu. Kao odgovori sistema, tj. zavisno promenljive, praceni su
prosecna veli¢ina kapi (Z-Ave), PDI, ZP i viskozitet izradenih nanoemulzija. Shema

eksperimenata prema 23 punom faktorskom dizajnu i dobijeni odgovori prikazani su u

tablelama 3.4 1 4.1.1, respektivno.

Tabela 3.3. Ispitivani faktori i njihovi nivoi (kodirani, stvarni) koriséeni u 23 punom

faktorskom dizajnu

S Nivoi
Ispitivani faktor = =
privant Donji (-1) Gornji (+1)
A: Sadrzaj uljane faze (% m/m) 20 30
B: Vrsta lecitina Sojin lecitin Lecitin iz jajeta

C: Model lekovita supstanca (DZM)  Odsustvo (0 mg/g)  Prisustvo (2 mg/g)

Tabela 3.4. Eksperimentalni plan prema 22 punom faktorskom dizajnu

Ispitivani Formulacije nanoemulzija
faktor P20s P30s P20e P30e DzZM20s DZM30s DZM20e DZM30e
A -1 +1 -1 +1 -1 +1 -1 +1
B -1 -1 +1 +1 -1 -1 +1 +1
C -1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 +1

A: sadrzaj uljane faze; B: vrsta lecitina; C: model lekovita supstanca (DZM).

U drugom setu eksperimenata, u cilju procene istovremenog uticaja dva formulaciona i
jednog procesnog parametra na kriticne atribute kvaliteta nanoemulzija, primenjen je
generalni faktorski dizajn. Ulazni parametri (nezavisno promenljive) odabrani za
analizu faktorskih efekata i nivoi na kojima su varirani bili su: vrsta koemulgatora (A) —
P80/PL188/SHS15; wvrsta vodene faze (B) — 0,01 M fosfatni pufer (pH 9,0)
(PBS)/ultracista voda koja je sadrzala 0,03 % natrijum-oleata (pH 9,0) (SOS); i tip HPH
metoda (C) — hladni postupak/topli postupak (tablela 3.5), dok su kao odgovori sistema
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(zavisno promenljive) praceni Z-Ave, PDI i ZP izradenih nanoemulzija. U skladu sa
primenjenim generalnim faktorskim dizajnom, generisano je i randomizovano izvedeno
24 eksperimentalnih proba, ukljucuju¢i dva ponavljanja po seriji; plan eksperimenata i

odgovori dobijeni za svaki eksperiment prikazani su u tabelama 3.5 1 4.1.2, respektivno.

Tabela 3.5. Matriks generalnog faktorskog dizajna

Ispitivani faktori

Broj - Vrsta Vrsta vodene HPH metod
eksperimenta Formulacija koemulgatora (A) faze (B) (C)
Stvarni  Kodirani Stvarni Kodirani Stvarni Kodirani
nivo nivo nivo nivo nivo nivo
1 P80Pc P80 {10} PBS -1 Cold -1
2 P80Ph Hot 1
3 P80Sc SOS 1 Cold -1
4 P80Sh Hot 1
5 PL188Pc PL188 {01} PBS -1 Cold -1
6 PL188Ph Hot 1
7 PL188Sc SOS 1 Cold -1
8 PL188Sh Hot 1
9 SHS15Pc SHS15 {-1-1} PBS -1 Cold -1
10 SHS15Ph Hot 1
11 SHS15Sc SOS 1 Cold -1
12 SHS15Sh Hot 1

P80: polisorbat 80; PL188: poloksamer 188; SHS15: Solutol® HS 15; HPH: homogenizacija pod
visokim pritiskom; PBS: 0,01 M fosfatni pufer (pH 9,0); SOS: ultradista voda koja je sadrzala
0,03% natrijum-oleata (pH 9,0); cold: hladni postupak (25°C); hot: topli postupak (50°C).

Sve formulacije nanoemulzija izradene su bez inkorporirane lekovite supstance, sa 20% uljane
faze (smesa MCT i sojinog ulja u odnosu 4:1), 2% sojinog lecitina, 0,05% butilhidroksitoluena,

2% benzilalkohola, 2% koemulgatora, i 2,25% glicerola.

Eksperimentalni podaci dobijeni primenom punog faktorskog i generalnog faktorskog
dizajna, prema prikazanim planovima eksperimenata (tabele 3.4 i 3.5), uklapani su u

odgovaraju¢i polinomski (faktorski) model prvog reda ¢iji je opSti oblik opisan

slede¢om jednacinom (3.1):

Y =4, + pA+ B,B+ B,C+ B,AB+ B,AC + ,.BC + ,,,ABC (3.1)

gde je Y posmatrani odgovor sistema ili zavisno promenljiva; Bo je odsecak, odnosno

srednji efekat; B1, B2 1 B3 su linearni koeficijenti uz odgovarajuce nezavisno promenljive
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(A, B, C); a P12, P13, P23 1 P12z Kkoeficijenti interakcija pridruzeni odgovaraju¢im
interakcijama ispitivanih faktora (AB, AC, BC, ABC); koeficijenti B1—B123 pokazuju
efekat pojedinacnih faktora i njihovih interakcija na vrednost posmatranog odgovora.

Za planiranje eksperimenata, obradu podataka i statisticku analizu (analiza varijanse,
ANOVA) dobijenih rezultata koriséen je Design—Expert® softverski paket (verzija 9.0.1
trial; Stat-Ease Inc., Minesota, SAD). Matemati¢ki model koji najbolje opisuje vezu
izmedu ispitivanih faktora i izmerenih odgovora nanoemulzija predlozen je na osnovu
statisticki znacajnih ¢lanova modela (faktori i interakcije faktora, p < 0,05), neznacajnog
lack of fit (neadekvatnost modela, p > 0,05), kao i najviS§ih vrednosti koeficijenta
visestruke korelacije (R?) i prilagodenog koeficijenta visestruke korelacije (adjusted R?)
(0,9-1). Radi lakSeg tumacenja dvofaktorskih interakcija i boljeg razumevanja efekta
jednog faktora pri promeni nivoa drugog faktora, dobijeni rezultati prikazani su i
graficki u vidu dijagrama interakcija, trodimenzionalnih dijagrama povrsine odgovora i
dvodimenzionalnih konturnih dijagrama koji prikazuju ispitivane odgovore (Z-Ave,

PDI, ZP, viskozitet) na razli¢itim kombinacijama nivoa faktora.

3.2.4. Karakterizacija nanoemulzija
3.2.4.1. Analiza velicine kapi

Prosec¢na velicina kapi (hidrodinamicki prosecan prec¢nik, engl. intensity-weighted mean
diameter, Z-average diameter, Z-Ave) i raspodela veli¢ina kapi nanoemulzija (indeks
polidisperznosti, PDI) odredene su tehnikom dinamickog rasipanja svetlosti, poznatom i
kao foton korelaciona spektroskopija (PCS), primenom uredaja Zetasizer Nano ZS90
(Malvern Instruments Ltd., Velika Britanija). Ovom tehnikom meri se stepen fluktuacija
intenziteta rasute svetlosti usled Braunovog kretanja cestica’kapi u uzorku i wvrsi
prevodenje u velicinu kapi pomocéu Stokes—Einstein jednacine ugradene u softver
uredaja (Malvern Dispersion Technology Software — DTS (Nano), verzija 5.00). Da bi
se umanjio uticaj gustine i viskoziteta nanoemulzija na rezultate merenja, uzorci
nanoemulzija su pre merenja razblazeni ultrac¢istom vodom ili sveze pripremljenim 0,01
M fosfatnim puferom (1:500, v/v). Merenja su sprovedena u polistirenskim kivetama za
jednokratnu upotrebu, na temperaturi od 25°C, pod uglom rasipanja svetlosti od 90°,

primenom He—Ne lasera na 633 nm.
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Da bi se detektovalo eventualno prisustvo male frakcije vecih kapi, kao dodatna metoda
za procenu veliCine kapi nanoemulzija primenjena je tehnika statickog rasipanja
svetlosti, poznata i kao laserska difrakcija (LD). Merenja su izvedena na uredaju
Malvern Mastersizer 2000 (Malvern Instruments Ltd.) integrisanim sa softverom
(Malvern 2000, verzija 5.22) koji analizira zavisnost izmedu ugla rasipanja svetlosti i
velicine kapi (Sto je kap vec¢a, manji je ugao pod kojim se svetlost rasipa), i, primenom
Mie teorije, daje zapreminsku raspodelu veli¢ina kapi u nanoemulziji. Merenja su
sprovedena na 25°C, uz upotrebu ultraciste vode kao medijuma za dispergovanje kapi
nanoemulzija. Kao Kkriti¢ni parametri ovog dela karakterizacije izracunati su LD
prec¢nici, tj. volumenski dijametri kapi (engl. volume-weighted diameters) d(0.1), d(0.5),
d(0.9), d(0.99), i D[4,3], koji opisuju procenat kapi u datoj zapremini uzorka koji ima
manju velicinu od date vrednosti. Tako na primer precnik d(0.5) (engl. median volume
particle size) znac¢i da 50% zapremine uzorka sadrzi kapi manje od ,,d(0.5)* vrednosti, a
50% uzorka ¢ine kapi vece od ove vrednosti. Pre¢nik d(0.9) znaci da 90% zapremine
uzorka ima veli¢inu kapi manju od ,,d(0.9)“ vrednosti, i predstavlja osetljiv parametar za
utvrdivanje prisustva vecih kapi, kao i agregata kapi.

3.2.4.2. Mikroskopska analiza

U cilju detekcije eventualnog prisustva ve¢ih mikrometarskih kapi, agregata kapi ili
nerastvorenih Kkristala model lekovite supstance, nerazblazeni uzorci nanoemulzija
posmatrani su pod svetlosnim/polarizacionim mikroskopom Carl Zeiss ApoTome
Imager Z1 (Zeiss, Nemacka), integrisanim sa AxioCam ICcl digitalnom kamerom i
AxioVision 4.6 softverskim paketom. Pregled ispitivanih uzoraka izveden je pri
uveli¢anjima 100x, 200x i 400x.

Dublji i pouzdaniji uvid u strukturu i morfologiju nanoemulzija (oblik, veli¢ina,
povrSinske karakteristike kapi) postignut je primenom mikroskopije atomskih sila
(AFM), upotrebom NTEGRA prima mikroskopa sa skeniraju¢om sondom, odnosno
mikroskopa atomskih sila (NT-MDT, Rusija). Pre analize, uzorci nanoemulzija
razblazeni su ultracistom vodom (1:100, v/v), nakon ¢ega je kap (10 pL) razblazenog
uzorka direktno naneta na okruglu mika plocicu dijametra 15 mm i debljine 0,21 mm
(Highest Grade V1 Mica Discs, Ted Pella Inc., Kalifornija), i osusena u vakuumu kako

bi se uklonio visak vode. Zbog same prirode uzoraka, AFM merenja su sprovedena na

70



vazduhu, u tapkaju¢em modu (engl. intermittent-contact mode), pri ¢emu su kori$¢ene
AFM sonde NT-MDT NSGOL izradene od silicijuma N-tipa dopiranog antimonom koje
sa gornje strane imaju reflektujucu prevlaku od zlata. Ove merne gredice imaju sledece
parametre: nominalna konstanta sile (opruge) 5,1 N/m, rezonantna frekvencija 87—-230
kHz, radna frekvencija 150 kHz, i frekvencija skeniranja 0,5 Hz. Obrada i analiza
dobijenih slika topografije i ,,signala greske“ izvrSene su primenom Image Analysis
2.2.0 softverskog paketa (NT-MDT, Rusija).

3.2.4.3. Analiza zeta potencijala

Povrsinsko naelektrisanje kapi nanoemulzija odredeno je primenom uredaja Zetasizer
Nano ZS90 (Malvern lustruments Ltd.), merenjem elektroforetske pokretljivosti kapi u
elektricnom polju koja se softverski, pomoc¢u Helmholtz—Smoluchowski jednacine,
prevodi u zeta potencijal (ZP). Merenje je sprovedeno na 25°C u savijenoj kapilarnoj
¢eliji za jednokratnu upotrebu (engl. folded capillary cell DTS 1060), odmah nakon
razblazivanja uzorka ultrac¢istom vodom (1:500, v/v) ¢ija je provodljivost podesena na
50 puS/cm dodatkom rastvora elektrolita (0,1 M fosfatni pufer), kako bi se izbegle

fluktuacije u ZP, usled varijacija u elektricnoj provodljivosti same ultraciste vode.

3.2.4.4. ReoloSka analiza

Reolosko ponaSanje razvijeih nanoemulzija diazepama i1 odgovaraju¢ih placebo
nanoemulzija procenjeno je primenom rotacionog reometra Rheolab MC 120 (Paar
Physica, Nemacka) upotrebom Z3 DIN mernog sistema tipa rotiraju¢eg cilindra (,,cup
and bob*). Merenja su izvedena na 20 * 0,1°C, pri brzini smicanja od 0 do 100 s i
obrnuto. S druge strane, reoloska ispitivanja odabranih nanoemulzija risperidona i
odgovaraju¢ih placebo nanoemulzija izvedena su primenom rotacionog viskozimetra
Visco Elite-R (Fungilab S.A., Spanija), opremljenog adapterom za tenosti niskog
viskoziteta (LCP) i podrzanog Supervisc softverskim paketom (Fungilab S.A.). Merenja
su sprovedena na temperaturi od 20 £ 0,1°C, pri brzini rotiranja u opsegu 100-200
obrtaja/min. Vrednosti prividnog viskoziteta, ocCitane sa krivih viskoziteta pri
maksimalnoj brzini smicanja/rotiranja, koris¢ene su za karakterizaciju uzoraka

nanoemulzija.
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3.2.4.5. Merenje pH vrednosti

pH vrednost izradenih nanoemulzija merena je direktnim uranjanjem elektrode pH

metra HI 9321 (Hanna Instruments Inc., Mic¢igen) u ispitivani uzorak, na 25 + 1°C.

3.2.4.6. Merenje elektri¢ne provodljivosti

Elektricna provodljivost nanoemulzija merena je direktnim uranjanjem elektrode
konduktometra senslON™ + EC71 (ShangHai Shilu Instruments Co., Ltd., Kina) u

uzorak nanoemulzije, na 25 + 2°C.

3.2.4.7. Diferencijalna skenirajuca kalorimetrija

Procena fizickog stanja model lekovite supstance u formulisanim nanoemulzijama i
mogucih interakcija izmedu inkorporirane lekovite supstance i ostalih komponenata
nanoemulzije izvrSena je primenom diferencijalne skenirajuc¢e kalorimetrije (engl.
differential scanning calorimetry, DSC). DSC termogrami pojedina¢nih sastojaka
nanoemulzija, kao i samih nanoemulzija bez i sa inkorporiranom model lekovitom
supstancom snimljeni su na uredaju Mettler DSC 820 (Mettler Toledo GmbH
Analytical, Nemacka). Male koli¢ine uzoraka (1-7 mg) Cistih supstanci i hanoemulzija
precizno su odmerene na analitickoj vagi XP205 DeltaRange® (Mettler Toledo,
Nemacka) u standardnim aluminijumskim posudama, koje su zatim hermeticki
zatvorene. Uzorci su zagrevani na temperaturi izmedu 25°C 1 250°C, brzinom
zagrevanja od 10°C/min, pri konstantnom protoku azota od 50 mL/min, pri ¢emu je
prazna aluminijumska posudica koriS¢ena kao referentna. Da bi se izbegao proces
isparavanja vode 1 njegov uticaj na tumacenje dobijenih rezultata, dodatno su
pripremljeni 1 osuSeni uzorci odabranih nanoemulzija tako §to je 10 pL nanoemulzije
stavljeno u aluminijumsku posudu i osuSeno na vazduhu. OsuSeni uzorci su potom
precizno odmereni, hermetic¢ki zatvoreni i1 analizirani pod gore navedenim uslovima.
Termoanaliticki parametri kao $to su entalpija, poCetna (onset) temperatura (Tonset), |
temperatura topljenja koja odgovara maksimumu na krivi topljenja (Tpeak) izracunati su

primenom Mettler Toledo STAR® softverskog paketa.

72



3.2.4.8. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom/FT-IR

spektroskopija

Kao suplementarna tehnika za ispitivanje intermolekulskih hemijskih interakcija u
nanoemulzionom sistemu i potencijalne rekristalizacije inkorporirane model lekovite
supstance primenjena je FT-IR spektroskopija. FT-IR spektri placebo i ,,aktivnih*
uzoraka nanoemulzija, kao i Cistih supstanci koje ulaze u njihov sastav, snimljeni su
pomocu BOMEM Hartmann & Braun MB-Series FT-IR spektrofotometra (ABB
Bomem Inc., Kanada). Pre ispitivanja, uzorci Ciste lekovite supstance pripremljeni su
metodom sa kalijum-bromidom (tehnika KBr pastile), dok su uzorci nanoemulzija
pripremljeni tako Sto je 10 uL nanoemulzije stavljeno na KRS-5 ploc¢icu 1 osuSeno u
vakuumu. FT-IR spektri svih uzoraka snimljeni su u opsegu talasnih duzina od 4000
cm* do 400 cm2, primenom 10 pregleda po spektru, sa rezolucijom od 4 cm™.

3.2.5. Ispitivanje stabilnosti nanoemulzija

U cilju procene dugorocne stabilnosti razvijenih formulacija nanoemulzija, kao i
stabilnosti nakon procesa sterilizacije parom (zagrevanje u autoklavu), sprovedena su
merenja proseCne veli¢ine kapi, PDI, ZP, viskoziteta, pH vrednosti i elektri¢ne
provodljivosti izradenih nanoemulzija, primenom prethodno opisanih metoda, inicijalno
(jedan dan nakon izrade), i ponovljena nakon dva meseca, ¢etiri meseca ili godinu dana

Cuvanja uzoraka, filtriranih i autoklaviranih, na 25 + 2°C /55 + 5% RH.

3.2.6. In vitro ispitivanje brzine oslobadanja model lekovite supstance iz

nanoemulzija

In vitro ispitivanje brzine oslobadanja model lekovite supstance iz optimizovanih
nanoemulzija sprovedeno je primenom bulk equilibrium tehnike reverzne dijalize sa
vre¢icama. Dijalizne vrecice (celulozna membrana, Mr cut-off 12000) napunjene sa 5
mL medijuma — akceptorska faza — uronjene su u 300 mL istog medijuma u kome je,
nakon uspostavljanja ravnoteze, dispergovano 3 mL ispitivane nanoemulzije — donorska
faza. Kao medijum je koriS¢ena smesa fosfatnog pufera pH 7,4 (USP) i metanola u
odnosu 80:20 (v/v), a studije oslobadanja izvedene su na temperaturi od 37 = 1°C, uz

konstantno mesanje (ES-20 orbitalni sejker—inkubator, Biosan SIA., Latvija), kako bi se
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simulirali in vivo uslovi. U definisanim vremenskim intervalima (5, 10, 20, 40, i 60 min
u slu¢aju nanoemulzija diazepama, odnosno 5, 15, 30, 60, 90, i 180 min u slucaju
nanoemulzija risperidona) izvrSeno je uzorkovanje sadrzaja dijalizne vrelice i iste
zapremine okolnog medijuma, a koncentracija oslobodene lekovite supstance u
uzorcima odredena UV spektrofotometrijski primenom Evolution 300 spektrofotometra
(Thermo Fisher Scientific, SAD) na talasnoj duzini maksimuma apsorpcije (A =230 nm
za diazepam; A = 277 nm za risperidon). Kinetika oslobadanja model lekovitih supstanci
iz ispitivanih nanoemulzija procenjena je primenom razli¢itth matematickih modela
(nultog reda, prvog reda, Higuchi, Baker—Lonsdale, Korsmeyer—Peppas) pomocu

DDSolver paketa za Microsoft Excel aplikacije.

3.2.7. Farmakokineticki i bihejvioralni eksperimenti
3.2.7.1. Zivotinje

Farmakokineti¢ka i bihejvioralna svojstva odabranih nanoemulzija sa inkorporiranom
model lekovitom supstancom (diazepam i risperidon) procenjena su na zdravim albino
pacovima muskog pola, soja Wistar (VVojna farma, Srbija). Eksperimenti su sprovedeni
u skladu sa EU Direktivom 2010/63/EU, uz pridrZavanje protokola odobrenog od strane
Etickog komiteta za rad sa eksperimentalnim Zivotinjama, Univerziteta u Beogradu —
Farmaceutskog fakulteta. Pacovi (telesne mase 250-300 g) drzani Su u vivarijumu
Farmaceutskog fakulteta, u standardnim kavezima od pleksiglasa, u grupama od 4-6
zivotinja po kavezu, u dnevno/noénom ciklusu od 12 h (ukljucivanje svetla u 6:00 h),
pod kontrolisanim uslovima temperature (22 + 1°C), relativne vlaznosti (40—70%) i
svetlosti (120 1x). Hrana (Veterinarski institut, Zemun) i ¢esmenska voda bile su

zivotinjama dostupne ad libitum.

3.2.7.2. In vivo farmakokineti¢ke i studije biodistribucije
3.2.7.2.1. Eksperimentalni protokol i sakupljanje bioloskih uzoraka

U prvom setu eksperimenata, u cilju utvrdivanja farmakokineti¢kog profila diazepama
inkorporiranog u razvijene formulacije nanoemulzija sa rastu¢im udelom uljane faze
(20, 30 i 40%), pacovi su nasumicno podeljeni u 4 grupe od po 15 Zivotinja (po 3

zivotinje za svaku od predvidenih 5 vremenskih tacaka). Pacovi grupe I, I i III primili
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su nanoemulzije diazepama - DZM20s, DZM30s i DZM40s, respektivno,
intraperitonealnim putem u dozi od 4 mg/kg (volumen injektovanja 2 mL/kg), dok je
pacovima grupe IV data ista doza rastvora diazepama (2 mg/mL diazepama u smesi
apsolutnog etanola, propilenglikola i vode, 25:25:50, v/v), injektovanjem u repnu venu.
U drugom setu eksperimenata, u cilju procene sistemske dispozicije i efikasnosti
isporuke u mozak risperidona formulisanog u vidu nanoemulzija, kao i procene uticaja
samog nanoemulzionog sistema kao nosaca na farmakokinetiku inkorporirane model
lekovite supstance, pacovi su nasumi¢no podeljeni u 6 grupa od po 18 Zivotinja (po 3
zivotinje u svakoj od 6 vremenskih tacaka). Tretmani (rastvor risperidona — RSP-Sol, i
Cetiri razli¢ite nanoemuzije risperidona — RSP-P80, RSP-PL188, RSP-SHS15 i RSP-
LS75) primenjeni su intraperitonealno u dozi od 1 mg/kg, $to je odgovaralo volumenu
injektovanja od 1 mL/kg. Dodatno, u cilju procene apsolutne bioloske raspolozivosti,
jedna grupa pacova dobila je istu dozu (1 mg/kg) rastvora risperidona, RSP-Sol (1
mg/mL risperidona u ultracistoj vodi koja je sadrzala 0,25% (m/v) natrijum-hlorida,
0,4% (m/v) vinske kiseline i onoliko natrijum-hidroksida koliko je potrebno da se pH
podesi na 5,0) intravenskim putem u repnu venu.

U treCem setu eksperimenata koji su imali za cilj sticanje dubljeg uvida u
farmakokineti¢ke profile odabranih nanoemulzija risperidona 1 povezanost sa njihovim
bihejvioralnim efektima, pacovi su nasumicno podeljeni u 3 grupe sa po 21 zZivotinjom
(3 zivotinje x 7 vremenskih tacaka), koje su primile redom dve nanoemulzije
risperidona (RSP-P80 i RSP-LS75) i rastvor risperidona (RSP-Sol), intraperitonealno u
dozi od 1 mg/kg, tj. 1 mL/Kkg.

U prethodno definisanim vremenskim intervalima, tj. 5, 10, 20, 40 i 60 min (prvi set
eksperimenata) nakon aplikacije nanoemulzija i rastvora diazepama, odnosno 5, 10, 20,
40, 60 1 180 min (drugi set eksperimenata) ili 5, 15, 30 min, 1, 3, 6 i 24 h ( tre¢i set
eksperimenata) nakon primene nanoemulzija i rastvora risperidona, Zivotinjama, koje su
prethodno anestezirane ketaminom (100 mg/kg, intraperitonealno), izvadena je krv
punkcijom iz srca, a sakupljeni uzorci krvi centrifugirani su (2500 obrtaja/min, 10 min;
Centrifuge MPW-56, MPW Med. Instruments, Poljska) kako bi se dobila plazma.
Pacovi su potom Zrtvovani dekapitacijom, nakon ¢ega su pazljivo izvadeni intaktni, celi

mozgovi i delovi jetre, odmereni, homogenizovani u 5 mL metanola (IKA Ultra-
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Turrax® T25 digital), a dobijeni homogenati mozdanog tkiva i jetre centrifugirani na

6000 obrtaja/min tokom 20 min (Centrifuge MPW-56).

3.2.7.2.2. Odredivanje Kkoncentracije model lekovite supstance u plazmi i

moZdanom tkivu pacova

Koncentracije model lekovitih supstanci, diazepama i risperidona, kao i aktivnog
metabolita risperidona (9-hidroksirisperidon, 9-OH-risperidon) nastalog nakon primene
risperidona, u dobijenim uzorcima plazme i supernatantima homogenata mozdanog
tkiva 1 jetre odredivane su metodom ultra-visokoefikasne te¢ne hromatografije
spregnute sa masenom spektrometrijom (UHPLC-MS/MS), kojoj je prethodila priprema
uzoraka Cvrsto-te¢nom ekstrakcijom (engl. solid phase extraction, SPE). Sama
procedura sastojala se iz prekondicioniranja Oasis HLB kertridza za SPE (Waters
Corporation, Milford, Masacusets) metanolom i precis¢enom vodom, nakon cega su
kertridzi optereceni bioloskim materijalom (plazma, supernatant homogenata mozdanog
tkiva ili jetre) i rastvorom internog standarda, a potom ispirani prec¢is¢enom vodom i
metanolom kako bi se uklonile endogene necisto¢e. Na kraju je izvrSeno eluiranje
analita sa kertridza metanolom (I mL, tokom 1 min), a dobijeni eluati (5-20 pL)
injektovani su u Thermo Scientific Accela 600 UPLC sistem povezan sa Thermo
Scientific TSQ Quantum Access MAX trostrukim kvadropolnim masenim analizatorom
(Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, USA) opremljenim sa elektrosprej jonskim
(engl. electrospray ionization, ESI) izvorom.

Razdvajanje je izvedeno na XTerra® MS C18 koloni (2,1x150 mm, 3,5 pm, Waters
Corporation, Milford, Masacusets) na 25°C. Prilikom odredivanja koncentracije
diazepama kao mobilna faza koriS¢ena je smeSa metanola 1 0,1% mravlje kiseline u
ultracistoj vodi (80:20, v/v), sa brzinom protoka od 0,5 mL/min, a vreme trajanja analize
bilo je 2,1 min. Prilikom odredivanja koncentracije risperidona i njegovog aktivnog
metabolita 9-OH-risperidona, mobilna faza se sastojala iz smeSe acetonitrila i 0,1%
mravlje kiseline u ultracistoj vodi (65:35, v/v), sa brzinom protoka od 0,5 mL/min, a
vreme trajanja analize bilo je 3 min. Parametri ESI izvora i MS parametri bili su sledeci:
napon izvora 5 kV, azot kao nebulizacioni gas (pritisak glavnog gasa 45 jedinica,
pritisak pomo¢nog gasa 30 jedinica), argon kao kolizioni gas (2,5 mTorr), temperatura

isparavanja 350°C, temperatura kapilare 300°C, i vreme skeniranja 0,3 s za diazepam i
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0,2 s za risperidon. Kvantifikacija je sprovedena primenom selektivnog moda (engl.
selected reaction monitoring mode), pra¢enjem izabranih jonskih prelaza: m/z
285—193, 154 (diazepam), m/z 304—258 (interni standard za diazepam), m/z 411—191
(risperidon), m/z 348—303 (interni standard za risperidon), i m/z 427—207 (9-OH-
risperidon). Za prikupljanje i analizu dobijenih podataka koriS¢en je Thermo Xcalibur

2.1 softverski paket (Thermo Fisher Scientific, San Jose, Kalifornija).

3.2.7.2.3. Farmakokineticka analiza

Neprostorna farmakokineticka analiza u plazmi, mozgu 1 jetri nakon intraperitonealne
primene nanoemulzija sa inkorporiranom model lekovitom supstancom, i
intraperitonealne i intravenske primene rastvora model lekovite supstance, izvedena je
pomocu PK Functions dodatka za Microsoft Excel softverski paket (Usansky, Desai and
Tang-Liu, Department of Pharmacokinetics and Drug Metabolism, Allergan, Irvine,

CA; http://www.boomer.org/pkin/soft.html). 1z dobijenih profila koncentracija model

lekovite supstance u plazmi, mozdanom tkivu i jetri pacova izracunati su sledeci
farmakokineticki parametri: maksimalna koncentracija (Cmax), Vreme potrebno za
postizanje maksimalne koncentracije (Tmax), povrSina ispod krive koncentracija—vreme
od nultog vremena do poslednje vremenske tacke (AUCo-t), povrsina ispod krive prvog
momenta koncentracija—vreme od nultog vremena do poslednje vremenske tacke
(AUMCo.1), srednje vreme zadrzavanja (MRT), poluvreme eliminacije (ti2), i klirens
(CL = Doza/AUCq.+).

Relativna bioloska raspoloZivost (Fre) i apsolutna bioloSka raspolozivost (Fans) model
lekovite supstance nakon intraperitonealne primene nanoemulzija odredene su u odnosu
na intraperitonealno i intravenski primenjen rastvor, respektivno, primenom formule: F
= AUCo-tnanoemulzija/ AUCo-t rastvor. Potencijal razvijenih nanoemulzija da ciljno isporuce
inkorporiranu model lekovitu supstancu takode je procenjen, izraCunavanjem
parametara kao Sto su odnos koncentracija u tkivu (mozak ili jetra) 1 plazmi
(Cixivo/Cplazma), tkivo—plazma particioni koeficijent (Kp = AUCo.t kivo/ AUCo-t plazma), i
terapijska raspolozivost, poznata i kao relativni stepen preuzimanja (R = AUCo
t tkivo,nanoemulzijal AU Co-t tkivo rastvor). Vrednosti ovih parametara > 1 ukazivale su na dobar
potencijal ispitivanih formulacija za ciljnu isporuku inkorporirane model lekovite

supstance.
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3.2.7.3. Studije vezivanja za proteine plazme i moZdanog tkiva — Odredivanje

slobodne frakcije lekovite supstance

Slobodna frakcija risperidona kao model lekovite supstance u plazmi i homogenatu
mozdanog tkiva pacova odredena je pomocu aparature za brzu ekvilibrijumsku dijalizu
(engl. rapid equilibrium dialysis, RED) sa 48 bunari¢a i insertima od celulozne
membrane, Mr cut-off 8000 Da (Thermo Scientific, Rockford, llinois), primenom
procedure prilagodene iz Obradovi¢ | sar. (2014). Plazma i mozdano tkivo pacova
dobijeni su na dan izvodenja eksperimenta; uzorci plazme koriS¢eni su kao
nerazblazeni, dok su uzorci mozga homogenizovani u cCetiri zapreminska dela (m/v)
PBS (pH 7,4). Prilikom in vitro odredivanja slobodne frakcije (3 ponavljanja), u
donorski deo RED inserta (komora za uzorak) dodato je 190 pL blank uzorka plazme ili
supernatanta homogenata mozga i 10 pL radnog rastvora risperidona u
dimetilsulfoksidu (DMSO), kako bi se dobila finalna koncentracije risperidona od 5
puM. U slucaju ex vivo odredivanja slobodne frakcije, u komoru za uzorak RED inserta
dodato je 200 pL plazme ili supernatanta homogenata mozdanog tkiva uzetih od pacova
prethodno tretiranih sa RSP-P80, RSP-LS75, ili RSP-Sol (1 mg/kg, intraperitonealno), 5
min nakon doziranja (n = 3 po tretmanu).

Uzorci plazme i mozga dijalizovani su naspram 350 puL PBS, pH 7,4 (akceptorski deo
RED inserta), tokom 4 h, na 37°C, pri brzini od 50 obrtaja/min, u ES-20 orbitalnom
Sejker-inkubatoru. Nakon zavrSene inkubacije, 50 pL alikvota dijalizata plazme, mozga
i pufera preneto je u mikrokivete u koje je prethodno dodat DMSO (50 pL), nakon ¢ega
je u odgovaraju¢e uzorke dodato 50 pL kontrolnog pufera, kontrolne plazme ili
kontrolnog homogenata mozga, koji nisu bili podvrgnuti dijalizi, kako bi se dobio
identi¢an matriks izmedu puferskih i nepuferskih uzoraka. Ovako pripremljeni uzorci su
zatim pomeSani sa 300 pL acetonitrila u kome je rastvoren interni standard (5 pM),
vorteksovani (1000 obrtaja/min, 10 min, 4°C), centrifugirani (13000 x g, 10 min, 4°C),
a dobijeni supernatanti analizirani UHPLC-MS/MS metodom kako bi se odredile
slobodne koncentracije risperidona. Isti protokol koris¢en je i za pripremu standardnih
kriva, izuzev toga §to je 50 uL praznog (blank) dijalizata plazme, homogenata mozga i
pufera dodato u mikrokivete koje su sadrzale 50 pL standardnog rastvora risperidona u

DMSO u koncentracionom opsegu od 0,001 uM do 50 puM.
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Slobodna, nevezana frakcija risperidona u plazmi (fypiazma) odredena je kao odnos
koncentracija risperidona u puferu (akceptorski deo) i plazmi (donorski deo), dok je
nevezana frakcija risperidona u nerazblazenom mozgu (fumozk) izraCunata prema
jednacini: fymozak = 1L/D/[(1/fuhomogenat mozga —1) + 1/D], gde fuhomogenat mozga Predstavlja
slobodnu frakciju odredenu kao odnos koncentracija risperidona u puferu (akceptorski
deo) i1 razblazenom homogenatu mozga (donorski deo), a D je faktor razblazenja za
homogenat mozga (Kalvass i Maurer, 2002). Izracunate slobodne frakcije risperidona
koris¢ene su za odredivanje nevezanog mozak—plazma particionog koeficijenta
(Kp,uumozak = Kp X fumozak/fuplazma), ka0 mere za stepen penetracije risperidona u mozak
(Kulkarni i sar., 2016).

3.2.7.4. In vivo farmakodinamska studija

Bazalna lokomotorna aktivnost (BLA) i amfetaminom-indukovana lokomotorna
aktivnost (AILA) pojedinaénih pacova pracene su u poluprovidnom kavezu od
pleksiglasa (40 x 25 x 35 cm), pod priguSenim crvenim svetlom (20 Ix), tokom 90 min,
pomocu digitalne kamere povezane sa ANY-maze Video Tracking System softverskim
paketom (Stoelting Co., Wood Dale, llinois). Odmah nakon intraperitonealne primene
odgovaraju¢eg tretmana — fizioloski rastvor (engl. saline, SAL), nanoemulzije
risperidona (RSP-P80, RSP-LS75) ili rastvor risperidona (RSP-Sol) — u dozi od 1 mg/kg
risperidona (volumen injektovanja 1 mL/kg), test Zivotinje (8 po tretmanu) stavljene su
u komoru za ispitivanje. Ponasanje zivotinja praceno je tokom 30 min (BLA faza), a
zatim je pacovima intraperitonelno injektovan SAL (SAL/SAL grupa) ili rastvor
amfetamina u fizioloSkom rastvoru (AMPH, 0,5 mgkg) (SAL/AMPH, RSP-
P80/AMPH, RSP-LS75/AMPH, RSP-Sol/AMPH), i njihova aktivnost pra¢ena jo§ 60
min (AILA faza). Bihejvioralni parametri koriS¢eni za procenu efekata ispitivanih
tretmana na BLA 1 hiperlokomociju izazvanu amfetaminom bili su predeni put i vreme
provedeno u aktivnosti. Pored ukupnih vrednosti navedenih parametara, dobijenih
tokom cCitavog trajanja testa lokomotorne aktivnosti, ponaSanje pacova analizirano je i

tokom petominutnih intervala.
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3.2.8. Statisticka analiza

Statisticka analiza rezultata fizi¢ko-hemijske Kkarakterizacije 1 studija stabilnosti
nanoemulzija, prikazanih kao srednja vrednost parametra + standardna devijacija (SD)
iz tri ponavljanja, izvrsena je primenom jednofaktorske analize varijanse (ANOVA) (za
tri grupe podataka) ili Student t-testa (za dve grupe podataka), dok je poredenje profila
oslobadanja model lekovite supstance iz ispitivanih nanoemulzija izvedeno primenom
testa univarijantna ANOVA. Rezultati in vivo farmakokinetickih studija, prikazani kao
srednja vrednost parametra + standardna greska (engl. standard error of the mean,
SEM) tri nezavisna eksperimenta, analizirani su, kada je to bilo moguce, primenom testa
jednofaktorska ANOVA uz post hoc analizu primenom Tukey’s HSD testa. Kada
preduslovi za ANOVA test nisu bili ispunjeni, tj. kada varijanse nisu bile homogene i
podaci nisu mogli da se transformisu, koris¢en je neparametarski Kruskal-Wallis test
praten Mann-Whitney U testom za medusobna poredenja izmedu grupa. U
bihejvioralnim ispitivanjima, statistiCka procena razlika izmedu grupa izvrSena je
primenom testa jednofaktorska ANOVA (faktor: tretman) za ukupne efekte, ili testa
dvofaktorska ANOVA sa ponavljanjem (faktori: tretman i vreme) za efekte tokom
petominutnih intervala, sa post hoc poredenjima primenom Bonferroni testa. Statisticka
analiza podataka sprovedena je primenom PASW Statistics 18.0 (SPSS Inc., Ilinois) ili
SigmaPlot 11.0 (Systat Software Inc., Virdzinija) softverskog paketa. U svim testovima,

razlike na nivou p < 0,05 smatrane su statisticki znac¢ajnim.
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4. REZULTATI | DISKUSIJA

4.1. Rezultati i diskusija prve faze eksperimentalnog rada

4.1.1. Izrada i karakterizacija nanoemulzija

Uzimajué¢i u obzir brojna preformulaciona, formulaciona, fizioloska i farmakoloska
pitanja povezana sa razvojem parenteralnih farmaceutskih oblika lekova slabo
rastvorljivih u vodi, u ovoj disertaciji predlozen je noviji pristup zasnovan na
biokompatibilnim nanoemulzijama kao alternativnim nosa¢ima za parenteralnu primenu
slabo rastvorljivih psihofarmakoloskih lekovitih supstanci, kakve su diazepam i
risperidon, a ¢ija bi primena bila posebno pozeljna u hitnim stanjima, kada je potrebna
brza isporuka leka u mozak. Da bi se uspesno iskoristile prednosti nanoemulzija kao
potencijalnih nosaca slabo rastvorljivih lekovitih supstanci, neophodno je da lekovita
supstanca, u zeljenoj koncentraciji, bude inkorporirana u uljanom jezgru nanoemulzije;
otuda je rastvorljivost lekovite supstance u unutrasnjoj, uljanoj fazi jedan od klju¢nih
aspekata koji treba razmotriti kada se dizajniraju nanoemulzije kao nosaci za lipofilne
lekovite supstance (Benita i Levy, 1993; Floyd, 1999; Wu, 2007).

U cilju odabira optimalne uljane faze za formulaciju nanoemulzija sa diazepamom i
risperidonom kao model lekovitim supstancama, sprovedene su studije rastvorljivosti u
uljima (i smeSama ulja) koja se uobiCajeno koriste u komercijalnim, parenteralnim
lipidnim emulzijama — MCT i sojino ulje. Rezultati su pokazali da je rastvorljivost
diazepama u MCT (17,22 mg/mL) vise od dva puta veéa nego u sojinom ulju (8,27
mg/mL), dok je najveéa rastvorljivost zabelezena u smesi MCT i sojinog ulja u odnosu
4:1, m/m (20,99 mg/mL), te je ova smeSa odabrana kao uljana faza za formulaciju
nanoemulzija sa diazepamom. Za razliku od diazepama, rastvorljivost risperidona u
ispitivanim uljima i njihovim sme$ama (MCT — sojino ulje u odnosu 2:1 i 4:1, m/m) bila
je veoma niska (< 2,2 mg/mL na 25 £ 2°C), §to je ukazivalo na nemoguénost
inkorporiranja dovoljne koli¢ine lekovite supstance u nanoemulzije sa fiksnom
koli¢inom uljane faze (20%, m/m).

Kako je zeljena koncentracija risperidona od 1 mg/g nanoemulzije bila nedostiZna,
ulozeni su dodatni napori da se problem slabe rastvorljivosti risperidona resi. Najpre je

u svako od ulja, odnosno njihove smese, dodat lecitin kao solubilizator, a zatim je
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primenjen metod povecanja temperature. Dodatak lecitina, medutim, nije rezultovao
rastvaranjem znacajnije koli¢ine risperidona — rastvorljivost je i dalje bila oko 2 mg/mL
na 25 + 2°C. Mada je rastvaranje lekovite supstance u uljanoj fazi koja je sadrzala
lecitin postignuto zagrevanjem, nakon hladenja na sobnu temperaturu doSlo je do
precipitacije risperidona. Na kraju je u formulaciju nanoemulzije uveden benzilalkohol,
korastvarac koji se mesa sa uljem; rastvaranjem risperidona u ovom korastvaracu bilo je
moguce dobiti koncentraciju aktivne supstance od 1 mg/g, a da pritom ne dode do njene
kristalizacije u nanoemulziji. Sto se pak izbora uljane faze ti¢e, pokazano je da smesa
MCT i LCT, kao S§to je sojino ulje, moze da smanji viskozitet LCT, raspodelu
nanoemulzionih kapi po veli¢ini, kao i medupovrSinski napon, te moze promovisati
fizicku stabilnost nanoemulzija (Driscoll i sar., 2000). Imaju¢i ovo na umu, kao i
prethodno iskustvo sa nanoemulzijama diazepama, sme$a MCT 1 sojinog ulja u odnosu
4:1 (m/m) izabrana je kao uljana faza za formulaciju nanoemulzija sa risperidonom.

Kao glavni emulgator za izradu nanoemulzija bez i sa model lekovitom supstancom
koriSéen je lecitin. Zapravo, sve trenutno dostupne parenteralne lipidne emulzije na
trziStu sadrze lecitin iz jajeta kao emulgator (Wu, 2007); kompleksnost procesa
ekstrakcije i visoka cena, medutim, mogu predstavlajti ograni¢enje za njegovu primenu.
Nasuprot tome, bogat izvor soje ¢ini da sojin lecitin bude Siroko dostupan i troSkovno-
efektivan. Osim toga, istrazivanja su pokazala da nanoemulzije stabilizovane sojinim
lecitinom mogu imati bolju fizicku stabilnost od nanoemulzija stabilizovanih lecitinom
iz jajeta (Araujo 1 sar., 2011; Ma i sar., 2013), te da je sojin lecitin superiorniji od
lecitina iz jajeta u pogledu kapaciteta emulgovanja, pretpostavlja se zbog vece koli¢ine
negativno naelektrisanih fosfolipida prisutnih u sojinom lecitinu (Ma i sar., 2013).
Imajuéi ovo u vidu, za izradu nanoemulzija sa diazepamom odabrane su dve vrste
lecitina koje su se razlikovale po poreklu (sojin i iz jajeta) i sadrzaju slobodnih masnih
kiselina, dok su nanoemulzije sa risperidonom izradene sa sojinim lecitinom. Da bi se
poboljsala stabilnost nanoemulzija tokom cuvanja i termalne sterilizacije, u formulacije
nanoemulzija ukljuceni su i razli¢iti koemulgatori koji sa lecitinom obrazuju gusto
pakovan, kompleksan film na ulje—voda medupovrsini. Izbor koemulgatora nacinjen je
u skladu sa njithovom prihvatljivos¢u za parenteralnu primenu i, $to je jo§ vaznije, sa
krajnjim ciljem — isporukom lekovite supstance u mozak. Tako su kao koemulgatori

upotrebljeni P80, PL188 1 SHS15, obecavajuci funkcionalni ekscipijensi koji pokazuju
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tendenciju da povecaju isporuku lekovite supstance u mozak delujuc¢i kao inhibitori P-
glikoproteina, inhenseri permeacije, ,.stealth agensi, ili pospeSivaci receptorom-
posredovane endocitoze (Batrakova i Kabanov, 2008; Kasongo i sar., 2011; Kreuter,
2001; Shinde i sar., 2011).

Da bi se izbegle promene pH vrednosti nanoemulzija tokom ¢uvanja, a diazepam i
risperidon kao slabe baze =zadrzali u uljanoj fazi, kao vodena faza za izradu
nanoemulzija diazepama korisc¢en je 0,1 M ili 0,01 M PBS (pH 8,0), dok su 0,01 M PBS
(pH 9,0) 1 ultracista voda koja je sadrzala natrijum-oleat (SOS) (pH 9,0) koris¢eni kao
vodena faza nanoemulzija sa risperidonom. Pored uloge dodatnog stabilizatora
fosfolipidnog povrsinskog sloja (Shi i sar., 2009; Werling i sar., 2008), natrijum-oleat je
takode sluzio kao puferski agens kako bi se pH vrednost izradenih formulacija
nanoemulzija odrzala na zeljenoj vrednosti.

Nakon odabira odgovaraju¢ih komponenata nanoemulzija, u skladu sa primenjenim
eksperimentalnim dizajnom (tablela 3.4), metodom HPH na hladno (kako bi se izbegla
kristalizacija i precipitacija lekovite supstance) izradeno je osam razli¢itih formulacija
nanoemulzija bez i sa diazepamom kao model lekovitom supstancom (tabela 3.1). U
drugom setu eksperimenata, a prema shemi prikazanoj u tableli 3.5, izradeno je ukupno
12 razli¢itih formulacija nanoemulzija (bez inkorporirane lekovite supstance) kao
potencijalnih nosaca za risperidon, primenom hladnog ili toplog postupka HPH. Nakon
izrade, sve nanoemulzije bile su te¢ne, homogene, mle¢nobele sa plavi¢astim odsjajem.
Rezultati procene reprezentativnih fizi€ko-hemijskih parametara nanoemulzija (Z-Ave,
PDI, ZP, viskozitet, pH vrednost, elektricna provodljivost) jedan dan nakon izrade,
nakon autoklaviranja i1 nakon dva, odnosno €etiri meseca ¢uvanja na 25 + 2°C/55 + 5%

RH, prikazani su u tablelama 4.1.1 1 4.1.2.
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Tabela 4.1.1. Dobijeni odgovori nanoemulzija prema 22 punom faktorskom dizajnu izmereni jedan dan nakon izrade i nakon dva meseca

cuvanja na 25 + 2°C (srednja vrednost + standardna devijacija, n = 3)

Fizi¢ko-hemijski parametri nanoemulzija

.. . . Elektri¢na

FUuBEEIEY Vi Z(;?nv)e PDI (rﬁ\P/) V(l;k;az;t)e t pH vrednost provodljivost
(mS/cm)
1 dan
P20s 2052+2,2 0,093 + 0,039 —-61,2+1,6 8,4+6,3 7,16 £ 0,01 2,91+0,01
P30s 2142+13 0,148 £ 0,020 -57,3+25 10,4+0,6 7,04 +0,01 1,98+ 0,04
P20e 219,2+ 3,2 0,128 £ 0,018 -50,9+2.1 58+39 6,90 + 0,01 3,25+0,01
P30e 2154 +4,8 0,144 + 0,059 -39,3+0,8 31+14 6,86 + 0,04 2,60 £0,01
DZM20s 206,9+1,8 0,146 + 0,016 59,5+0,2 15,0+0,8 7,17 £0,02 3,09+0,01
DZM30s 2130+19 0,135+ 0,015 -56,3+0,5 11,2+11,0 7,03+0,02 2,12+0,01
DZM20e 204,0+ 4,4 0,136 + 0,023 -39,8+£0,9 143+7,.2 6,94+0 3,22+0,01
DZM30e 1954+ 3,3 0,102 + 0,024 -32,4+272 3,7+04 6,87 £ 0,02 2,54 £0,01
60 dana

P20s 210,0+5,0 0,098 £ 0,013 -62,6 +0,4 20,1+1,6 6,78 £0,01" 2,85+0,02
P30s 2185+2,3" 0,122 + 0,012 -572+1,6 11,1+16 6,85+ 0™ 1,97 £ 0,04
P20e 264,1+54™ 0,139 £ 0,022 -58,9+1,4" 195+2.3 6,34 £0,01" 3,12 +0,01™
P30e 236,0 +4,2™ 0,127+0,024 60,6 +£3,3™ 20,4+0,67 6,27 £0,01" 2,58 +0"
DZM20s 2109+1,1" 0,126 + 0,018 —63,5+4,6 20,30 6,93 + 0,02" 2,89 +0,01™
DZM30s 2142+ 1,6 0,127 + 0,036 -56,6 £2,4 11,4+49 6,95 +0,01™ 2,10£0,01
DZM20e 203,2+1,3 0,138+0,020 52,6 +0,3™ 19,4+0,3 6,58 + 0,03" 2,99 +0,04™
DZM30e 191,6 £ 3,0 0,112+0,009 -539+1,9™ 16,1 +0,4" 6,50 + 0,02" 2,49 +0,01™

Z-Ave: prosecna velicina kapi; PDI: indeks polidisperznosti; ZP:

*p <0,05; ™p < 0,01; ™p < 0,001, u poredenju sa istim uzorkom jedan dan nakon izrade.

zeta potencijal.
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Tabela 4.1.2. Fizicko-hemijske karakteristike dizajniranih placebo nanoemulzija prema generalnom faktorskom dizajnu jedan dan nakon

izrade 1 nakon Cetiri meseca ¢uvanja na 25 + 2°C (srednja vrednost + standardna devijacija, n = 3)

Fizi¢ko-hemijski parametri nanoemulzija

.. Elektri¢cna
Formulacija  Vreme Z-Ave (nm) ZP (mV) pH vrednost Tt ()
f a f a f a f a f a
1 dan
P80Pc 187,3 + n.s. 0,103 + n.s. 54,4 + n.s. 7,69 + n.s. 362,8 + n.s.
2,2 0,008 1,8 0,02 1,3
P80Ph 129,8 + n.s. 0,107 + n.s. -46,7 + n.s. 7,49 + n.s. 380,0 + n.s.
1,4 0,026 1,8 0,02 2,6
P80Sc 1929 + 1915+ 0,145 + 0,135 + 51,4+ 537+ 762+ 719+ 1156+ 121,8 +
1,3 0,8 0,002 0,027 14 0,9 0,04 0,032 0,4 0,32
P80Sh 158,6 £ 159,8 + 0,125 + 0,131 + —46,3 £ 432+ 7,70 725+ 1212+ 118,3 £
1,6 1,0 0,011 0,012 3,0 0,7 0,11 0,078 0,4 0,6?
PL188Pc 187,7 + 235,2 + 0,115 + 0,068 + -58,5 + -604+ 766+ 734+ 3663 597,3 +
2,7 2,52 0,035 0,005 1,1 1,02 0,01 0,002 0,6 5,52
PL188Ph 148,7 + 2412 + 0,102 + 0,086 + -49,3+ -618+ 766+ 740+ 3813+ 527,7 +
1,4 4,0 0,025 0,042 1,1 2,0? 0,01 0,028 2,1 0,6?
PL188Sc 1914+ 186,2 + 0,115 + 0,114 + —46,8 £ 488+ 763+ 724+ 1111+ 116,5+
14 5,6 0,025 0,016 1,6 0,7 0,20 0,072 0,4 0,22
PL188Sh 155,3 + 154,2 + 0,099 + 0,086 + 44,6 + —43,0 764+ 730+ 1226+ 119,2 +
1,1 0,7 0,012 0,021 2,0 +1,2 0,20 0,06° 0,2 0,32
SHS15Pc 187,8 £ 102,5+ 0,142 + 0,052 + -56,7 £ 522+ 769+ 741+ 3823+ 356,0 +
2,5 1,18 0,027 0,015? 1,0 1,48 0,03 0,012 6,7 2,02
SHS15Ph 107,1 + 102,6 + 0,066 + 0,024 + —48,8 + 489+ 7,73+ 739+ 3973+ 365,0 +
0,8 1,32 0,019 0,0142 1,3 2,5 0,02 0,022 3,1 1,08
SHS15Sc 180,3 + 181,2 + 0,124 + 0,161 + -53,0+ 519+ 785+ 727+ 1165+ 1215+
0,6 2,1 0,031 0,016 1,1 0,6 0,14 0,092 0,6 1,02
SHS15Sh 146,8 £ 1459 + 0,104 + 0,092 + -50,0 £ 481+ 7,77+ 731+ 1243+ 123,7 £
2,5 0,3 0,020 0,031 1,2 1,7 0,01 0,082 0,7 0,6
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Tabela 4.1.2. (nastavak)

Fizi¢ko-hemijski parametri nanoemulzija

.. Elektri¢na
Formulacija  Vreme Z-Ave (nm) PDI ZP (mV) pH vrednost e s ()
f a f a f a f a f a
120 dana
P80Pc 188,9 + n.s. 0,117 + n.s. -56,7 + n.s. 7,52 + n.s. 350,0 + n.s.
2,3 0,025 3,2 0,02° 1,0°
P80Ph 131,6 £ n.s. 0,095 + n.s. -49,6 + n.s. 7,50 + n.s. 339,0 + n.s.
1,1 0,036 1,7 0,00 0,0°
P80Sc 190,1 + 189,9 + 0,148 + 0,121 + -50,8 + 548+ 742+ 7,03% 111,3 + 113,7 +
3,1 3,2 0,027 0,014 1,0 1,2 0,05P 0,02° 0,2° 0,3°
P80Sh 160,8 + 161,2 + 0,130 + 0,121 + -48,9 + 452+ 756+ 7,28+ 118,8 + 118,8 +
2,7 2,9 0,032 0,006 1,9 1,7 0,02 0,03 0,3 0,3
PL188Pc 191,4 + 235,8 + 0,103 + 0,078 + -59,8 + -609+ 754+ 733+ 3387 304,0 £
1,0 2,4 0,031 0,035 1,8 2,2 0,01° 0,02 1,5° 0,0¢
PL188Ph 1515+ 2495 + 0,108 + 0,009 + -49,2 + -60,3+ 747+ 728+ 350,3% 306,0 +
45 2,9 0,014 0,008° 2,6 3,3 0,03° 0,02° 1,2b 1,0°
PL188Sc 193,1 + 185,2 + 0,121 + 0,126 + -49,4 + 50,7+ 746+ 7721% 116,8 + 121,8 +
1,7 0,8 0,016 0,019 1,7 1,1 0,04 0,01 0,9° 0,1¢
PL188Sh 158,4 + 155,8 + 0,100 + 0,099 + —44,3 + 46,2+ 746+ 725% 120,3 + 124,1 +
3,3 3,1 0,038 0,022 2,1 2,8 0,03 0,01 0,5° 0,4°
SHS15Pc 2359 + 118,6 + 0,103 + 0,047 + 575+ 511+ 750+ 733+ 3733% 321,3+
2,3° 1,6¢ 0,027 0,020 2,3 1,9 0,01° 0,01°¢ 2,1 0,6°
SHS15Ph 148,3 + 120,7 0,064 + 0,046 + -50,3 + 50,2+ 753+ 733+ 3733 364,7 +
2,9° 1,5¢ 0,021 0,015 0,6 2,3 0,01° 0,01° 0,6° 2,3
SHS15Sc 180,1 + 182,2 + 0,129 + 0,155 + 52,4+ 51,0+ 752+ 724+ 124,0 + 127,0 +
0,4 4,1 0,012 0,018 2,5 0,4 0,06° 0,10 0,1° 1,7°
SHS15Sh 148,8 + 144,0 + 0,106 + 0,124 + -50,0 + 494+ 764+ 7,26% 125,0 + 126,9 +
1,7 2,0 0,025 0,013 2,8 0,2 0,11 0,02 0,5 0,3¢

Z-Ave: prosecna velic¢ina kapi; PDI

a: uzorak nanoemulzije sterilisan parom, u autoklavu (121°C, 15 min); n.s.: nije stabilno.

: indeks polidisperznosti; ZP: zeta potencijal; f: uzorak nanoemulzije filtriran kroz 0,22 um filter;

ap < 0,05 u poredenju sa neautoklaviranim uzorkom jedan dan nakon izrade; ® p < 0,05 u poredenju sa filtriranim uzorkom jedan dan nakon

izrade; ¢ p < 0,05, u poredenju sa autoklaviranim uzorkom jedan dan nakon izrade.
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Veli¢ina kapi 1 raspodela velicina kapi jedne su od najvaznijih karakteristika
parenteralnih nanoemulzija; predstavljaju kriticne parametre ne samo sa aspekta
kvaliteta i stabilnosti emulzionog sistema, vec i sa aspekta bezbednosti pacijenta (kapi
veée od 5 um mogu da izazovu pluénu emboliju). Osim toga, sudbina emulzionih kapi u
organizmu (engl. in vivo fate), odredena je, izmedu ostalog, njihovom veli¢inom i
raspodelom veli¢ina (Benita i Levy, 1993; Floyd, 1999; Hippalgaonkar i sar., 2010;
Jumaa 1 Muller, 1998b). Prose¢na veli¢ina kapi komercijalno dostupnih lipidnih
emulzija za parenteralnu ishranu krece se oko 200 do 300 nm (Muller i sar., 2012), a
generalno je pozeljno da bude manja od 1 um (Gao i sar., 2008), odnosno 500 nm (The
United States Pharmacopeia, 2016), dok se za PDI, koji predstavlja meru za Sirinu
distribucije kapi po veli¢ini i ukazuje na homogenost disperzije, vrednost manja od 0,25
smatra prihvatljivom (Muller i sar., 2004).

Analiza veli¢ine kapi (tabele 4.1.1 i 4.1.2) pokazuje da su jedan dan nakon izrade sve
razvijene formulacije nanoemulzija imale prose¢nu veli¢inu kapi, merenu PCS
metodom, u nanometarskom opsegu (Z-Ave 107-220 nm), sa relativno uskom
raspodelom veli¢ina (PDI < 0,15), u skladu sa kriterijumima parenteralnog puta
primene. Kada je LD tehnika koriS¢ena za procenu veli¢ine kapi, utvrdeno je da je
d(0.5) dijametar ispitivanih nanoemulzija diazepama, i odgovaraju¢ih placebo
nanoemulzija, bio izmedu 145 i 200 nm (slika 4.1.1), pokazujuc¢i dobro slaganje sa PCS
rezultatima (tablela 4.1.1). Povrh toga, d(0.9) vrednosti bile su oko 300—-400 nm i nije
bilo Cestica iznad 1 um (slika 4.1.1), sto dodatno ukazuje na zadovoljavajuci kvalitet
razvijenih nanoemulzija za parenteralnu primenu.

Pored veli¢ine kapi, ZP je druga vazna karakteristika nanoemulzija i veoma dobar
pokazatelj stabilnosti nanoemulzionog sistema. Visoke apsolutne vrednosti ZP dovode
do elektrostatickog odbijanja kapi emulzije ¢ime se povecava njihova stabilnost na
koalescenciju (Benita i Levy, 1993; Jumaa i Muller, 1998b). Generalno je prihvac¢eno da
apsolutne vrednosti ZP vece od 30 mV ukazuju na dobru fizi€¢ku stabilnost, dok
vrednosti iznad 60 mV ukazuju na veoma dobru stabilnost koloidnog sistema (Miller i
sar., 2012). Kao S$to se moze videti u tablelama 4.1.1 i 4.1.2, sve formulacije
nanoemulzija imale su, jedan dan nakon izrade, vrednost ZP u opsegu od —30 do —60
mV, sli¢no parenteralnim emulzijama prisutnim na trzistu (MUller i sar., 2012). To znaci

da lecitin sa svojim negativno naelektrisanim fosfolipidima na pH formulacije, u
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prisustvu P80, PL188 ili SHS15 kao kostabilizatora, moze da proizvede dovoljno veliko
negativno povrsinsko naelektrisanje kapi, koje potencijalno moze da obezbedi dobru
dugoro¢nu stabilnost razvijenih parenteralnih nanoemulzija, bez i sa inkorporiranom
model lekovitom supstancom.

Dodatno, iako se odredivanje viskoziteta ne sprovodi rutinski prilikom karakterizacije
parenteralnih nanoemulzija sa inkorporiranom lekovitom supstancom, ovaj parametar je
relevantno procenjivati, imajuéi u vidu da intravenska primena viskoznih sistema moze
biti udruzena sa odredenim problemima, kao §to je bol (Jumaa i Miuller, 1998b;
Kelmann i sar., 2007). Nizak prividni viskozitet ispitivanih nanoemulzija diazepama i
njihovih placebo formulacija (12 £ 9 mPa s), kao i pH vrednost od 7,0 £ 0,2 (tablela
4.1.1), dodatno potvrduju da su razvijene nanoemulzije pogodne za parenteralnu

primenu i isporuku lekovitih supstanci.

P20s DZM20s P30s DZM30s P20e DZM20e P30e DZM30e

3.4
0.9+

AN

0.8 -
0.7 -
0.6 -

0.5 -

LD dijametar (um)

0.4 -
0.3 -
0.2 -

0.1+

T ! ! T I T ! ! T T T T ! ! T T

s @ IS S @ S @ s @ s @ IS IS
S S 5 & S S S S 5 &
CF FTF O FTF FTF FTEFTEFE FTEFFE

§ T e Te Te & Te& e

I 4(0.1)-d(0.5) [ d(0.5)-d(0.9) [ d(0.9)-d(0.99) |

Slika 4.1.1. LD dijametri nanoemulzija diazepama i odgovaraju¢ih placebo

nanoemulzija jedan dan nakon izrade i nakon dva meseca ¢uvanja na 25 + 2°C.
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4.1.2. Metodologija eksperimentalnog dizajna

Velic¢ina kapi, povrSinsko naelektrisanje i karakteristike povr§ine nanoemulzija smatraju
se kljuénim parametrima koji utiCu na prolazak inkorporirane supstance kroz KMB, u
¢emu sastav filma surfaktanata/emulgatora na medupovrSini igra najvazniju ulogu
(Keck i sar., 2013; Muller i Goppert, 2007; Voigt i sar., 2012). Na osnovu prethodnih
saopStenja (Blasi i sar., 2013; Dhawan i sar., 2011; Wohlfart i sar., 2012), u ovoj
disertaciji je konkretno pretpostavljeno da su mala (ispod 200 nm) i homogena veli¢ina
kapi, negativni ZP i hidrofilna povrSina nanoemulzionih kapi preduslov za efikasnu
isporuku aktivne supstance u mozak, te su poznavanje i kontrola faktora koji uticu na
ove parametre bili od posebnog znac¢aja. U tom smislu, u cilju dobijanja dubljeg uvida u
to kako na kriticna svojstva nanoemulzija uti¢u varijacije u sastvavu formulacije i
uslovima izrade, uz istovremeno izbegavanje nedostataka tradicionalnog pristupa u
izvodenju eksperimenata, te procene uticaja veceg broja faktora, istovremeno, na
odabrane Kkarakteristike nanoemulzionog sistema, primenjena je strategija
eksperimentalnog dizajna. Time je, uz izvodenje relativno malog broja eksperimenata,
omogucena ne samo identifikacija faktora koji imaju znaCajan uticaj na vrednost
ispitivanog odgovora, nego i kvantifikacija kako direkinog efekta svake pojedinacne
promenljive, tako i efekta njihovih interakcija, a u cilju optimizacije formulacije i

procesa izrade nanoemulzija.

4.1.2.1. Pun faktorski dizajn

Tokom razvoja formulacije parenteralnih nanoemulzija sa diazepamom kao model
lekovitom supstancom, istovremeni uticaj koncentracije uljane faze, vrste lecitina i
prisustva aktivne supstance na veli¢inu kapi, PDI, ZP 1 viskozitet razvijenih
nanoemulzija procenjen je primenom punog faktoskog dizajna sa tri faktora na dva
nivoa. Za svaki od posmatranih odgovara izraCunati su efekti ispitivanih faktora i
interakcija faktora, a njihova statisticka znacajnost proverena primenom ANOVA testa.
Da bi se odabrali znacajni parametri koji ¢e biti ukljueni u model, koriS¢en je graficki
alat — half-normal plot efekata. Faktori i interakcije ¢iji uticaj na pracene odgovore nije
bio statisticki znacajan iskljuceni su iz modela, izuzev onih koji su bili neophodni da se

odrzi hijerarhija, te su tako generisani redukovani faktorski modeli za ispitivane
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parametre nanoemulzija. Dobijene finalne jednacine odgovora u pogledu kodiranih

vrednosti faktora date su u nastavku (4.1.1-4.1.4):

ZAve(nm) = 209.16 + 0.34A— 0.66B — 4.34C — 3.44AB — 4.46BC (4.1.1)

PDI =0.1290-+0.0033A—0.0015B +0.0008C —0.0078AB —0.0145AC —0.00938C
(4.1.2)

ZP(mV) =-49.59+8.99B (4.1.3)

Viscosity(mPa-s) =8.99-1.89A-2.26B + 2.06C —1.44AB —-1.71AC (4.1.4)

ANOVA izvestaj za predloZene faktorske modele koji opisuju zavisnost izlaznih od
ulaznih parametara nanoemulzija prikazan je u tabeli 4.1.3. Kao §to se moze videti iz F
vrednosti modela (p < 0,05), generisani modeli za Z-Ave, ZP i viskozitet nanoemulzija
bili su znacajni, Sto ukazuje da su tri navedena odgovora dobro opisana predloZzenim
modelima. Nasuprot tome, generisani model za PDI nije bio statisticki znacajan (p >
0,01 za F vrednost modela), §to ukazuje na to da ispitivani faktori formulacije nisu
znacajno uticali na PDI nanoemulzija. Rezultati eksperimentalnog dizajna dalje su
analizirani, sa fokusom na procenu relativne znacajnosti faktora i interakcija faktora
ukljuenih u predlozene modele, a kroz poredenje vrednosti koeficijenata uz date
parametre. Clan modela koji je imao p < 0,05 generalno je smatran statisti¢ki znacajnim.
Sto je p vrednost manja, odnosno vrednost koeficijenta veca, veéi je odgovarajuéi efekat
na odgovor.

Iz tabele 4.1.3 se moze videti da su na prosecnu veli¢inu kapi (Z-Ave) ispitivanih
nanoemulzija znac¢ajno uticali prisustvo diazepama kao model lekovite supstance (C),
interakcija izmedu koncentracije uljane faze i vrste lecitina (AB) 1 interakcija izmedu
vrste lecitina i diazepama (BC). Negativni predznak ispred koeficijenta lekovite
supstance u jednacini (4.1.1) ukazuje na antagonisticki efekat prisustva diazepama na Z-
Ave nanoemulzija, §to znaci da se veli¢ina kapi smanjila sa inkorporiranjem lekovite
supstance. Slicno tome, pomenute znacajne interakcije takode su dovele do smanjenja
Z-Ave. Na osnovu veli¢ine koeficijenata, moze se zakljuciti da je najveci efekat na Z-
Ave imala BC interakcija, pracena prisustvom lekovite supstance i, na kraju, AB

interakcijom.
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Tabela 4.1.3. Rezultati analize varijanse faktorskih modela za ispitivane fizi¢ko-

hemijske parametre nanoemulzija prema 22 punom faktorskom dizajnu

Odgovor  lzvor varijacije SS DF MS F vrednost p vrednost
Z-Ave Model 408,78 5 81,76 20,80 0,0456"
(nm) A-Sadrzaj uljane faze 0,91 1 0,91 0,23 0,6777
B—Vrsta lecitina 3,51 1 3,51 0,89 0,4444
C—Model lekovita «
supstanca (DZM) 15051 1 150,51 38,29 0,0251
AB 94,53 1 94,53 24,05 0,0392"
BC 159,31 1 159,31 40,52 0,0238"
Ostatak 7,86 2 3,93
Korigovana suma 416,64 7
PDI Model 0,002954 6  0,000492 15,39 0,1927
Ostatak 0,000032 1 0,000685
Korigovana suma 0,002986 7
ZP Model 646,20 1 646,20 20,38 0,0040™
(mV) B-Vrsta lecitina 64620 1 646,20 20,38 0,0040™
Ostatak 190,21 6 31,70
Korigovana suma 836,41 7
Viskozitet  Model 143,48 5 28,70 62,89 0,0157"
(mPa:s)  A-Sadrzaj uljane faze 28,50 1 28,50 62,47 0,0156"
B—Vrsta lecitina 40,95 1 40,95 89,76 0,0110"
C-Model lekovita 3403 1 34,03 74,59 0,0131"
supstanca (DZM) ’ ’ ’ ’
AB 16,53 1 16,53 36,23 0,0265"
AC 23,46 1 23,46 51,42 0,0189"
Ostatak 0,91 2 0,46
Korigovana suma 144,39 7

Z-Ave: prosecna veli¢ina kapi; PDI: indeks polidisperznosti; ZP: zeta potencijal; SS: suma
kvadrata (engl. sum of squares); DF: broj stepeni slobode (engl. degrees of freedom); MS:
srednja vrednost sume kvadrata (engl. mean sum of squares).

“p<0,05; “p<0,01.
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Efekti sadrzaja uljane faze (A) i vrste lecitina (B), 1 njihove interakcije (AB), na Z-Ave
nanoemulzija, u odsustvu i prisustvu diazepama kao model lekovite supstance, prikazani
su na slikama 4.1.2a i 4.1.2b, respektivno. U oba slucaja, poveéanje sadrzaja uljane faze
sa 20% na 30% dovelo je do porasta Z-Ave nanoemulzija izradenih sa sojinim
lecitinom. Suprotno, kada je lecitin iz jajeta koriS¢en za stabilizaciju nanoemulzija,
povecanje sadrzaja uljane faze sa 20% na 30% dovelo je do smanjnja Z-Ave
nanoemulzija i bez i sa lekovitom supstancom. Slika 4.1.2 takode prikazuje efekte vrste
lecitina (B) i inkorporirane lekovite supstance (C), i njihove interakcije (BC), na Z-Ave
nanoemulzija sa 20% (slika 4.1.2c) i 30% uljane faze (slika 4.1.2d). Kada je lecitin iz
jajeta koris¢en umesto sojinog lecitina, Z-Ave placebo nanoemulzija imao je tendenciju
da raste. Nasuprot tome, kod nanoemulzija sa inkorporiranim diazepamom, upotreba
lecitina iz jajeta umesto sojinog lecitina dovela je do redukcije veli¢ine kapi.

Sa slika 4.1.2a-4.1.2d se takode moze videti da na Z-Ave nanoemulzija stabilizovanih
sojinim lecitinom inkorporiranje diazepama nije uticalo, bez obzira na sadrzaj ulja. S
druge strane, kada je u formulaciji nanoemulzija kori§¢en lecitin jajeta, inkorporiranje
diazepama dovelo je do znacajnog smanjenja Z-Ave. Iz svega navedenog se moze
zakljuciti da su nanoemulzije formulisane sa sojinim lecitinom bile mnogo robusnije u
pogledu efekta diazepama na Z-Ave, u poredenju sa nanoemulzijama sa lecitinom iz
ocekivalo da ¢e inkorporiranje diazepama u nanoemulzije dovesti do povecanja veliine
kapi, s obzirom da dodatni lipofilni molekuli treba da budu solubilizovani u uljanoj fazi
(Klang i Valenta, 2011; Wang i sar., 2006). Prikazani rezultati nagovestavaju interakciju
diazepama sa slojem emulgatora, narocito sa lecitinom iz jajeta. Naime, moguce je da
parcijalna lokalizacija lekovite supstance na ulje—voda medupovrsini moze da smanji
povrsinski napon, i time veli¢inu kapi tokom procesa homogenizacije (Jumaa i Muller,
2002; Wang i sar., 2006).
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Slika 4.1.2. Dijagrami interakcija i povrsine odgovora koji prikazuju prose¢nu veli¢inu
kapi (Z-Ave) nanoemulzija u funkciji faktora A i B na donjem nivou faktora C (a),
faktora A i B na gornjem nivou faktora C (b), faktora B i C na donjem nivou faktora A

(c), 1 faktora B i C na gornjem nivou faktora A (d); A: sadrzaj uljane faze; B: vrsta

lecitina; C: prisustvo lekovite supstance.

Tokom procedure fitovanja modela, utvrdeno je da na PDI dizajniranih nanoemulzija

individualno testirane promenljive nisu znacajno uticale, ali jesu njihovi zajedncki

efekti. S obzirom da su sve interakcije (AB, AC, BC) bile statisticki znacajne, nijedan

od individualnih faktora (A, B, C) nije iskljuc¢en iz modela, $to je rezultovalo fitovanim

modelom i ¢lanovima modela koji nisu bili statisticki znacajni (tabela 4.1.3). Efekti

dvofaktorskih interakcija na PDI nanoemulzija prikazani su na slici 4.1.3. Kao §to se

93



moze videti, povecanje sadrZaja uljane faze sa 20% na 30% dovelo je do povecanja PDI
placebo nanoemulzija izradenih bilo sa sojinim lecitinom ili sa lecitinom iz jajeta;
suprotno, kod nanoemulzija sa inkorporiranim diazepamom, doslo je do smanjenja PDIL.
Konacno, kada je lecitin iz jajeta koriS¢en umesto sojinog lecitina, PDI placebo
nanoemulzija se povecao (izrazenije kod nanoemulzija sa 20% uljane faze), dok se PDI
nanoemulzija sa diazepamom smanjio (izrazenije kod nanoemulzija sa 30% uljane faze).
Sto se ti¢e ZP, utvrdeno je da je medu ispitivanim faktorima formulacije jedino vrsta
lecitina imala znacajan i pozitivan efekat [jednacina (4.1.3)], $to znaci da je apsolutna
vrednost ZP bila veca kada je za izradu i stabilizaciju nanoemulzija kori$¢en sojin
lecitin (oko —60 mV) umesto lecitina jajeta (oko —40 mV). Rezultati su takode pokazali
da nije bilo razlike u ZP nanoemulzija bez i sa diazepamom, $to ukazuje da model
lekovita supstanca nije uticala na ZP izradenih nanoemulzija.

U pogledu viskoziteta nanoemulzija, tabela 4.1.3 otkriva da su svi ispitivani faktori,
naime, sadrzaj uljane faze, vrsta lecitina i inkorporirana lekovita supstanca, imali
znaCajan efekat na ovaj parametar. Zatim, obe znacajne interakcije (AB 1 AC)
ukljucivale su sadrzaj uljane faze kao nezavisno promenljivu. Svi znacajni faktori i
interakcije imali su antagonisticki efekat na viskozitet, sa izuzetkom inkorporirane
lekovite supstance koja je imala sinergisti¢i efekat [jednacina (4.1.3)]. Takode,
izolovani efekti svake promenljive bili su ja¢i od odgovarajucih interakcija, kao Sto je
prikazano na slikama 4.1.4a—4.1.4d. Oc¢igledno je da se viskozitet placebo nanoemulzija
izradenih sa sojinim lecitinom povecao, dok se viskozitet formulacija sa diazepamom
smanjio, kada je sadrZaj uljane faze promenjen sa 20% na 30%. Kada je pak koris¢en
lecitin iz jajeta, i placebo i nanoemulzije sa diazepamom pokazale su pad viskoziteta sa
povecanjem sadrzaja ulja. Takode, nizi viskozitet nanoemulzija dobijen je kada je lecitin

iz jajeta koriS¢en umesto sojinog lecitina, nezavisno od sadrZaja uljane faze.
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Slika 4.1.3. Dijagrami interakcija, konturni dijagrami i dijagrami povrSine odgovora
koji prikazuju indeks polidisperznosti (PDI) nanoemulzija u funkciji faktora A i B na
donjem nivou faktora C (a), faktora A i B na gornjem nivou faktora C (b), faktora A1 C
na donjem nivou faktora B (c), faktora A i C na gornjem nivou faktora B (d), faktora B i
C na donjem nivou faktora A (e), i faktora B i C na gornjem nivou faktora A (f); A:

sadrzaj uljane faze; B: vrsta lecitina; C: prisustvo lekovite supstance.
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Slika 4.1.4. Dijagrami interakcija i konturni dijagrami Kkoji prikazuju viskozitet

nanoemulzija u funkciji faktora A i B na donjem nivou faktora C (a), faktora A i B na

gornjem nivou faktora C (b), faktora A i C na donjem nivou faktora B (c), i faktora A i

C na gornjem nivou faktora B (d); A: sadrzaj uljane faze; B: vrsta lecitina; C: prisustvo

lekovite supstance.
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4.1.2.2. Generalni faktorski dizajn

Tabela 4.1.2 prikazuje rezultate izmerenih odgovora — fizicko-hemijskih karakteristika,
za sve prazne nanoemulzije (nanoemulzije bez lekovite supstance) koje su bile deo
generalnog faktorskog dizajna, primenjenog u cilju utvrdivanja kombinacije faktora i
njihovih interakcija, koja ¢e dati nanoemulzije odgovaraju¢ih svojstava za ciljnu
isporuku lekovite supstance u mozak. Za svaku zavisno promenljivu (Z-Ave, PDI i ZP),
izraCunati su efekti koji odgovaraju ispitivanim faktorima (vrsta koemulgatora, vrsta
vodene faze, temperatura homogenizacije tj. tip HPH metoda) i interakcijama. Faktori i
interakcije sa p < 0,05 smatrani su statisticki zna¢ajnim. Clanovi sa neznadajnim
uticajem na procenjeni odgovor su iskljuceni, sem onih neophodnih da se odrzi
hijerarhija, i time su generisani redukovani faktorski modeli za veli¢inu kapi, raspodelu
kapi po veli€ini i povrSinsko naelektrisanje nanoemulzija. Dobijene finalne jednacine
(4.1.5-4.1.7) koje opisuju zavisnost pra¢enih odgovora od ispitivanih faktora date su u

nastavku, u kodiranom obliku:

ZAve(nm) =164.45+ 2.67A1]+ 6.31A[2] + 6.41B — 23.42C + 2.21A[L]B -

4.15
3.85A[2]B +0.47A[1]C + 4.66A[2]C +6.10BC — 0.30A[1]BC —5.37A[2]BC (4.15)
PDI =0.1100+0.0077A[1] - 0.0045A[2]+ 0.0065B —0.0120C + 0.0086A[1]B —
0.0070A[2]B + 0.0078A[1]C + 0.0045A[2]C + 0.0024BC —0.0083A[l]BC —  (4.1.6)
0.0031A[2]BC
ZP(mV) = —50.52+ 0.81A[1]+ 0.76 A[2] +1.86B + 2.94C —1.02A[1]B + (4.17)

2.25A[2]B —-1.20BC

ANOVA je pokazala da su generisani fitovani modeli za Z-Ave, PDI i ZP visoko
znacajni (p < 0,0001 za F vrednosti modela), sa neznacajnim lack of fit (p > 0,01; moglo
da se ratuna jedino za ZP) i visokim vrednostima za R?, prilagodeni R? i prihvatljivu
preciznost (engl. adequate precision) (Z-Ave: 0,9982; 0,9966; 76,229; PDI: 0,9280;
0,8620; 14,028; ZP: 0.9388; 0,9120; 18,78; respektivno), Sto potvrduje da su tri
navedena odgovora dobro opisana predloZenim modelima.

Uticaj ispitivanih faktora i njihovih interakcija na prose¢nu veli¢inu kapi (Z-Ave)
nanoemulzija prikazan je u vidu Pareto dijagrama na slici 4.1.5a. Sto je p vrednost

manja, ili, drugim re¢ima, vrednost koeficijenta veca, ve¢i je odgovarajuci efekat na
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odgovor. Sa slike se moze videti da su na veli¢inu kapi nanoemulzija znacajno uticali
svi ispitivani faktori (p < 0,0001), i to slede¢im redosledom: HPH metod (C) > vrsta
vodene faze (B) > vrsta koemulgatora (A). Pored toga, utvrdeno je da su interakcije
izmedu ovih faktora (vrsta koemulgatora/vrsta vodene faze — AB,; vrsta
koemulgatora/HPH metod — AC; vrsta vodene faze/HPH metod — BC) takode imale
znacajan (p < 0,0001) uticaj na Z-Ave nanoemulzija, pri ¢emu je interakcija BC imala
najizrazeniji efekat.

Negativan predznak ispred koeficijenta koji odgovara HPH postupku u jednacini (4.1.5)
oznaCava antagonisticki efekat na Z-Ave, §to znaci da je veli¢ina kapi nanoemulzija
izradenih na 50°C (topli postupak HPH) bila manja u poredenju sa nanoemulzijama
izradenim na 25°C (hladni postupak HPH). Ovo se moze objasniti time da je vec¢i unos
energije tokom procesa homogenizacije pri poveéanju temperature proizvodnje sa 25°C
na 50°C prouzrokovao smanjenje viskoziteta, kao 1 medupovrSinskog napona, sto, kako
se oc¢ekuje, olakSava nastajanje manjih kapi (Floury i sar., 2000). Jednacina (4.1.5) dalje
otkriva pozitivan uticaj vrste vodene faze na Z-Ave nanoemulzija: utvrdeno je da manja
veli¢ina kapi korelira sa PBS, dok vodena faza koja sadrzi natrijum-oleat (SOS) daje
nanoemulzije sa ve¢im veli¢inama kapi. Veoma razli¢it trend uticaja na Z-Ave pokazao
je izbor koemulgatora (tabela 4.1.2): mada je izgledalo da SHS15 daje nanoemulzije sa
manjim kapima, uticaj vrste koemulgatora na veli¢inu kapi nanoemulzija mogao se
bolje razumeti kroz interpretaciju znacajnih dvofaktorskih interakcja.

Analiziranjem AB interakcije (slika 4.1.6) jasno se moze videti da prilikom izrade na
nizoj temperaturi (hladni HPH postupak), nije bilo razlike u veli¢ini kapi nanoemulzija
kostabilizovanih razli¢itim koemulgatorima (P80, PL188, SHSI15), kada je PBS
upotrebljen kao vodena faza. U slu€aju nanoemulzija izradenih sa SOS kao vodenom
fazom, Z-Ave nanoemulzija koje su sadrzale SHS15 kao koemulgator bio je nizi od Z-
Ave nanoemulzija kostabilizovanih sa P80 i PL188, koje su pak imale slicnu veli¢inu
kapi. Pored toga, kada je SOS koris¢en umesto PBS, Z-Ave P80- i PL188-
kostabilizovanih nanoemulzija imao je tendenciju blagog porasta, dok je u slucaju
SHS15-nanoemulzija dobijen nizi Z-Ave (slika 4.1.6). Na viSoj temperaturi
homogenizacije (topli HPH postupak), upotreba SOS umesto PBS kao vodene faze
dovela je do povecanja Z-Ave svih nanoemulzija, nezavisno od tipa upotrebljenog

koemulgatora (slika 4.1.6). Kada se uporedi uticaj vrste koemulgatora na Z-Ave
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nanoemulzija izradenih na 50°C sa PBS kao vodenom fazom, moze se primetiti da
PL188 daje nanoemulzije sa ve¢im kapima, dok je manja veli¢ina kapi dobijena sa P80 i
SHS15 kao koemulgatorima. Suprotno, kada je SOS koris¢en kao vodena faza, Z-Ave
P80- i PL188-nanoemulzija bio je sli¢an i veci od velic¢ine kapi SHS15-nanoemulzija.
Isti trendovi u pogledu Z-Ave nanoemulzija mogli su se takode zapaziti analiziranjem
efekata AC i BC interakcija (slika 4.1.6).

Da bi se dobila informacija o homogenosti veli¢ina nanoemulzionih kapi i, otuda, o
kvalitetu izradenih uzoraka nanoemulzija, procenjena je raspodela veli¢ina kapi (PDI) i
njena zavisnost od razli¢itih faktora, a rezultati dobijeni iz procedure fitovanja modela
prikazani su u jednacini (4.1.6) i na slici 4.1.5b. Kao §to se moze videti, PDI
nanoemulzija bio je pod znacajnim uticajem individualno testiranih promenljivih, kao i
njihovih kombinovanih efekata. HPH metod imao je suprotan, ali najveéi uticaj na PDI,
odnosno na vecoj temperaturi homogenizacije dobijene su nanoemulzije sa
homogenijim veli¢inama kapi (nizi PDI). Utvrdeno je takode da je vrsta koemulgatora
bila od kriticne vaznosti za promenu PDI nanoemulzija i, $to je jo$ vaznije, da jako
interaguje sa druga dva faktora, vrstom vodene faze i HPH metodom — AB i AC
interakcija, respektivno (slika 4.1.7).

Moglo se primetiti da je u slu¢aju nanoemulzija koje su sadrzale PBS kao vodenu fazu,
vrsta koemulgatora uticala na PDI nanoemulzija prateé¢i trend PDIpgg < PDlprigg <
PDlshsis 1 PDlpgo > PDlprLigs > PDlshs1s, za nanoemulzije izradene hladnim i toplim
HPH postupkom, respektivno. Nasuprot tome, kada je SOS upotrebljen kao vodena
faza, izgledalo je da P80 daje nanoemulzije sa najve¢im PDI, dok su nanoemulzije
izradene sa PL188 imale najnize vrednosti PDI (PDIpgg > PDlshsis > PDlpi1ss),
nezavisno od temperature izrade (slika 4.1.7). Stavise, kada je kao vodena faza koris¢en
SOS umesto PBS na niZoj temperaturi izrade (hladni HPH), uocCena je tendencija
porasta PDI kod nanoemulzija na bazi P80, suprotno od nanoemulzija sa SHS15 kod
kojih je PDI imao teZznju da opada, dok nije bilo razlike u PDI nanoemulzija
kostabilizovanih sa PL188. S druge strane, upotreba SOS umesto PBS na visoj
temperaturi homogenizacije (topli HPH) rezultovala je heterogenijim veli¢inama kapi
kod P80- i SHS15-nanoemulzija, dok se PDI PL188-nanoemulzija samo neznatno
smanjio (slika 4.1.7). Kada je PBS koris¢en kao vodena faza, povecanje temperature

homogenizacije sa 25°C na 50°C indukovalo je povecanje PDI nanoemulzija
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zasnovanih na P80, dok se PDI PL188- i SHS15-nanoemulzija smanjio; variranje
postupka izrade bilo je najefektivnije u promeni PDI nanoemulzija sa SHS15 kao
koemulgatorom. Medutim, u slu¢aju SOS-nanoemulzija, promena temperature sa 25°C
na 50°C dovela je do smanjenja PDI svih nanoemulzija, nezavisno od upotrebljenog
koemulgatora (slika 4.1.7).

Kada se posmatra ZP, slika 4.1.5¢c otkriva da su svi ispitivani faktori bili znacéajni i
takode pozitivni [jednacina (4.1.7)], ispoljavajuci linearni opadaju¢i efekat na ZP
nanoemulzija. Pored toga, identifikovane su znacajne interakcije izmedu vrste
koemulgatora i vrste vodene faze (AB) i izmedu vrste vodene faze 1 HPH metoda (BC),
koje su prikazane na slici 4.1.8. Sudeci po vrednostima koeficijenata u jednacini (4.1.7),
HPH metod je imao najveci uticaj na ZP nanoemulzija — negativnije ZP vrednosti su
dobijene kada je primenjen hladni proces homogenizacije u poredenju sa toplim HPH
metodom. Ovo moZe biti posledica veée veli¢ine kapi nanoemulzija izradenih na 25°C i,
posledi¢no, manje ukupne slobodne povrSine dostupne za adsorpciju molekula
surfaktanata, u poredenju sa formulacijama izradenim na 50°C. Kao rezultat toga, pri
datoj koncentraciji surfaktanata u formulaciji, ocekuje se da vise molekula surfaktanata
bude adsorbovano po jedinici povrSine u slucaju vecéih kapi, $to dovodi do veceg
negativnog naelektrisanja i, otuda, negativnijih vrednosti ZP (cf. Verma i sar., 2009).
Interakcije faktora prikazane na slici 4.1.8 idu u prilog predasnjim nalazima. O¢igledno
je da se ZP svih nanoemulzija izradenih bilo sa PBS ili SOS kao vodenom fazom, u
kombinaciji sa bilo kojim od tri koemulgatora (P80, PL188 ili SHS15), smanjio kada je
HPH metod promenjen sa hladnog na topli, pri ¢emu je redukcija ZP bila najizraZenija
kod nanoemulzija sa PBS. Takode, nize vrednosti ZP dobijene su kod svih nanoemulzija
izradenih hladnim HPH metodom kada je umesto PBS, SOS upotrebljen kao vodena
faza. U slucaju toplog HPH postupka, ZP nanoemulzija kostabilizovanih sa P80 i
SHS15 se povecao (postao je negativniji), dok se kod formulacija na bazi PL188
smanjio, kada je SOS upotrebljen umesto PBS (slika 4.1.8).
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Slika 4.1.5. Pareto dijagrami za proseénu veli¢inu kapi — Z-Ave (a), indeks
polidisperznosti (b), i zeta potencijal (c) dizajniranih nanoemulzija, sa vrednostima
koeficijenata i p vrednostima za ispitivane promenljive — A: vrsta koemulgatora; B:

vrsta vodene faze; C: metod homogenizacije pod visokim pritiskom.
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Slika 4.1.6. Dijagrami interakcija koji prikazuju prose¢nu veli¢inu kapi (Z-Ave)
dizajniranih nanoemulzija na razli¢itim kombinacijama nivoa faktora — A: vrsta

koemulgatora; B: vrsta vodene faze; C: metod homogenizacije pod visokim pritiskom.
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Slika 4.1.7. Dijagrami interakcija koji prikazuju indeks polidisperznosti (PDI)
dizajniranih nanoemulzija na razli¢itim kombinacijama nivoa faktora — A: vrsta

koemulgatora; B: vrsta vodene faze; C: metod homogenizacije pod visokim pritiskom.
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Slika 4.1.8. Dijagrami interakcija koji prikazuju zeta potencijal (ZP) dizajniranih

nanoemulzija na razli¢itim kombinacijama nivoa faktora — A: vrsta koemulgatora; B:

vrsta vodene faze; C: metod homogenizacije pod visokim pritiskom.
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4.1.3. Ispitivanje stabilnosti nanoemulzija dizajniranih prema punom faktorskom i

generalnom faktorskom dizajnu

Stabilnost nanoemulzija je slozeno pitanje 1 zavisi od brojnih faktora kao $to su sastav
formulacije, metod izrade, uslovi Cuvanja (pr. temperatura, svetlost) (Klang i Valenta,
2011). Ako se obezbedi odgovarajuc¢a pH vrednost sistema, emulzije stabilizovane
fosfolipidima mogu biti relativno stabilne pod ambijentalnim uslovima; rok upotrebe
komercijalno dostupnih parenteralnih emulzija obi¢no iznosi dve godine (\Wu, 2007). U
cilju odabira optimalnih formulacija nanoemulzija kao obecavaju¢ih nosaca slabo
rastvorljivih psihofarmakoloskih lekovitih supstanci, uzorci nanoemulzija izradeni
prema shemi punog faktorskog (tabela 3.4) i generalnog faktorskog dizajna (tabela 3.5)
podvrgnuti su proceni preliminarne stabilnosti, pra¢enjem promena u fizi¢ko-hemijskim
parametrima tokom dva, odnosno ¢etiri meseca Cuvanja na 25 + 2°C, kao i nakon
sterilizacije parom (121°C, 15 min) (tabele 4.1.1 1 4.1.2).

Velicina kapi i povrSinsko naelektrisanje smatraju se najreprezentativnijim parametrima
u kontroli stabilnosti nanoemulzija. Poveéanje veli¢ine kapi je zapravo prvi indikator
nestabilnosti emulzionog sistema (Hippalgaonkar i sar., 2010; Muller i sar., 2012;
Tadros i sar., 2004). Na osnovu analize veli¢ine (Z-Ave) i raspodele veli¢ina kapi (PDI)
moze se zakljuditi da su sve ispitivane nanoemulzije formulisane sa sojinim lecitinom,
bez i sa diazepamom kao model lekovitom supstancom, bile fizi¢ki stabilne nakon dva
meseca ¢uvanja na 25 + 2°C, bez znacajnih promena u navedenim parametrima (tabela
4.1.1). Nasuprot tome, prazne nanoemulzije izradene sa lecitinom iz jajeta pokazale su
znacajno povecanje veli¢ine kapi od oko 20-50 nm (t-test, p < 0,05), dok se veli¢ina
kapi nanoemulzija sa inkorporiranom model lekovitom supstancom nije znacajno
promenila tokom vremena (tabela 4.1.1), sto ukazuje da je stabilnost nanoemulzija
potencijalno poboljSana inkorporiranjem diazepama. LD rezultati potvrdili su nalaze
dobijene PCS metodom; prisustvo vecih kapi (iznad 1 pm) uoceno je jedino kod
nanoemulzije sa lecitinom iz jajeta, bez lekovite supstance, koja je sadrzala 20% uljane
faze (slika 4.1.1). Treba, medutim, napomenuti da su tokom ispitivanog perioda sve
formulacije nanoemulzija (sa sojinim lecitinom i lecitinom iz jajeta, sa i bez lekovite
supstance, sa 20 i 30% uljane faze) zadrzale PDI vrednosti manje od 0,15, sto ukazuje
na relativno homogenu rapodelu kapi i potvrduje da nije doslo do znacajnog procesa

agregacije u ispitivanim sistemima (tabela 4.1.1).
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U prilog navedenim nalazima idu i rezultati merenja ZP (tabela 4.1.1). Kao §to je veé
objasnjeno, veliko povrSinsko naelektrisanje kapi smatra se jednim od kljucnih
parametara u odrzavanju stabilnosti nanoemulzija. Brojni faktori kao $to su pH, jonska
jacina, vrsta i koncentracija emulgatora, i prisustvo elektrolita mogu da uticu na ZP
emulzionog sistema (Hippalgaonkar i sar., 2010). Nakon dva meseca ¢uvanja na 25 +
2°C, vrednosti ZP svih nanoemulzija stabilizovanih sojinim lecitinom bile su gotovo
nepromenjene (tabela 4.1.1). Nasuprot tome, kod svih formulacija sa lecitinom iz jajeta
doslo je do znacajnog povecanja ZP (negativnije vrednosti) (t-test, p < 0,05; tabela
4.1.1), verovatno kao posledica oslobadanja slobodnih masnih kiselina usled hidrolize
lecitina i triglicerida iz uljane faze. Formiranje lizolecitina i slobodnih masnih kiselina
se isto tako smatra odgovornim i za uoceno znacajno smanjenje pH vrednosti istih
nanoemulzija tokom ¢uvanja (t-test, p < 0,05; tabela 4.1.1) (Baspinar i sar., 2010; Wu,
2007). Takode, kod svih nanoemulzija zapazeno je smanjenje elektricne provodljivosti
(tabela 4.1.1), pri ¢emu nije bilo znakova inverzije faza. Dodatno, rezultati dobijeni
reoloSkom analizom pokazuju da je nakon dva meseca ¢uvanja kod svih ispitivanih
nanoemulzija doslo do povecanja viskoziteta (tabela 4.1.1); povecanje je bilo veée kod
nanoemulzija stabilizovanih lecitinom iz jajeta i znacajno (t-test, p < 0,05) za
formulacije sa 30% uljane faze.

Ukratko, konstantne ZP vrednosti 1 gotovo nepromenjena veli¢ina kapi tokom prac¢enog
perioda ukazuju da su nanoemulzije izradene sa sojinim lecitinom bile robusnije i
stabilnije od nanoemulzija sa lecitinom iz jajeta, Sto je kasnije uticalo na izbor sojinog
lecitina kao glavnog emulgatora za izradu nanoemulzija kako sa diazepamom, tako i sa
risperidonom, kao model lekovitim supstancama.

Kada su pak u pitanju placebo nanoemulzije izradene prema generalnom faktorskom
dizajnu, variranjem vrste vodene faze, vrste koemulgatora i postupka izrade, podaci
dobijeni iz studija stabilnosti (tabela 4.1.2) pokazuju da su kod gotovo svih ispitivanih
neautoklaviranih uzoraka Z-Ave, PDI i ZP — klju¢ni parametri u kontroli stabilnosti
emulzija — ostali prakticno nepromenjeni tokom cetiri meseca Cuvanja na 25 + 2°C.
Znacajno povecanje veli¢ine kapi od oko 40-50 nm (t-test, p < 0,05) utvrdeno je jedino
kod nanoemulzija formulisanih sa PBS kao vodenom fazom i SHS15 kao
koemulgatorom, nezavisno od postupka izrade, pri ¢emu prilikom vizuelne provere nisu

uocene kapi slobodnog ulja niti odvajanje faza. 1z tabele 4.1.2 se takode moze videti da
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je fizicka stabilnost svih nanoemulzija izradenih sa PBS kao vodenom fazom bila
znacajno kompromitovana autoklaviranjem. Tako je kod nanoemulzija kostabilizovanih
sa P80, a koje su sadrzale PBS, doslo do potpunog razdvajanja faza usled energijom-
indukovane koalescencije kapi. Kod nanoemulzija kostabilizovanih sa PL188 zapazene
su znacajne promene (t-test, p < 0,05) u parametrima stabilnosti: povecanje Z-Ave,
smanjenje PDI i povecanje apsolutnih ZP vrednosti. Kod nanoemulzija sa SHS15
detektovano je pak znacajno smanjenje Z-Ave i PDI nakon autoklaviranja, ali se
veli¢ina kapi znacajno povecala tokom vremena (t-test, p < 0,05). Suprotno od
formulacija sa PBS, sve ispitivane nanoemulzije koje su sadrzale SOS kao vodenu fazu,
nezavisno od vrste koemulgatora ili postupka izrade, bile su prakti¢no nepromenjene
nakon autoklaviranja u pogledu Z-Ave, PDI i ZP, a vrednosti ovih parametara ostale su
stabilne tokom cCetiri meseca Cuvanja na 25 + 2°C. Otuda se moze pretpostaviti da je
stabilnost ispitivanih nanoemulzija na toplotni stres tokom sterilizacije parom,
verovatno potmognuta prisustvom natrijum-oleata koji, pored odrzavanja pH vrednosti,
moze i da poveca negativno naelektrisanje na povrSini kapi, doprinoseci tako
elektrostati¢koj stabilizaciji nanoemulzije (\Werling i sar., 2008).

Dodatne informacije o stabilnosti nanoemulzija tokom ¢uvanja i toplotne sterilizacije
dobijene su iz procene promena u pH vrednosti i1 elektri¢noj provodljivosti ispitivanih
uzoraka nanoemulzija tokom posmatranog perioda (tabela 4.1.2). Kod vecine
nanoemulzija doslo je do znacajnog smanjenja pH (t-test, p < 0,05) tokom cuvanja 1
autoklaviranja, ali su vrednosti 1 dalje bile izmedu 7 1 8, reflektuju¢i fizioloSku
kompatibilnost i pogodnost za parenteralnu primenu. Sto se elektriéne provodljivosti
tice, zapazene su male ali znacajne promene u vidu povecanja ili smanjenja (t-test, p <
0,05) u funkciji vremena i1 autoklaviranja, medutim, nije uo€ena korelacija izmedu
promene ovog parametra i nestabilnosti nanoemulzija. Dakle, rezultati ispitivanja
stabilnosti su potvrdili da su vrsta vodene faze 1 vrsta koemulgatora faktori koji uticu na
stabilnost nanoemulzija. Posmatranjem svih parametara stabilnosti zajedno moze se
zakljuciti da su nanoemulzije izradene sa natrijum-oleatom u vodenoj fazi (SOS) bile
robusnije i stabilnije od onih sa PBS, te se mogu smatrati obe¢avaju¢im nosacima za

parenteralnu isporuku slabo rastvorljivih lekova.
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4.2. Rezultati i diskusija druge faze eksperimentalnog rada

4.2.1. Nanoemulzije sa inkorporiranom model lekovitom supstancom dobijene
variranjem udela uljane faze 1 tipa koemulgatora - fizicko-hemijska

karakterizacija i procena dugorocne stabilnosti
4.2.1.1. Nanoemulzije diazepama dobijene variranjem udela uljane faze

U cilju procene mogucnosti razvoja parenteralnih nanoemulzija sa veéim kapacitetom
za inkorporiranje lekovite supstance, oslanjajuc¢i se na rezultate punog faktorskog
dizajna i sprovedenih studija kratkoro¢ne stabilnosti (tabela 4.1.1), metodom HPH na
hladno (500 bar, 25°C, 9 ciklusa) izradene su odabrane formulacije nanoemulzija sa
lekovitom supstancom, stabilizovane kombinacijom lecitina i P80, variranjem sadrzaja
uljane faze na 20%, 30% i 40%. Diazepam, referentni benzodiazepin koji se uobicajeno
koristi u preklini¢kim ispitivanjima novih psihofarmakoloskih lekova, inkorporiran je u
nanoemulzije kao model lipofilne, u vodi slabo rastvorljive lekovite supstance. Sve
nanoemulzije izradene su sa smeSom MCT i sojinog ulja u odnosu 4:1 kao uljanom
fazom, fosfatnim puferom (PBS 0,01 M, pH 8) kao vodenom fazom, dok su sojin lecitin
i P80 u odnosu 1:1 upotrebljeni kao emulgatori, pri ¢emu je maseni odnos uljane faze i
emulgatora u svim formulacijama bio konstantan (5:1) (tabela 4.2.1). U istraZivanju je
pracen uticaj rastu¢e koncentracije uljane faze na veli¢inu i raspodelu veli¢ina kapi,
povrSinsko naelektrisanje, viskozitet i stabilnost razvijenih nanoemulzija tokom godinu

dana Cuvanja na 25 + 2°C/55 + 5% RH, a dobijeni rezultati prikazani su na slici 4.2.1.

Tabela 4.2.1. Sastav razvijenih nanoemulzija diazepama sa rastu¢om koncentracijom
uljane faze (20%, 30% i 40%)

Sastav (% m/m)

Formulacije Uljana faza Vodena faza
nancemulzija oo\, T S‘JJU!QO LS75 BHT P80  Glicerol PBS do
DZM-NE20 02 160 40 20 005 20 25 1000
DZM-NE30 02 240 60 30 005 3.0 25 100,0
DZM-NE40 02 320 80 40 005 40 25 100,0

DZM: diazepam; MCT: trigliceridi srednje duzine lanca; LS75: sojin lecitin, BHT:
butilhidroksitoluen; P80: polisorbat 80; PBS: fosfatni pufer (0,01 M, pH 8,0).
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Slika 4.2.1. Reprezentativni fizicko-hemijski parametri parenteralnih nanoemulzija
diazepama sa 20% (DZM-NE20), 30% (DZM-NE30) i 40% (DZM-NE40) uljane faze
jedan dan nakon izrade 1 nakon godinu dana ¢uvanja na 25 + 2°C (srednja vrednost +
standardna devijacija, n = 3); “p < 0,05 za DZM-NE40 vs. DZM-NE30 jedan dan nakon
izrade (ANOVA, F(26) = 6,324, p = 0,027); “"p < 0,001 za DZM-NE40 vs. DZM-NE20
i DZM-NE30 jedan dan nakon izrade (ANOVA, F = 80,69, p < 0,001); 5“p < 0,01;

S***

p < 0,001 (t-test), u poredenju sa istim uzorkom jedan dan nakon izrade.

Kao $§to se moze videti na slikama 4.2.1a i 4.2.1b, sve tri formulacije nanoemulzija
diazepama sa 20-40% uljane faze imale su, jedan dan nakon izrade, malu prose¢nu
veli¢inu kapi (Z-Ave 206 £ 7 nm), sa relativno uskom raspodelom veli¢ina (PDI1 0,116 +
0,012) i vrenostima ZP oko -50 mV, u skladu sa zahtevima za parenteralni put primene.
Da bi se detektovalo eventualno prisustvo male frakcije kapi ve¢ih od 1 pm, kao
dodatna metoda za procenu veli¢ine kapi primenjena je svetlosna mikroskopija. Slika
4.2.2 prikazuje primere mikrografija nanoemulzija diazepama sa 20%, 30% i 40%

uljane faze, na kojima se moze videti svega nekoliko vecih kapi u opsegu od 2 um do 4
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um, pri ¢emu je njihov broj sliCan za sve tri ispitivane nanoemulzije, $to ukazuje na
zadovoljavaju¢i kvalitet za parenteralnu primenu (Mduller i sar., 2012) kako
nanoemulzije sa 20% ulja, tako i nanoemulzija sa ve¢im sadrzajem uljane faze (30% i
40%). Imajuéi dalje u vidu da intravenska primena viskoznih sistema moze biti
udruzena sa bolom (Jumaa i Mduller, 1998b), mali prividni viskozitet ispitivanih
nanoemulzija diazepama od 12 £ 9 mPa-s, (slika 4.2.1d), kao i pH vrednost od 7,4 +
0,1 (slika 4.2.1c), dodatno potvrduju pogodnost razvijenih nanoemulzija sa 20%, 30% i
40% uljane faze za parenteralnu primenu i isporuku slabo rastvorljivih lekovitih

supstanci.

EEED =D

Slika 4.2.2. Svetlosne mikrografije nanoemulzija diazepama sa sadrzajem uljane faze od

20% (DZM-NE20), 30% (DZM-NE30) i 40% (DZM-NE40), pod uveli¢anjem 400x.

Dobro je poznato da parametri formulacije (vrsta i koncentracija ulja i emulgatora),
parametri procesa izrade (temperatura, pritisak, i broj ciklusa homogenizacije), kao i
inkorporiranje lekovite supstance u unutra$nju, uljanu fazu nanoemulzije, mogu
znacajno da uticu na fizi¢ko-hemijska svojstva i stabilnost nanoemulzionog sistema
(Benita i Levy, 1993; Hippalgaonkar i sar., 2008; Klang i Valenta, 2011). Tako se sa
povecanjem udela uljane faze moZze povecati solubilizacioni kapacitet nanoemulzije za
lipofilne lekovite supstance. Medutim, §to je veca koncentracija ulja, o¢ekuje se veca
veli¢ina kapi nanoemulzije (Hippalgaonkar i sar., 2008; Jumaa i Muller, 1998b). S tim u
vezi, kod parenteralnog puta primene treba biti posebno obazriv, odnosno osigurati da
prosecna veli¢ina kapi, kao i udeo vecih kapi u nanoemulzijama sa ve¢im sadrzajem
uljane faze (> 20%) budu u skladu sa farmakopejskim zahtevima (USP 39).

Rezultati pokazuju da je prosecna veli¢ina kapi razvijenih nanoemulzija diazepama sa
razli¢itim sadrzajem uljane faze ostala manje ili vise ista, nezavisno od koncentracije

uljane faze, odnosno zapazeno je neznatno, mada statisticki znacajno (ANOVA, F6) =
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6,324; p = 0,031) smanjenje prosecne veli¢ine kapi pri povecanju koncentracije ulja sa
30% na 40% (slika 4.2.1a). Posto su sve nanoemulzije izradene pod istim uslovima (500
bar, 25°C, 9 ciklusa), ista koli¢ina energije primenjena je na vecéu koli¢inu uljane faze
koja treba da bude dispergovana, te bi se teorijski moglo ocekivati da se veli¢ina kapi
poveca sa povecanjem sadrzaja uljane faze (Muller i sar., 2012). Medutim, pokazano je
da ako se maseni odnos emulgatora/stabilizatora i dispergovane, uljane faze drzi
konstantnim, tj. ako se sa povefanjem koncentracije uljane faze povecava i
koncentracija emulgatora, onda u sistemu dolazi do smanjenja medupovrSinskog napona
i nastanka manjih kapi (Tadros i sar., 2004). Ovo zapazanje delimi¢no je potvrdeno u
sprovedenom istrazivanju (slika 4.2.1a). Dodatno, nije bilo statisti¢ki zna¢ajne razlike u
pogledu PDI i ZP izmedu nanoemulzija sa razli¢itom koncentracijom uljane faze (slike
4.2.1ai4.2.1Db).

Na slici 4.2.1d mogu se videti promene prividnog viskoziteta kao ograni¢avajuceg
faktora injektabilnosti razvijenih nanoemulzija za parenteralnu primenu diazepama, u
funkciji koncentracije uljane faze. Naime, povecanje koncentracije uljane faze sa 20%
na 30% dovelo je do znacajnog povecanja viskoziteta nanoemulzije, koji je postao jos
veci sa povecanjem koncentracije ulja na 40% (ANOVA, Fee = 6,324; p < 0,001).
Medutim, ove vrednosti viskoziteta su i dalje dovoljno niske, Sto se verovatno moze
objasniti malom veli¢inom kapi u nanometarskom opsegu (Muller i sar., 2012), da se
dobijene nanoemulzije mogu primeniti parenteralnim putem.

Nakon godinu dana ¢uvanja na 25 + 2°C, tri ispitivane nanoemulzija diazepama sa
rastu¢om koncentracijom uljane faze, bile su fizicki stabilne u pogledu Z-Ave, PDI, ZP i
viskoziteta, bez znacajnih promena u navedenim parametrima (slike 4.2.1a, 4.2.1b i
4.2.1d). Jedino su kod nanoemulzije sa 40% uljane faze (DZM-NE40) zabeleZene nesto
negativnije vrednosti ZP u odnosu na vrednosti dobijene jedan dan nakon izrade (t-test,
p < 0,01). Ovako visoke negativne vrednosti ZP potvrduju, dakle, dobru fizi¢ku
stabilnost razvijenih parenteralnin nanoemulzija diazepama. Slika 4.2.1c pokazuje
promene pH vrednosti i elektricne provodljivosti nanoemulzija diazepama u toku
¢uvanja na 25 * 2°C. Kod svih formulacija doslo je do zna¢ajnog opadanja pH vrednosti
u funkciji vremena Cuvanja (t-test, p < 0,001), Sto je verovatno posledica oslobadanja
slobodnih masnih kiselina usled hidrolize lecitina i triglicerida iz uljane faze. Takode,

kod svih nanoemulzija zapazene su izvesne promene u elektri¢noj provodljivosti, sa
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statisticki znacajnom razlikom jedino kod nanoemulzije sa 20% uljane faze (DZM-

NE20) (t-test, p <0,001), pri ¢emu nije bilo znakova inverzije faza.

4.2.1.2. Nanoemulzije risperidona dobijene variranjem tipa koemulgatora

Sudbina leka u organizmu (engl. in vivo fate) odredena je ne samo osobinama lekovite
supstance, kao Sto su veli¢ina molekula, naelektrisanje i lipofilnost, nego, u znacajnom
stepenu, i osobinama samog sistema za isporuku leka. Kada su u pitanju parenteralne
nanoemulzije kao nosaci lekovitih supstanci, prepoznato je, i generalno prihvaceno, da
izmedu fizicko-hemijskih osobina nanoemulzije (veli¢ina kapi, naclektrisanje,
hidrofobnost), profila adsorpcije proteina plazme (engl. plasma protein adsorption
pattern; proteini plazme adsorbovani na povrSini kapi nanoemulzije nakon sistemske
primene), i posledi¢ne distribucije u razli¢ite organe, postoji medusobna veza (Keck i
sar., 2013; Wasan i sar., 2007). Ovo ukazuje na to da se modifikacijom fizi¢ko-
hemijskih osobina nanoemulzije, naro¢ito kroz promene u sastavu medupovrSinskog
filma emulgatora/stabilizatora, ili dodatak specificnog koemulgatora, moze znaéajno
izmeniti profil adsorbovanja proteina plazme i, otuda, biodistribucija nanoemulzije, kao
1 1zvesna specifi¢nost prema ciljnom organu.

Na osnovu podataka o polimernim i ¢vrstim lipidnim nanocesticama (Blasi i sar., 2013;
Dhawan i sar., 2011; Martins 1 sar., 2012), pretpostavljeno je da bi i nanoemulzije sa
veli¢inom kapi u opsegu 100—200 nm mogle imati produzeno vreme cirkulacije u krvi i
otuda potencijalno duZe vreme kontakta sa KMB, te moguénost preuzimanja
endocitozom od strane mozdanih kapilarnih endotelnih cCelija, pra¢enu bilo
oslobadanjem lekovite supstance 1 njenom difuzijom u mozak, ili transcitozom nanokapi
sa inkorporiranom lekovitom supstancom kroz sloj endotelnih ¢elija u mozak (Kreuter,
2001; Kreuter, 2005). Uglavnom, nanoemulzije sa prose¢nom veli¢inom kapi manjom
od 200 nm, uskom raspodelom veli¢ina (PDI < 0,15) 1 dovoljno visokim negativnim
povrsinskim naelektrisanjem (oko -50 mV) (tabela 4.1.2) dobijene su u okviru
eksperimentalnog prostora generalnog faktorskog dizajna primenjenog u ovoj
disertaciji, tj. za sve koemulgator/vodena faza kombinacije, na obe ispitivane
temperature homogenizacije (tabela 3.5). Kako su u pogledu fizicko-hemijskih osobina
sve dizajnirane nanoemulzije bile pogodne za isporuku leka u mozak, optimalne

formulacije za inkorporiranje lekovite supstance odabrane su u funkciji najmanje
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veli¢ine kapi, najmanje distribucije veliCina 1 najbolje stabilnosti tokom najmanje Cetiri
meseca Cuvanja na 25 + 2°C, kao i nakon sterilizacije parom. Dodatno, znaju¢i da
hemija povrSine Cestica moze imati prevlast nad veli¢inom kapi i povrSinskim
naelektrisanjem u odredivanju prolaska kroz KMB (Voigt i sar., 2014), kao relevantan
faktor u odabiru praznih nanoemulzija u koje ¢e biti inkorporirana lekovita supstanca,
vrsta koemulgatora je takode uzeta u obzir.

U tri formulacije nanoemulzija koje su najvise obecavale, a koje su sadrzale SOS kao
vodenu fazu i razlikovale se samo po tipu koemulgatora (P80, PL188 ili SHS15),
inkorporiran je risperidon (1 mg/g), dobro ispitan i klini¢ki dokazan atipi¢ni
antipsihotik, kao model u vodi slabo rastvorljive psihofarmakoloske lekovite supstance.
Ovako formulisane nanoemulzije risperidona (RSP-P80, RSP-PL188, RSP-SHS15;
tabela 3.2) izradene su toplim HPH postupkom i sprovedena je njihova sveobuhvatna
procena. Pored odabranih nanoemulzija, stabilizovanih kombinacijom lecitina i
odgovaraju¢eg koemulgatora, istim postupkom izradena je i kontrolna nanoemulzija
risperidona (1 mg/g), takode na bazi lecitina, ali bez dodatog koemulgatora (RSP-LS75,
tabela 3.2). Fizicko-hemijske karakteristike (veli¢ina kapi, PDI, ZP, viskozitet, pH i
elektri¢na provodljivost) opisanih nanoemulzija sa risperidonom (RSP-P80, RSP-
PL188, RSP-SHS15, RSP-LS75), kao i odgovaraju¢ih nanoemulzija bez lekovite
supstance (P-P80, P-PL188, P-SHS15, P-LS75), jedan dan nakon izrade, nakon godinu
dana ¢uvanja na 25 + 2°C, kao i nakon sterilizacije parom, sumirane su na slikama
4.2.3-4.2.5. Kao §to se moze videti, sve izradene nanoemulzije risperidona odlikovale
su se fizicko-hemijskim parametrima pogodnim za parenteralnu primenu (Z-Ave 171 +
23 nm; PDI 0,11 £ 0,02; ZP — 52 £ 6 mV; pH 8,4 £ 0,2; i prividni viskozitet 7 £ 3
mPa-s). Dodatna analiza veli¢ine kapi LD metodom potvrdila je da su dijametri kapi
nanoemulzija risperidona bili u nanometarskom opsegu (d(0.5) oko 170 nm, d(0.99)
190-220 nm), bez cestica iznad 1 pm, potvrdujuéi dalje njihovu pogodnost za
parenteralnu primenu i isporuku leka u mozak. U prilog navedenim nalazima govore i
rezultati dobijeni polarizacionom mikroskopijom; sa mikrografija prikazanih na slici
4.2.6 moze se videti odsustvo ve¢ih mikrometarskih kapi, agregata kapi ili kristala
lekovite supstance u uzorcima risperidon-nanoemulzija stabilizovanih lecitinom

odnosno kombinacijom lecitina i P80, PL188 ili SHS15 kao koemulgatora.
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Poredenjem sa odgovaraju¢im placebo nanoemulzijama moze se uociti da
inkorporiranje risperidona nije znacajno izmenilo veli¢inu kapi, raspodelu veli¢ina 1
povrSinsko naelektrisanje nanoemulzija stabilizovanih smeSom lecitina 1 razli¢itih
koemulgatora, sa jednim izuzetkom (slike 4.2.3 i 4.2.4): prosecna veli¢ina risperidon-
nanoemulzije stabilizovane smesom lecitin/SHS15 (RSP-SHS15) bila je malo (oko 10
nm), ali znacajno (t-test, p < 0,05) veca od odgovarajuce prazne formulacije (P-SHS15),
Sto je ukazivalo na to da je risperidon, verovatno najvec¢im delom, lokalizovan u
uljanom jezgru nanoemulzije. S druge pak strane, prose¢na veli¢ina kapi kontrolne
nanoemulzije (RSP-LS75) bila je neznatno, mada znacajno (t-test, p < 0,05) manja u
poredenju sa placebo formulacijom (P-LS75) (slika 4.2.3a). Pored toga, moglo se
primetiti da je risperidon znacajno (t-test, p < 0,05) doprineo vecoj pH vrednosti, vecoj
elektricnoj provodljivosti 1 nizem viskozitetu (slike 4.2.3 1 4.2.4), §to moze biti
povezano sa eventualnim prisustvom odredenog broja molekula leka na ulje—voda
medupovrsini nanoemulzija. U pogledu stabilnosti, utvrdeno je da su sve ispitivane
nanoemulzije risperidona bile stabilne nakon godinu dana Cuvanja na 25 + 2°C, sa

minimalnim varijacijama u izmerenim fizicko-hemijskim parametrima.
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Slika 4.2.3. Prose¢na veli¢ina kapi (Z-Ave), indeks polidisperznosti (PDI) i prividni

viskozitet optimizovanih nanoemulzija risperidona (RSP-P80, RSP-PL188, RSP-

¢ih placebo nanoemulzija (P-P80, P-PL188, P-SHS15,

SHS15, RSP-LS75) i odgovaraju

P-LS75) jedan dan nakon izrade i nakon godinu dana ¢uvanja na 25 £+ 2°C (srednja

= 3); f: uzorak nanoemulzije filtriran kroz 0,22-um

n

vrednost + standardna devijacija,

filter; a: uzorak nanoemulzije sterilisan parom (u autoklavu, 121°C, 15 min); “p < 0,05;

“p<0,01i " p<0,001 (t-test)

, u poredenju sa istim uzorkom jedan dan nakon izrade;

sa odgovaraju¢im placebo uzorkom jedan dan nakon

“p < 0,05 (t-test), u poredenju

izrade.
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Slika 4.2.4. Zeta potencijal (ZP), pH vrednost i elektriéna provodljivost optimizovanih
nanoemulzija risperidona (RSP-P80, RSP-PL188, RSP-SHS15, RSP-LS75) i
odgovarajucih placebo nanoemulzija (P-P80, P-PL188, P-SHS15, P-LS75) jedan dan
nakon izrade i nakon godinu dana ¢uvanja na 25 £ 2°C (srednja vrednost + standardna
devijacija, n = 3); f: uzorak nanoemulzije filtriran kroz 0,22-um filter; a: uzorak
nanoemulzije sterilisan parom, u autoklavu (121°C, 15 min); “p < 0,05; “p < 0,01i ™"p
< 0,001 (t-test), u poredenju sa istim uzorkom jedan dan nakon izrade; *p < 0,05; #p <
0,01 i #p < 0,001 (t-test), u poredenju sa filtriranim uzorkom jedan dan nakon izrade;
*p < 0,05; *p < 0,01 i *p < 0,001 (t-test), u poredenju sa odgovaraju¢im placebo
uzorkom jedan dan nakon izrade.
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Slika 4.2.5. LD dijametri nanoemulzija risperidona (RSP-P80, RSP-PL188, RSP-

SHS15, RSP-LS75) i odgovarajucih placebo nanoemulzija (P-P80, P-PL188, P-SHS15,

P-LS75) jedan dan nakon izrade i nakon godinu dana ¢uvanja na 25 + 2°C; f: uzorak

nanoemulzije filtriran kroz 0,22-um filter; a: uzorak nanoemulzije sterilisan parom (u

autoklavu, 121°C, 15 min).
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RSP-PL188

Slika 4.2.6. Svetlosne mikrografije nanoemulzija risperidona stabilizovanih lecitinom u
kombinaciji sa razli¢itim vrstama koemulgatora — polisorbatom 80 (RSP-P80),
poloksamerom 188 (RSP-PL188) i Solutolom HS 15 (RSP-SHS15), i kontrolne
nanoemulzije stabilizovane lecitinom, bez koemulgatora (RSP-LS75), pod uveli¢anjem
400%.

Podaci prikazani na slikama 4.2.3a i 4.2.4a jasno pokazuju da proces sterilizacije parom
(u autoklavu) nije doveo do narusavanja fizicke stabilnosti nanoemulzija risperidona
stabilizovanih lecitinom ili smeSom lecitina i P80 (RSP-LS75 i RSP-P80, respektivno);
relevantni parametri stabilnosti, naime, prose¢na veli¢ina kapi, homogenost veli¢ina i
povrSinsko naelektrisanje, bili su prakticno nepromenjeni u poredenju sa uzorcima
filtriranim kroz 0,22-pm filter, i $to je jo$ vaznije, nisu detektovane znac¢ajne promene u
navedenim parametrima ni nakon godinu dana ¢uvanja na 25 = 2°C. Analiza veli¢ine
kapi sprovedena PCS (slika 4.2.3) i LD metodama (slika 4.2.4) potvrdila je da su tokom
jednogodisnjeg perioda ¢uvanja, dijametri kapi svih ispitivanih uzoraka nanoemulzija sa
risperidonom, kako filtriranih tako i autoklaviranih, ostali u nanometarskom opsegu (Z-
Ave 160-210 nm, d(0.5) 166-198 nm, d(0.99) 190-330 nm), sa relativno uskom
raspodelom veli¢ina (PDI < 0,15), 1 bez prisustva Cestica iznad 1 um, $to dodatno
potvrduje pogodnost razvijenih nanoemulzija za parenteralnu primenu i isporuku lekova

u mozak.
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Pored toga, nakon godinu dana Cuvanja, ispitivane probe, filtrirane i autoklavirane,
nanoemulzija risperidona zadrzale su visoke negativne vrednosti ZP u opsegu od —50
mV do —63 mV (slika 4.2.4), reflektuju¢i dovoljno veliko negativno povrSinsko
naelektrisanje za repulziju kapi i, time, poboljSanu stabilnost nanoemulzionih sistema.
Takode, utvrdeno je da su svi filtrirani uzorci nanoemulzija risperidona bili stabilni u
pogledu viskoziteta, pokazujuci samo neznatno smanjenje ovog parametra nakon godinu
dana cuvanja (slika 4.2.3). Nasuprot tome, pH svih ispitivanih nanoemulzija risperidona
znacajno se smanjio (t-test, p < 0,05; slika 4.2.4) tokom ¢uvanja i autoklaviranja, ali su
vrednosti i dalje bile izmedu 7 i 8, §to potvrduje njihovu pogodnost za parenteralnu
primenu. Takode, kod svih nanoemulzija risperidona zapazeno je slabo, ali znacajno (t-
test, p < 0,05), poveéanje elektricne provodljivosti u funkciji vremena cuvanja i
autoklaviranja (slika 4.2.4), pri ¢emu nije bilo korelacije izmedu promene ovog
parametra i nestabilnosti nanoemulzija. Ako se pak pogledaju placebo nanoemulzije,
nakon godinu dana ¢uvanja na 25 £ 2°C mogu se videti manje promene u prac¢enim
fizicko-hemijskim parametrima, koje prate slicne trendove kao kod odgovarajucih
nanoemulzija sa inkorporiranim risperidonom (slike 4.2.3-4.2.5).

Konaé¢no, uzimaju¢i u obzir sve parametre stabilnosti, moze se zakljuciti da se
nanoemulzije risperidona (kao i njihova placeba) stabilizovane lecitinom, samostalno ili
u kombinaciji sa razli¢itim koemulgatorima — P80, PL188, SHS15, a koje sadrze
natrijum-oleat kao puferski agens i dodatni stabilizator, mogu lako filtrirati pod
asepti¢nim uslovima, kao i sterilisati parom, pri ¢emu su dobijene probe robusne i
stabilne tokom najmanje godinu dana cuvanja na 25 + 2°C (studija stabilnosti je joS u
toku), Sto ukazuje na mogucénost industrijske proizvodnje razvijenih formulacija

nanoemulzija risperidona.

4.2.2. Interakcije lek-nosa¢ i karakterizacija nanoemulzija primenom tehnika
DSC, FT-IRi AFM

Efekat inkorporiranja lekovite supstance na termalno ponasanje i strukturna svojstva
razvijenih formulacija nanoemulzija, kao i potencijalne interakcije izmedu inkorporirane
model lekovite supstance i drugih komponenata nanoemulzija, ispitivani su primenom

DSC tehnike. DSC termogrami dobijeni za model lekovite supstance (diazepam i
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risperidon) i1 odabrane nanoemulzije stabilizovane smeSom sojinog lecitina i1 P80, bez 1
sa inkorporiranim model lekovitom supstancom, prikazani su na slici 4.2.7.

DSC termogram diazepama (slika 4.2.7a) pokazuje ostar, endotermni pik na 134,28°C
koji odgovara topljenju lekovite supstance. Na DSC termogramu odabrane
nanoemulzije diazepama, kao i odgovarajuce placebo nanoemulzije, zabelezen je, pak,
Sirok, asimetri¢an, endotermni pik na oko 100°C (slika 4.2.7a), koji najverovatnije
odgovara isparavanju vode iz te¢nih uzoraka nanoemulzija. Odsustvo pika koji
karakteriSe topljenje diazepama na DSC termogramu nanoemulzije sa ovom lekovitom
supstancom, upucuje da je diazepam verovatno molekularno dispergovan, odnosno
rastvoren u uljanoj fazi nanoemulzije. Kako, medutim, pik koji potice od isparavanja
vode zbog velike entalpije moze maskirati druge termalne promene u uzorku, te navesti
na pogreSan zaklju¢ak o obliku u kome se lekovita supstanca nalazi u nanoemulziji,
nativni uzorci nanoemulzija su takode suSeni na vazduhu, a DSC termalne krive
osusenih uzoraka nanoemulzija sa i bez risperidona kao model lekovite supstance, kao i
samog risperidona, prikazane su na slici 4.2.7b. Na DSC termogramu risperidona
zabeleZzen je ostar, endotermni pik na 171,67°C koji odgovara topljenju lekovite
supstance. Na DSC krivama placebo i nanoemulzije sa risperidonom mogao se, pak,
uociti Sirok, asimetrican, endotermni pik na oko 190°C, §to je najverovatnije posledica
isparavanja benzil alkohola. Medutim, pik karakteristiCan za topljenje risperidona nije
detektovan na termogramu nanoemulzije risperidona, Sto ukazuje da je risperidon

verovatno molekularno dispergovan, tj. rastvoren u uljanoj fazi nanoemulzije.
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Slika 4.2.7. DSC termogrami diazepama (DZM), odabrane nanoemulzije sa
inkorporiranim diazepamom (DZM20s) i odgovaraju¢e placebo nanoemulzije (P20s)
(a); DSC termogrami risperidona (RSP) i odabranih nanoemulzija bez (P-P80) i sa
inkorporiranim risperidonom (RSP-P80) (b).

Da bi se upotpunili nalazi dobijeni termalnom analizom i stekao dodatni uvid u moguce
intermolekulske interakcije izmedu lekovite supstance 1 drugih komponenata u
nanoemulzionim sistemima i potencijalnu rekristalizaciju inkorporirane model lekovite
supstance, kao dodatna metoda karakterizacije primenjena je FT-IR spektroskopija. FT-
IR spektri odabranih nanoemulzija sa diazepamom i risperidonom kao model lekovitim
supstancama, njihovih odgovarajuc¢ih placebo parova, kao 1 nekih polaznih materijala
koji ulaze u sastav nanoemulzija, prikazani su na slici 4.2.8. Na FT-IR spektru
diazepama (slika 4.2.8a) mogu se videti karakteristi¢ne apsorpcione trake koje poti¢u od
funkcionalnih grupa prisutnih u strukturi njegovih molekula: C=C istezanje na 1686 cm"
1+ istezanje aromati¢ne C=C veze na 1483 cm™, 1400 cm™ i 1314 cm™’; savijanje izvan
ravni aromatiéne C—H veze na 739 cm™ i 707 cm™; C-CI istezanje na 583 cm™;
simetriéno i asimetriécno CHs istezanje na 2913 cm™ i 2971 cm?; simetri¢ne i
asimetri¢ne CH3 deformacione vibracije na 1340 cm™ i 1419 cm™; CHs uvrtanje na 985

cm; simetri¢no CH> istezanje na 2836 cm™ i CH; seckanje na 1442 cm™ (Neville i
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Shurvell, 1990). Na FT-IR spektru risperidona predstavljenom na slici 4.2.8b mogu se
uoditi karakteristi¢ne apsorpcione trake na 3062 cm™ usled aromati¢nog C—H istezanja;
2942 cm™ i 2757 cm™ usled istezanja alifaticne C—H veze; 1650 cm™ (ostar pik) $to
odgovara C=0 istezanju aromati¢nog ketona; 1612 cm™ i 1535 cm™ koje poti¢u od C=C
istezanja aromati¢nog prstena i C—N i C-O ugaonih deformacija oksazolovog prstena;
1448 cm™ usled C=N istezanja; 1415 cm™ usled savijanja alifatiéne C—H veze; 1351
cm §to se pripisuje C—N istezanju oksazolovog prstena; 1192 cm™ usled C—N istezanja
koje poti¢e od tercijarnog amina piperidinskog prstena; 1130 cm? $to odgovara C—F
istezanju aril fluorida; i trake na 958 cm™, 862 cm™ i 817 cm™ koje poti¢u od savijanja
aromati¢ne C—H veze (Daniel i sar., 2013; Shukla i sar., 2009).

Kada se pogledaju FT-IR spektri odabranih nanoemulzija bez i sa inkorporiranom
model lekovitom supstancom (slika 4.2.8), karakteristine vibracione trake zabelezene
na oko 2926 cm™ i 2855 cm™ (simetri¢no i asimetriéno CHp istezanje), 1746 cm
odnosno 1744 cm™ (C=0 istezanje), 1460 cm™ i 1377 cm™ (CH: savijanje), 1158 cm™
odnosno 1160 cm™ (preklopljene vibracije C-O—C i P=0 istezanja), 1106 cm™ (P-O-C
istezanje) i 726 cm™ (vibracije ljuljanja CH lanca van ravni) mogu se direktno pripisati
funkcionalnim grupama prisutnim u MCT, sojinom ulju i lecitinu. Ono §to je vaznije, na
FT-IR spektrima nanoemulzija sa inkorporiranim diazepamom (slika 4.2.8a) ili
risperidonom (slika 4.2.8b) nisu zabelezeni specifiéni pikovi koji odgovaraju lekovitoj
supstanci, odnosno opisani pikovi koji poti¢u od diazepama i risperidona su nestali ili su
bili prepokriveni pikovima koji poti¢u od ulja. Takode, u poredenju sa FT-IR spektrima
odgovaraju¢ih placebo nanoemulzija, na FT-IR spektrima nanoemulzija sa
inkorporiranom lekovitom supstancom nisu detektovane nove trake niti je bilo
pomeranja postojecih apsorpcionih traka, ¢ime se potvrduje odsustvo bilo kakve
hemijske interakcije izmedu inkorporirane lekovite supstance i drugih komponenata
nanoemulzija. Dobijeni rezultati su u potpunoj korelaciji sa rezultatima dobijenim DSC
metodom, §to ukazuje da su diazepam i risperidon homogeno dispergovani u
nanoemulzijama, bez bilo kakve intermolekulske lek—nosa¢ interakcije, ili bilo kakvih

naznaka eventualne rekristalizacije inkorporirane model lekovite supstance.
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Slika 4.2.8. FT-IR spektri diazepama (DZM), triglicerida srednje duzine lanca (MCT),
sojinog ulja (SO), odabrane nanoemulzije diazepama (DZM20s) i odgovarajuce placebo
nanoemulzije (P20s) (a); FT-IR spektri risperidona (RSP), sojinog lecitina (LS75),
smese MCT i SO u odnosu 4:1 (MCT-SO smesa), odabrane nanoemulzije risperidona

(RSP-P80) i odgovarajuée placebo nanoemulzije (P-P80) (b).

Kako bi se upotpunile informacije o veli¢ini kapi, raspodeli veli¢ina, morfoloskim
karakteristikama i mogu¢em procesu agregacije u nanoemulzionim sistemima (Preetz i
sar., 2010; Rouzi i sar., 2005; Vitorino i sar., 2011), kao naredni korak u sveobuhvatnoj
karakterizaciji razvijenih formulacija nanoemulzija sprovedena je AFM analiza. Slike
4.2.914.2.10 prikazuju AFM mikrografije — ,,signal greske®, dvodimenzionalne (2D) i
trodimenzionalne (3D) slike topografije — odabranih nanoemulzija sa diazepamom i
risperidonom kao model lekovitim supstancama, respektivno. Na slici 4.2.9a
predstavljen je ,,signal greske* nanoemulzije diazepama (DZM30s) snimljen na povrsini
uzorka od 5 x 5 um?. Da bi se odredila veli¢ina nanoemulzionih kapi, manja povrsina
uzorka od 1,4 x 1,4 pm?, oznacena isprekidanim kvadratom na slici 4.2.9a, dalje je
analizirana, a 3D 1 2D slike topografije ovako odabrane povrSine uzorka ilustrovane su
na slikama 4.2.9b i 4.2.9c, respektivno, dok se profili dve reprezentativne nanokapi
mogu videti na slici 4.2.9d. Na slikama 4.2.10a, 4.2.10b i 4.2.10c prikazane su AFM

123



mikrografije u vidu ,,signala greske“, 2D topografije 1 3D topografije, respektivno,
dobijene za povrsinu od 2 x 2 pm? odabranog uzorka nanoemulzije risperidona (RSP-

P80), dok su tzv. ,,profili visine® dve oznacene kapi nanoemulzije dati na slici 4.2.10d.
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Slika 4.2.9. AFM slike odabrane nanoemulzije diazepama (DZM30s): ,,signal greske*

na 5 x 5 um? povrsine uzorka (a), 3D topografija 1,4 x 1,4 pm? povriine uzorka

oznacene isprekidanim kvadratom (b), 2D topografija (c), i ,,profili visine* dve

odabrane nanoemulzione kapi (d).
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Slika 4.2.10. AFM slike odabrane nanoemulzije risperidona (RSP-P80): ,,signal greske*
na 2 x 2 um? povrsine uzorka (a), 2D topografija (b), 3D topografija (c), i ,,profili

visine* dve odabrane nanoemulzione kapi (d).

Prikazane AFM fotomikrografije (slike 4.2.9 i 4.2.10) jasno pokazuju da su u
ispitivanim uzorcima nanoemulzija diazepama i risperidona prisutne male, sferi¢ne,
homogene kapi nanoveli¢ina, sa prosecnim dijametrom oko 200-250 nm, pri ¢emu nije
detektovano prisustvo vecih kapi, agregata ili nerastvorenih kristala model lekovite

supstance, §to je bilo u skladu sa nalazima dobijenim PCS i LD metodama.
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4.2.3. In vitro ispitivanje brzine oslobadanja model lekovite supstance iz

nanoemulzija

In vitro ispitivanje brzine oslobadanja model lekovite supstance iz formulisanih
parenteralnih nanoemulzija (diazepama iz nanoemulzija sa 20%, 30% i 40% uljane faze,
stabilizovanih smeSom lecitina i P80, 1 risperidona iz nanoemulzija sa 20% uljane faze,
stabilizovanih lecitinom ili smeSom lecitin/P80) sprovedeno je primenom tehnike
reverzne dijalize sa vreCicama, u kojoj Cist medijum napunjen u dijalizne vrecice
predstavlja akceptorsku fazu, a ispitivana nanoemulzija dispergovana u odgovarajucoj
zapremini medijuma koji okruzuje dijalizne vreCice predstavlja donorsku fazu
(Chidambaram 1 Burgess, 1999). Procenat oslobodene model lekovite supstance iz
ispitivanih formulacija nanoemulzija izracunat je iz odnosa koncentracije lekovite
supstance u dijaliznim vre¢icama (akceptorski medijum), izmerene u prethodno
definisanim vremenskim intervalima, i ukupne koncentracije lekovite supstance u
okolnom medijumu, tj. sink rastvoru (Levy i Benita, 1990), a dobijeni profili
oslobadanja prikazani su na slici 4.2.11. Kao $to se moze videti, in vitro oslobadanje
diazepama iz ispitivanih parenteralnih nanoemulzija (slika 4.2.11a) odlikovalo se
bifaznim profilom (posebno izrazeno kod nanoemulzije sa 40% uljane faze), sa
inicijalnim brZim oslobadanjem (moguce usled difuzije slobodne lekovite supstance, ili
lekovite supstance solubilizovane u micele iz donorske faze u akceptorski medijum),
koje je bilo praceno sporijim oslobadanjem (verovatno usled oslobadanja lekovite
supstance iz uljanih kapi u kontinuiranu donorsku fazu, te difuzije kroz membranu
dijalizne vrecice u akceptorski medijum) (Chidambaram i Burgess, 1999). Poredenjem
dobijenih profila moze se zakljuditi da su profili oslobadanja diazepama iz ispitivanih
nanoemulzija sa 20% i 30% uljane faze sli¢ni (p < 0,05 jedino u 40 min), a da se
znacajne razlike mogu uociti izmedu nanoemulzija sa 20% 1 40%, odnosno 30% 1 40%
uljane faze (slika 4.2.11a). Rezultati pokazuju da je nakon 60 min ukupni procenat
oslobodenog diazepama iz ispitivanih nanoemulzija sa 20% 1 30% uljane faze bio
znacajno vec¢i (ANOVA, Fee = 63,553, p < 0,001) u poredenju sa nanoemulzijom sa
40% uljane faze (50,39 + 1,12% i 48,27 = 1,18% vs. 41,43 + 0,67%, respektivno).
Sveukupno gledano, moze se zakljuciti da je oslobadanje diazepama iz ispitivanih

parenteralnih nanoemulzija relativno brzo i da se sa povecanjem koncentracije uljane
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faze smanjuje frakcija oslobodenog diazepama, verovatno usled duzeg zadrzavanja
lekovite supstance u vecoj koli¢ini emulzionih kapi.

U sluCaju nanoemulzija risperidona (slika 4.2.11b), rezultati ispitivanja brzine
oslobadanja pokazali su da izmedu ispitivanih formulacija, razli¢itih samo po prisustvu
P80 kao koemulgatora, postoji znacCajna razlika u profilima oslobadanja lekovite
supstance. Inicijalno brzo oslobadanje bilo je narocito izrazeno kod RSP-P80
nanoemulzije, stabilizovane smeSom lecitin/P80, iz koje se ve¢ u prvih pet minuta
oslobodilo vise od 50% risperidona. Pored toga, procenat oslobodenog risperidona iz
ove nanoemulzije bio je u gotovo svim vremenskim tackama (izuzev 60 min i 180 min)
znacajno veéi (t-test, p < 0,05) u poredenju sa RSP-LS75 nanoemulzijom. Kod
formulacije RSP-LS75, pak, stabilizovane samo lecitinom, nakon pocetnog sporijeg
oslobadanja, uo¢eno je povecanje u koli¢ini oslobodene lekovite supstance, koja se
nakon jednog sata ispitivanja priblizila koli¢ini oslobodenog risperidona iz poredbene
nanoemulzije (slika 4.2.11b). Kona¢no, nakon 180 min, ukupni procenat oslobodenog
risperidona bio je gotovo isti za obe ispitivane nanoemulzije risperidona, nezavisno od
prisustva koemulgatora/kostabilizatora, i iznosio je skoro pa 100% (RSP-P80: 97,09 +
0,51; RSP-LS75: 98,87 + 1,74).
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Slika 4.2.11. Profili brzine oslobadanja diazepama iz ispitivanih nanoemulzija sa 20%
(DZM-NE20), 30% (DZM-NE30) i 40% (DZM-NE40) uljane faze (a); risperidona iz
ispitivanih nanoemulzija stabilizovanih lecitinom (RSP-LS75) ili smeSom lecitina i
polisorbata 80 (RSP-P80) (b) (srednja vrednost + standardna devijacija, n = 3); **p <
0,05 za DZM-NE20 vs. DZM-NE30; ®*p < 0,05; P***p < 0,001 za DZM-NE20 vs.
DZM-NE40; “**p < 0,01; “***p < 0,001 za DZM-NE30 vs. DZM-NE40; #p < 0,01; *¥p
< 0,001 za RSP-P80 vs. RSP-LS75.
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U cilju sticanja boljeg uvida u kinetiku oslobadanja lekovite supstance iz ispitivanih
nanoemulzija, dobijeni eksperimentalni podaci fitovani su u odgovaraju¢e matematicke
modele — nultog reda, prvog reda, Higuchi, Baker—Lonsdale, Korsmeyer—Peppas (Costa
I Sousa Lobo, 2001), a izraCunati parametri prikazani su u tabeli 4.2.2. Na osnovu
vrednosti  koeficijenta determinacije (R?), prilagodenog koeficijenta determinacije
(R2agjusted) 1 AIC vrednosti (engl. Akaike Information Criterion) (Costa i Sousa Lobo,
2001), model koji najbolje opisuje oslobadanje diazepama, a i risperidona, iz ispitivanih
nanoemulzija jeste Korsmeyer—Peppas model (najveéi R? i RZgjusted, NAjmanji AIC).
Poredenjem konstanti brzine oslobadanja uoceno je da je brzina oslobadanja diazepama
iz nanoemulzije sa 40% uljane faze znacajno veéa u poredenju sa nanoemulzijama sa
20% i 30% ulja (ANOVA, Fpe = 47,886, p < 0,001). Takode, brzina oslobadanja
risperidona iz nanoemulzije stabilizovane lecitinom u kombinaciji sa P80 bila je
znaajno veéa U odnosu na nanoemulziju stabilizovanu samo lecitinom (t-test, p <
0,001). Na osnovu vrednosti eksponenta oslobadanja/difuzije (n) koji ukazuje na
mehanizam oslobadanja lekovite supstance u Korsmeyer—Peppas modelu (Costa i Sousa
Lobo, 2001), moze se zakljuciti da je kod nanoemulzija diazepama sa 20% i 30% uljane
faze dominantan anomalni transport diazepama (0,43 < n < 0,85), koji se pripisuje
kombinaciji difuzije 1 erozije kod Cvrstih matriksa, a o kome se malo zna u slucaju
emulzija. Neki autori pripisuju anomalni transport faznim prelazima surfaktanata, kao
Sto je formiranje lamelarnih ili kubnih faza (Marin-Quintero i sar., 2013). Kod
nanoemulzije sa 40% uljane faze je pak prisutno difuzijom-kontrolisano oslobadanje
diazepama (n < 0,43). U slucaju risperidon-nanoemulzija, vrednost eksponenta n (<
0,43) upucuje da se risperidon iz ispitivanih formulacija nanoemulzija dominantno

oslobada mehanizmom difuzije.
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Tabela 4.2.2. Kinetika oslobadanja model lekovite supstance iz ispitivanih formulacija

nanoemulzija (diazepama iz nanoemulzija DZM-NE20, DZM-NE30 i DZM-NEA40;

risperidona iz nanoemulzija RSP-P80 i RSP-LS75)

Kineti¢ki Parametar Formulacija
model DZM-  DZM- _ DZM- RSP- RSP-
NE20 NE30 NE40 P80 LS75
Nultog reda K 0,972 0,921 0,809 0,719 0,679
R?2 07992 07290 02426 36972  0,1204
R2agjusted 07992 07290 02426 —3,6972  0,1204
AIC 29,33 29,68 33,55 56,00 50,87
Prvogreda K 0,014 0,013 0,011 0,041 0,021
% 09327 08839 0,072 -0,0002  0,8936
R2agjusted 09327 08839 011072 -0,0002  0,8936
AIC 23,87 25 44 31,90 46,71 38,19
Higuchi K 6,440 6,148 5,592 8,809 7,957
R2 09637 00988 08208 -0,1881 09313
R2agjusted 09637 00988 08208 -0,1881  0,9313
AIC 20,78 13,84 23,87 47,73 35,55
Baker— K 0,001 0,001 0,001 0,003 0,002
Lonsdale
% 09419 09733 08606 05720  0,9729
R2agjusted 09419 09733 08606 05720  0,9729
AIC 23,13 18,10 22,61 41,53 29,75
Korsmeyer-— 4409 4949 8960 32079 12718
Peppas
N 0,605 0,560 0,367 0,211 0,397
R2 09854 09970 09059 09322 09753
R2agjusted 09806 09960 08745 09153  0,9692
AIC 18,22 9,18 22,65 32,46 31,43

k: konstanta brzine oslobadanja; R% koeficijent determinacije; R%ugjusted: prilagodeni koeficijent

determinacije; AIC: Akaikov informacioni kriterijum; n: eksponent oslobadanja/difuzije (n <

0,43 — Fickova difuzija; 0,43 < n < 0,85 — anomalno ponasanje, ne-Fickova difuzija; n > 0,85 —

oslobadanje nultog reda (Costa i Sousa Lobo, 2001)).
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4.3. Rezultati i diskusija trece faze eksperimentalnog rada

4.3.1. In vivo farmakokineticke i studije biodistribucije

Da bi se dobio uvid u znacajan potencijal razvijenih formulacija nanoemulzija kao
nosaCa za parenteralnu primenu slabo rastvorljivih psihofarmakoloskih lekova i
procenio uticaj samog nanoemulzionog sistema kao nosaca na farmakokinetiku
inkorporirane model lekovite supstance, odabrani ,aktivni“ uzorci nanoemulzija
podvrgnuti su farmakokinetickim ispitivanjima nakon intraperitonealne primene kod
pacova. Uzimaju¢i u obzir specifitne zahteve koje u pogledu fizicko-hemijskih
svojstava namecée parenteralni put primene, kao i podatke o stabilnosti i in vitro
oslobadanju lekovite supstance, za in vivo farmakokineti¢ke i studije biodistribucije
odabrane su one formulacije nanoemulzija koje su imale najbolje karakteristike. Na
primeru diazepama i risperidona kao model lekovitih supstanci, tokom ovih studija
procenjena je sposobnost razvijenih parenteralnih nanoemulzija da uspesno isporuce
slabo rastvorljive lekovite supstance koje deluju na CNS, a ¢ija bi primena bila posebno

pozeljna u hitnim (urgentnim) stanjima, kada je potrebna brza isporuka leka u mozak.

4.3.1.1. Nanoemulzije sa diazepamom kao model lekovitom supstancom

U cilju utvrdivanja da 11 1 kako sadrzaj uljane faze u nanoemulzijama uti¢e na
farmakokinetiku inkorporirane model lekovite supstance, ukljucuju¢i odnose
ekspozicije u plazmi i mozdanom tkivu, te efikasnost isporuke u mozak, in vivo
farmakokinetickim studijama podvrgnute su tri formulacije nanoemulzija diazepama,
stabilizovane kombinacijom sojinog lecitina i P80, sa rastu¢om koncentracijom uljane
faze od 20%, 30% i 40% (DZM-NE20, DZM-NE30 i DZM-NE40, respektivno; tabela
4.2.1). Sadrzaj diazepama u odabranim nanoemulzijama odreden je spektrofotometrijski
naspram odgovarajuée placebo formulacije (slepa proba), a dobijene vrednosti bile su
priblizno 97,5%, 98% 1 99% za nanoemulzije sa 20%, 30% 1 40% ulja, respektivno.
Profili koncentracija diazepama u plazmi 1 moZdanom tkivu pacova nakon
intraperitonealne primene navedenih nanoemulzija diazepama i intravenske primene
rastvora diazepama (koji je koriS¢en za validaciju eksperimentalnog protokola), kao i
izracunati farmakokineticki parametri prikazani su na slici 4.3.1, dok su odnosi

koncentracija diazepama nadenih u mozgu i plazmi nakon intraperitonealne primene
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ispitivanih nanoemulzija dati na slici 4.3.2. Vrednosti parametara Cmax, Tmax, ti2, AUCo-
1h, CL (14,99 + 3,42 L/kg/h) i Vd (6,07 + 1,28 L/kg) dobijene u plazmi nakon primene
rastvora diazepama injektovanjem u repnu venu (slika 4.3.1d) bile su komparabilne sa
vrednostima navedenim u literaturi za isti put primene kod pacova (lgari i sar., 1982;

Kaur i Kim, 2008), sto potvrduje validnost primenjenog dizajna farmakokineti¢kih

eksperimenata.
a) DZM-NE20 b) DZM-NE30
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o 1400 4 Crnax (ng/mL) 340,9+103,2  850,7 £ 263,0 1400 4 Cnax (No/mL) 543,6+405 1126,9 44079
S S 1200] Tmax (Min) 5+0 5+0 o Tmax (min) 5+0 510
8 c 4 t1‘,'2 (l'l) 08+04 3426 4 11,!2 (h) 05+01 09+05
L= 1000 AUCq4(ng'h/ml) 92056 2069+ 27,1 1000 AUCqy(nghiml) 103,0£108 1527268
S E 800+ 800
Q o 1
gs 600 |
= |
g 400
2 200
E -3
E E = E E g 0 —— T
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
c) DZM-NE40 d  pzm-sol
1600 Plazma Mozak 1600 Plazma Mozak
E —a— —— E —a— ——
= 1400 1 Crmax (ng/mL) 27914322 356,81+ 70,1 1400+ Cpmax (ng/mL) 353,3+47,7* 4696+ 106,0
T 2 1200 Tmax (min) 10+5 11,7144 1200 Tmax (min) 0 83417
2 € o0l tr® 413 0802 w00 tz® 030 0,5£0,1
£ = J AUCq (ng-h/mL)  1335+141 191,0: 168 ] AUCqy(ng'himL)  134,8+292 2284560
© E 800+
8 2 6001
"-:‘ 4
g 400
g |
2 200
0 LN L L SN I A " T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
Vreme (min) Vreme (min)

Slika 4.3.1. Farmakokineticki profili diazepama u plazmi i mozdanom tkivu nakon
intraperitonealne primene odabranih nanoemulzija diazepama (DZM-NE20, DZM-
NE30 i DZM-NE40) i intravenske primene rastvora diazepama (DZM-Sol) kod pacova
(n = 3, srednja vrednost + standardna greSka). *Ekstrapolisana koncetracija u vremenu t

=0.

132



[ DZM-NE20
Il DZM-NE30
DZM-NE40

~

]

w

B

w

%]

-

ce oo o Lo v v bl

Odnos koncentracija mozak/plazma

o

5 min 10 min 20 min 40 min 60 min

Vreme

Slika 4.3.2. Mozak—plazma odnosi koncentracija diazepama nakon intraperitonealne
primene odabranih nanoemulzija diazepama (DZM-NE20, DZM-NE30 i DZM-NE40)
kod pacova (n = 3, srednja vrednost + standardna greska); *p < 0,05 u poredenju sa
DZM-NE20 i DZM-NE40 nanoemulzijama (Kruskal-Wallis test; H = 6,489; df =2; p =
0,039; poredenje parova primenom Mann—Whitney U testa).

Kako grafici za nanoemulzije diazepama pokazuju (slike 4.3.1a-4.3.1c i 4.3.2),
prosene koncentracije diazepama u mozgu bile su vece od onih u plazmi u vecini
vremenskih tacaka, $to nije iznenadujuce ako se uzmu u obzir povoljna fizi¢ko-hemijska
svojstva diazepama, pre svega njegova visoka lipofilnost (Worboys i sar., 1997).
Shodno tome, ukupni nivoi diazepama u mozdanom tkivu (AUCo 1 h, mozak) bili su veci
od nivoa nadenih u plazmi (AUCo-1 h, plazma), §to je rezultovalo generalnim odnosom
ekspozicije u mozgu i plazmi, odnosno mozak—plazma particionim koeficijentom (Kp)
> 1. Izmedu tri ispitivane formulacije nanoemulzija, nanoemulzija sa najmanjim
sadrzajem uljane faze (DZM-NE20) tezila je da ima najvecu vrednost za Kp (2,26 +
0,29), dok su Kp vrednosti za nanoemulzije DZM-NE30 i DZM-NE40 bile neznatno
nize (1,50 + 0,28 1 1,43 + 0,03, respektivno).

Uprkos ociglednim trendovima, statisticka analiza je pokazala da ni u jednom od
izraCunatih farmakokineti¢kih parametara nije bilo znacajne razlike izmedu tri ispitivane
formulacije nanoemulzije diazepama. Pored toga, primetno je da su DZM-NE20 i DZM-
NE30 nanoemulzije bile mnogo sli¢nije jedna drugoj nego DZM-NE40 nanoemulziji

(slike 4.3.1a-4.3.1c). Na primer, utvrdeno je da su Cmax Vrednosti za prve dve, ali ne i za
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poslednju formulaciju, bile znac¢ajno vece u mozdanom tkivu u odnosu na plazmu. U
oba matriksa, DZM-NE30 nanoemulzija je imala najveéi Cmax, dok su vrednosti ovog
parametra bile najnize za DZM-NE40 nanoemulziju i postignute su 5 min (u plazmi) i 7
min (u mozgu) kasnije nego sa dve formulacije nanoemulzija sa nizim sadrzajem uljane
faze (DZM-NE20 i DZM-NE30), koje su pak pokazale brzu resorpciju u sistemsku
cirkulaciju i, posledi¢no, brzu distribuciju u mozak. U skladu sa tim, ti» DZM-NE40
nanoemulzije u plazmi bilo je neocekivano produzeno (4 h), usled trenda povecanih
koncentracija diazepama u kasnijim vremenskim tackama, $to je bilo zabelezeno kod
dva od tri seta analiziranih podataka.

Ovo narocito ponaSanje formulacije sa najveéim sadrzajem uljane faze ukazuje da je
DZM-NE40 nanoemulzija mozda formirala depo diazepama na mestu intraperitonealne
primene. 1z ovog depoa, lekovita supstanca je mogla da se oslobada u kasnijim
vremenskim intervalima kontinuirano, mada nepravilno, kao Sto je pokazano
neoc¢ekivano velikim varijacijama u parametrima kao $to su Tmax ili ti2 (slika 4.3.1c).
Povezane sa ovom moguénoscu su vrednosti apsolutne bioloske raspolozivosti
diazepama primenjenog u vidu DZM-NE20, DZM-NE30 i DZM-NE40 nanoemulzija
(izracunate na osnovu AUC vrednosti dobijene za intravenski rastvor), koje su redom
bile 68,3%, 76,4% i 99,1%. Naime, samo se prve dve vrednosti dobro poklapaju sa
literaturnim podacima za diazepam primenjen intranazalnim putem kod pacova i zeceva,
koji navodno rezultira brzom i efikasnom distribucijom lekovite supstance u mozak
(Kaur i Kim, 2008).

Ukratko, rezultati in vivo farmakokineticke studije su pokazali da izmedu ispitivanih
formulacija nanoemulzija diazepama sa razli¢itim sadrZzajem uljane faze (20%, 30% 1
40%), primenjenih intraperitonealno kod pacova, postoje diskretne razlike u
farmakokinetici inkorporirane lekovite supstance. Ove razlike ogledale su se u brzoj i
intenzivnoj distribuciji u mozak diazepama formulisanog u vidu nanoemulzija sa 20% i
30% uljane faze, sa upecatljivo visokim Cmax vrednostima 1 oc¢ekivanim vrednostima
bioloSke raspolozivosti, S$to ukazuje na primenljivost navedenih nanoemulzija u

urgentnim stanjima.
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4.3.1.2. Nanoemulzije sa risperidonom kao model lekovitom supstancom

U daljem toku farmakokinetickih eksperimenata ispitivan je uticaj same formulacije
nanoemulzija u smislu sastava stabiliSuceg sloja na ulje-voda medupovrsini, pre svega
vrste kostabilizatora’koemulgatora, na farmakokineticko ponaSanje inkorporirane
lekovite supstance, a sa krajnjim ciljem rasvetljavanja specificne uloge povrSinskih
svojstava nanoemulzije u ciljnoj isporuci lekovite supstance u mozak. Za tu svrhu
odabrane su tri formulacije nanoemulzija risperidona stabilizovane lecitinom u
kombinaciji sa P80, PL188 i SHS15 kao koemulgatorima (RSP-P80, RSP-PL188 i RSP-
SHS15, respektivno), i jedna kontrolna nanoemulzija risperidona, stabilizovana samo
lecitinom bez dodatog koemulgatora (RSP-LS75), te procenjena njihova sistemska
dispozicija i efikasnost isporuke inkorporirane lekovite supstance u mozak nakon
intraperitonealne primene kod pacova. Sadrzaj risperidona u ispitivanim
nanoemulzijama odreden je spektrofotometrijski prema odgovarajucoj slepoj probi, a
vrednosti su iznosile 100,7 * 3,9%, 100,1 + 2,2%, 100,7 £ 1,8% i 100,8 + 2,9% za RSP-
P80, RSP-PL188, RSP-SHS15 i RSP-LS75, respektivno. Profili koncentracija
risperidona u plazmi i mozdanom tkivu pacova nakon intraperitonealne primene serije
nanoemulzija (RSP-P80, RSP-PL188, RSP-SHS15, RSP-LS75) i rastvora risperidona
(RSP-Sol), kao i odnos dobijenih koncentracija u plazmi i mozgu, prikazani su na slici

4.3.3, a izraCunati farmakokineti¢ki parametri sumirani su u tabeli 4.3.1.
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Slika 4.3.3. Farmakokineti¢ki profili u plazmi i mozgu i mozak-plazma koncentracioni
odnosi risperidona nakon intraperitonealne primene odabranih nanoemulzija risperidona
(RSP-P80, RSP-PL188, RSP-SHS15, RSP-LS75) i rastvora risperidona (RSP-Sol) kod
pacova (srednja vrednost + standardna greska, n = 3). *p < 0,05 u poredenju sa RSP-
P80, RSP-LS75 i RSP-Sol (ANOVA,; F,10) = 6,581; p = 0,007); **p < 0,05 u poredenju
sa RSP-P80 i RSP-SHS15 (Mann-Whitney U test); ***p < 0,05 u poredenju sa RSP-
P80, RSP-PL188 i RSP-SHS15 nanoemulzijama (Mann-Whitney U test).
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Tabela 4.3.1. Farmakokineticki parametri risperidona nakon intraperitonealne primene
odabranih nanoemulzija risperidona (RSP-P80, RSP-PL188, RSP-SHS15, RSP-LS75) i
rastvora risperidona (RSP-Sol) kod pacova (srednja vrednost + standardna greska, n =

3)
Parametar  Tkivo Formulacija
RSP-P80 RSP-PL188 RSP-SHS15 RSP-LS75 RSP-Sol
Plazma
Crmax 780,07 781,00 614,10 573,96 639,29
(ng/mL) + 127,55 + 34,87 + 48,34 + 14,62 + 82,04
Tax () 0,31 0,19 0,11 0,14 0,11
+0,18 +0,07 +0,03 +0,03 +0,03
AUC, ¢ 567,83 642,79 366,29 265,49 268,96
(h ng/mL) + 78,99 + 75,97 + 140,81 + 26,94 + 35,24
CL (L/h/kg) 1,82 1,60 3,48 3,84 3,84
+0,23 +0,19 +0,97 +0,37 + 0,45
tuz () 1,53 0,87 1,11 0,73 0,92
+0,51 +0,13 +0,25 +0,17 +0,21
Frei (%) 211,12 238,99 136,19 98,71 -
Fabs (%) 77,21 87,40 49,81 36,10 36,57
Mozak
Cinax 292,96 136,28 170,87 199,63 158,09
(ng/g) + 106,76 + 48,16 +22,92 + 43,54 + 27,17
Tmax () 1,17 1,11 0,08 0,44 0,11
+0,92 + 0,94 + 0,00 +0,28 +0,03
AUCq 277,06 150,29 37,25 195,39 135,57
(h ng/g) + 155,49 + 101,36 +10,39 + 96,81 + 29,62
Kp 0,51 0,28 0,13 0,81 0,51
+0,32 +0,21 + 0,05 + 0,46 +0,13
DTI 1,00 0,54 0,25 1,57 -
R 2,04 1,11 0,27 1,44 -

Frel = AUCO{ plazma, i.p. nanoemulzija/AU(:Oft, plazma, i.p. rastvor;

Fabs = AUCO%, plazma, i.p. nanoemulzija/AU Coft, plazma, i.v. rastvor;
Kp = AUCo.-t, mozak/ AUCo-t, plazma; DT = Kp, nanoemutzija/ Kp, rastvor;

R= AUCO—t, mozak, nanoemulzija/AUC(H, mozak, rastvor-

Kao $to grafici pokazuju (slika 4.3.3), prosecne koncentracije risperidona u plazmi
imale su tendenciju da budu vece nakon primene nanoemulzija u odnosu na rastvor u
kasnijim vremenskim tackama (1-3 h nakon injektovanja), ili pak u slu¢aju RSP-P80
nanoemulzije u svim vremenskim tackama, sa znac¢ajnom razlikom (ANOVA,; Fa,10) =
10,977; p = 0,001) zapazenom 3 h posle injektovanja za RSP-P80, RSP-PL188 i RSP-
SHS15 nanoemulzije u poredenju sa kontrolnim RSP-Sol rastvorom. Razlog moze biti

eventualno formiranje depoa risperidona na mestu injektovanja nakon intraperitonealne
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primene nanoemulzija, kao i sporo oslobadanje inkorporiranog risperidona iz uljanog
jezgra nanoemulzija u krv, s obzirom da je inkorporiranoj lekovitoj supstanci potrebno
odredeno vreme da prede iz uljane faze u vodenu fazu nanoemulzije (Chen i sar., 2010;
Lu i sar., 2009). Pored toga, proseéne koncentracije risperidona u plazmi nakon
intraperitonealne primene nanoemulzija RSP-P80, RSP-PL188 i RSP-SHS15 bile su
veée od koncentracija postignutin primenom kontrolne nanoemulzije RSP-LS75 u
vecéini vremenskih tacaka [znacajno u 20 min (ANOVA; Fu,100 = 16,788; p < 0,001) i
180 min (ANOVA; F@,10) = 10,977; p = 0,001) nakon primene za RSP-P80 vs. RSP-
LS75 i RSP-PL188Sh vs. RSP-LS75], verovatno zbog manje veli¢ine kapi RSP-P80,
RSP-PL188 i RSP-SHS15 nanoemulzija oblozenih hidrofilnijim filmom surfaktanata
(usled prisustva koemulgatora) u poredenju sa RSP-LS75 formulacijom, $to rezultira
njihovim produzenim zadrzavanjem u cirkulaciji i ve¢im izbegavanjem RES ¢elija.
Premda u plazmi nisu uocene statisticki znacajne razlike ni u jednom od ispitivanih
farmakokinetiCkih parametara (Cmax, Tmax, AUCot, CL, t12) risperidona iz razli¢itih
nosaca, odredeni trendovi su se ipak mogli prepoznati (tabela 4.3.1). Na primer, nakon
intraperitonealne primene, sve nanoemulzije kao i rastvor risperidona pokazale su sli¢ne
proseéne Cmax Vrednosti koje su bile postignute za 5-20 min, $to ukazuje na relativno
brzu resorpciju u sistemsku cirkulaciju i sledstvenu brzu distribuciju u mozak, sa
izuzetkom nanoemulzija RSP-P80 i RSP-PL188 kojima je trebalo duze ali varijabilno
vreme (10-180 min, od seta do seta) da postignu maksimalne koncentracije risperidona
u mozgu. Pored toga, prose¢ne vrednosti za AUCo-3h U plazmi imale su tendenciju da
budu vece kada je risperidon primenjen u obliku ispitivanih nanoemulzija u poredenju
sa i kontrolnom nanoemulzijom (RSP-LS75), i rastvorom (RSP-Sol), ukazujuci time na
povecanu raspolozivost risperidona iz nanoemulzija koje su sadrzale P80, PL188 ili
SHS15 kao koemulgatore. Na osnovu prose¢nih AUCo 3 h vrednosti, relativne bioloske
raspolozivosti (Frel) i apsolutne bioloske raspolozivosti (Fabs) risperidona u plazmi,
ispitivane nanoemulzije mogu se poredati po slede¢em redosledu: RSP-PL188 > RSP-
P80 > RSP-SHS15 > RSP-LS75.

Podaci dobijeni za mozdano tkivo pokazali su postojanje velikih interindividualnih
varijacija u koncentracijama risperidona u datim vremenskim tackama (slika 4.3.3), koje
su zapravo mogle da maskiraju ocigledne razlike izmedu ispitivanih formulacija

nanoemulzija i rastvora risperidona. Znacajna razlika (ANOVA; Fu10) = 6,241; p =
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0,009) detektovana je jedino u slu¢aju RSP-P80 nanoemulzije koja je u mozgu, 40 min
nakon primene, pokazala ve¢e prosetne koncentracije risperidona u odnosu na RSP-
SHS15 i RSP-LS75 nanoemulzije i rastvor risperidona. Trend povecanih koncentracija
risperidona zapazen u mozgu u poslednjoj vremenskoj tacki, 3 h nakon primene RSP-
P80 i RSP-PL188 nanoemulzija, koji je u oba slucaja postojao kod dva od tri seta
podataka, ukazuje da bi ovde mogao biti posredi vremenski-zavistan proces kakav je,
izmedu ostalog, receptorom-posredovana endocitoza/transcitoza, koji je promovisao
povecano preuzimanje risperidona iz navedenih nanoemulzija u mozak tokom vremena.
Sli¢no kao $to je predloZeno za isporuku nanocestica u mozak (Kreuter, 2001), i kapi
nanoemulzija bi mogle da udu u mozak adsorpcijom na zidove mozdanih kapilara,
udruzenom sa povecanim zadrzavanjem kapi u ovim kapilarima, S$to bi dovelo do
stvaranja vec¢eg koncentracionog gradijenta koji dalje povecava transport kroz mozdane
kapilarne endotelne ¢elije. Nanoemulzione kapi pokrivene kombinovanim lecitin/P80 ili
lecitin/PL188 filmom bi takode mogle da budu preuzete u mozak procesom endocitoze
i/ili transcitoze zahvaljujuéi apolipoproteinima plazme adsorbovanim na povrSini kapi
(Kasongo i1 sar., 2011; Kreuter, 2001; Wohlfart i sar., 2012). Kona¢no, inhibicija P-
glikoprotein—efluksnog sistema prisutnog na KMB, pomocu P80 (Kreuter, 2001,
Prabhakar i sar., 2013), i verovatno PL188 (Kabanov i sar., 2003; Wohlfart i sar., 2012),
mogla bi takode da doprinese uocenoj tendenciji povecanja nivoa risperidona u mozgu
iz P80- i PL188-kostabilizovanih nanoemulzija.

Kao indikator ciljne isporuke u mozak, u svakoj vremenskoj tacki izracunat je mozak—
plazma odnos koncentracija risperidona dobijenih primenom ispitivanih formulacija
nanoemulzija i rastvora risperidona (slika 4.3.3). Bilo je ocigledno da prose¢ne
koncentracije risperidona u plazmi nakon intraperitonealne primene nanoemulzija ili
rastvora risperidona prevazilaze one u mozgu u vec¢ini vremenskih tafaka, Sto nije
iznenadujuce ako se uzme u obzir relativno niska lipofilnost risperidona (logP 3,04),
kao i efluks od strane P-glikoproteina eksprimiranog na KMB (Aravagiri i Marder,
2002; Bundgaard i sar., 2012). Pa ipak, ¢injenica da je mozak—plazma koncentracioni
odnos imao tendenciju da bude > 1 kada je risperidon primenjen u vidu nanoemulzija
RSP-LS75 (1 h nakon primene) i RSP-P80 ili RSP-PL188 (3 h nakon primene),
ukazivala je na potencijal razvijenih nanoemulzionih nosaa u ciljnoj isporuci

risperidona u mozak.
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Kada se uporede cetiri formulisane nanoemulzije risperidona i rastvor risperidona u
pogledu izracunatih farmakokineti¢kih parametara u mozgu (Cmax, Tmax, AUCo-t), moze
se videti da izmedu ispitivanih formulacija nije postojala statisticki znacajna razlika.
Ipak, vazno je napomenuti da je u sluc¢aju nanoemulzija najveca prosecna vrednost za
AUCo3 h U mozgu postignuta sa formulacijom RSP-P80, zatim RSP-LS75 i RSP-
PL188, i na kraju RSP-SHS15 nanoemulzijom (tabela 4.3.1). Kako su sve ove
nanoemulzije bile veoma sli¢ne u pogledu izmerenih fizicko-hemijskih parametara — Z-
Ave, PDI i ZP (tabela 4.1.2), uoCeni trend bi se primarno mogao pripisati razlikama u
specificnim  povrSinskim svojstvima uzrokovanim prisustvom koemulgatora sa
razli¢itim strukturama, pre svega razli¢itom duzinom polioksietilenskih lanaca, i,
posledi¢no, razli¢itim ponaSanjem na ulje—voda medupovrsini. Ovi nalazi upuéuju da je
niti veli¢ina kapi, niti povrSinsko naelektrisanje, ve¢ sama povrSina Cestica, tj. sastav
stabiliSuceg sloja na medupovrSini bio krucijalni faktor odgovoran za prolazak kroz
KMB i uocene razlike u farmakokinetickim profilima risperidona.

Generalno, ukupni nivo risperidona u mozgu (AUCo 3 h, mozak) bio je nizi od ukupnog
nivoa u plazmi (AUCo3 n, plazma), Sto je rezultovalo sveoukupnim mozak—plazma
odnosom ekspozicije, odnosno mozak—plazma particionim koeficijentom (Kp), manjim
od 1 (tabela 4.3.1). lako je nanoemulzija bez koemulgatora u svom sastavu (RSP-LS75)
tezila da ima najvecu Kp vrednost, ne bi se moglo tvrditi da ova nanoemulzija isporucuje
risperidon u mozak znacajno bolje od drugih formulacija. S tim u vezi, terapijska
raspolozivost, takode poznata kao relativna mera preuzimanja (R), predstavljala je jos§
jedan parametar koji je pri proceni uzet u razmatranje. Kao $to R vrednosti navedene u
tabeli 4.3.1 pokazuju, raspolozivost risperidona u mozgu nakon primene nanoemulzija,
izuzev RSP-SHS15, bila je povecana u poredenju sa intraperitonealnim rastvorom. Veée
preuzimanje u mozak moglo bi biti posledica proste difuzije kroz KMB slobodnog
risperidona oslobodenog iz nanoemulzije i endocitoze/transcitoze nanoemulzionih kapi
sa inkorporiranim risperidonom. Osim toga, prosecni AUCo-3h U mozgu bio je 2 puta
vec¢i sa RSP-P80 nanoemulzijom nego sa rastvorom i 1,4-7,4 puta veci nego za ostale
ispitivane nanoemulzije, Sto ukazuje da P80 moze biti obecavajuéi surfaktant za
poboljsanu isporuku risperidona u mozak. lako su, medutim, razvijene nanoemulzije,
skrojene po meri (engl. tailor-made), pokazale odredenu sposobnost da ciljno isporuce

lekovitu supstancu u mozak, bila su neophodna detaljnija ispitivanja kako bi se potpuno
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razjasnila njihova sudbina u organizmu (engl. biofate), kao i moguci uticaj na terapijsku
efikasnost risperidona.

Cilj je dakle bio da se dobije dublji uvid u potencijal parenteralnih nanoemulzija kao
nosac¢a za poboljSanu isporuku lekovite supstance u mozak kroz utvrdivanje veza
izmedu fizicko-hemijskih osobina lekovite supstance inkorporirane u nosa¢ i njene
farmakokinetike, biodistribucije i farmakodinamike. U tom smislu, odabrane su dve
formulacije nanoemulzija risperidona, RSP-P80 i RSP-LS75, koje su se razlikovale
jedino po prisustvu koemulgatora, P80, a koje su u pogledu isporuke lekovite supstance
u mozak, na osnovu gore opisanih preliminarnih eksperimenata, najvise obecavale, te
detaljno dodatno ispitane u pogledu farmakokinetickog ponasanja i in vivo efektivnosti.
In vivo, antipsihoti¢ni efekat risperidona povezan je kako sa risperidonom tako i sa
njegovim glavnim aktivnim metabolitom, 9-OH-risperidonom, koji sa roditeljskim
jedinjenjem deli sli¢an farmakoloski profil (Aravagiri i sar., 1998; Ejsing I sar., 2005;
Spina i sar., 2001); otuda je za procenu moguce veze izmedu bihejvioralnog odgovora i
farmakokinetickog ponasanja primenjenih formulacija risperidona upotrebljena
koncetracija ukupnog aktivnog oblika risperidona (suma risperidona i 9-OH-
risperidona). Krive koncentracija u funkciji vremena za risperidon, 9-OH-risperidon i
aktivni oblik u celini u plazmi, mozdanom tkivu i jetri pacova nakon primene navedenih
nanoemulzija i rastvora risperidona intraperitonealnim putem prikazani su na slici 4.3.4,
dok su izraCunati farmakokineticki parametri i odnosi koncentracija u tkivu i plazmi

sumirani u tabeli 4.3.2 i na slici 4.3.5 respektivno.
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koncentracija risperidona, 9-hidroksirisperidona (nastao kao

metabolit nakon tretmana risperidonom) i ukupnog aktivnog oblika risperidona (suma

risperidona i 9-hidroksirisperidona) u plazmi (a), mozdanom tkivu (b) i jetri (c) nakon

intraperitonealne primene nanoemulzija risperidona (RSP-P80, RSP-LS75) i rastvora

risperidona (RSP-Sol) kod pacova (srednja vrednost + standardna greska, n = 3); *p <
0,05; **p < 0,01 i ***p < 0,001 za RSP-P80 i RSP-LS75 u poredenju sa RSP-Sol; #p <
0,05 za RSP-P80 vs. RSP-Sol; p < 0,05 za RSP-LS75 vs. RSP-Sol; 8p < 0,05 za RSP-
P80 vs. RSP-LS75; p < 0,05 za RSP-P80 i RSP-LS75 u poredenju sa RSP-Sol i za
RSP-P80 vs. RSP-LS75.
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Tabela 4.3.2. Farmakokineticki parametri risperidona, 9-hidroksirisperidona (nastao kao metabolit nakon tretmana risperidonom) i sume

risperidona i 9-hidroksirisperidona (ukupni aktivni oblik) nakon intraperitonealne primene nanoemulzija (RSP-P80 i RSP-LS75) i rastvora

risperidona (RSP-Sol) kod pacova (srednja vrednost + standardna greska, n =3)

Tkivo  Farmakokineti¢ki Risperidon 9-OH-Risperidon Risperidon + 9-OH-Risperidon
parametar RSP-P80 RSP-LS75 RSP-Sol RSP-P80 RSP-LS75 RSP-Sol RSP-P80 RSP-LS75 RSP-Sol
Plazma Cpmax (ng/mL) 1367,74 1379,29 2104,59 11,69 8,51 8,29 1369,18 1380,24 2106,28
+343,18 144401 +41153 +171 +0,96 +0,69 +343,33  +444,00 +411,91
Trmax (h) 0,083 0,083 0,083 1 0,75 0,50 0,083 0,083 0,083
+0 +0 +0 +0 +0,25 +0,25 +0 +0 +0
AUCo.24n (hng/mL) 1068,03 1363,34 887,60 64,66 45,72 72,44 1132,69 1409,07 960,04
+145,16  +216,87 +69,41 + 15,87 +9,04 + 13,54 +138,11 +217,23 + 93,58
CL (L/h/kg) 0,97 0,77 1,14 - - - 0,91 0,75 1,05
(CL =D/ AUCy.24 h) +0,12 +0,13 + 0,08 +0,10 +0,12 +0.07
tiz (h) 5,88 17,28 6,41 3,01 3,52 3,51 5,57 14,25 6,03
+0,63 +7,86 +0,42 +0,07 +0,52 + 0,60 +0,57 +5,28 +0.62
AUMCo.24 1 2484,94 6964,56 154431 271,12 197,84 373,58 2756,06 7162,40 1917,89
(h? ng/mL) +594,07 +2085,29* +64,82 + 86,72 + 49,36 + 66,41 +599,03 +2131,49 + 127,56
MRT (h) 2,28 5,10 1,76 4,04 4,25 5,18 2,39 5,06 2,02
+0,27 +1,43% +0,16 +0,42 +0,20 +0,17 +0,28 +1,37* +0,20
Fre (%) 120,33 153,60 - 89,25 63,12 - 117,98 146,77 -
fu (%)? 3,63 4,04 2,27 - - - - - -
+ 0,96 +1,99 +0,54
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Tabela 4.3.2. (nastavak)

Tkivo  Farmakokineti¢ki Risperidon 9-OH-Risperidon Risperidon + 9-OH-Risperidon
parametar RSP-P80 RSP-LS75 RSP-Sol RSP-P80 RSP-LS75 RSP-Sol RSP-P80 RSP-LS75 RSP-Sol
Mozak  Crmax (NQ/Q) 145,19 134,92 196,10 1,24 1,09 1,85 145,81 136,01 197,59
+ 29,37 +7,77 +3,79 +0,17 + 0,05 +0,10**  +29,10 +7,83 +3,91
Tmax (h) 0,44 0,25 0,25 2,17 2,17 4,17 0,44 0,25 0,25
+0,28 +0 +0 +1,92 +1,92 +1,83 +0,28 +0 +0
AUCo2n (hng/g) 491,61 485,00 372,26 15,74 12,06 27,88 507,57 497,06 400,14
+18,84 + 73,07 + 16,54 +2,84 +1,50* +4,06 + 20,83 +71,59 +12,48
AUMCo.241 4142,04  3926,10 3578,23 96,11 69,68 282,16 4243,34  3995,78 3860,40
(h? ng/g) +18519 +207,95 +169,62 +18,59 +10,09* + 88,80 +198,03 +201,01 +104,27
MRT (h) 8,42 8,39 9,63 6,10 5,76 9,71 8,36 8,31 9,66
+0,06 +1,03 +0,41 +0,23 +0,24 +1,77° +0,05 +0,98 +0,36
fu (%)? 17,61 15,50 15,10 - - - - - -
+2,74 +1,30 +0,61
Kp 0,47 0,38 0,43 0,25 0,27 0,40 0,46 0,38 0,42
+0,05 +0,11 + 0,04 +0,02 +0,02 +0,07 + 0,05 +0,11 + 0,04
Kp.uw 2,30 1,47 2,84 - - _ _ _ _
+ 0,26 +0,42 +0,30
R 1,32 1,30 - 0,56 0,43 - 1,27 1,24 -
DTI 1,11 0,90 - 0,63 0,68 - 1,09 0,90 —
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Tabela 4.3.2. (nastavak)

Tkivo  Farmakokineti¢ki Risperidon 9-OH-Risperidon Risperidon + 9-OH-Risperidon
parametar RSP-P80 RSP-LS75 RSP-Sol RSP-P80 RSP-LS75 RSP-Sol RSP-P80 RSP-LS75 RSP-Sol
Jetra Crax (NQ/9) 3210,31  3645,57 3396,20 52,25 55,85 56,61 3223,98  3657,05 3411,82
+469,83 +525,78 +520,23 +3,99 + 3,64 +3,55 +471,68 +523,61 + 519,16
Tmax (h) 0,083 0,083 0,083 2,25 0,25 0,42 0,083 0,083 0,083
+0 +0 +0 +1,88 +0 +0,08 +0 +0 +0
AUCon (hnglg) 2777,48  2294,28 2732,63 475,68 270,58 362,24 3253,16  2564,86 3094,87
+271,99 +335,08 +45460 +11229 +£51,03 +71,31 +167,38  +293,94 + 495,56
AUMCo.241 7830,97  4160,63 10748,88 2465,51  1254,88 1918,60 10296,48 5415,51 12667,47
(h? ng/g) +1011,86 +84,29 +266581 +620,13 +352,33 +390,75 +1005,47 +32445 +2938,63
MRT (h) 2,84 1,89 3,80 5,15 4,49 5,28 3,18 2,19 3,98
+0,29 +0,26* +0,42 +0,07 +0,38 +0,11 +0,33 +0,36* +0,38
Kp 2,64 1,74 3,18 7,39 5,94 5,08 2,92 1,88 3,32
+0,25 +0,31 +0,69 +0,08* +0,06 +0,70 +0,24 +0,29 +0,70
R 1,02 0,84 - 1,31 0,75 - 1,05 0,83 -
DTI 0,83 0,55 — 1,46 1,17 — 0,88 0,57 -

Fret = AUCo.t, plazma, nanoemulzija/ AUCo-t, plazma, rastvor; Kp = AUCo.1, tkivol AUCo-t, plazma; R = AUCo.+, tkivo, nanoemutzijal AUCo+, tkivo, rastvor; DT = Kp, nanoemutzija/ Kp, rastvor.
3ex vivo odredene slobodne frakeije risperidona; in vitro slobodne frakcije risperidona bile su: fy, plazma = 0,0235 £ 0,002, fy, mozak = 0,1076 £ 0,0044.

*p < 0,05 u poredenju sa RSP-Sol (AUMCo.24 n, plazma: ANOVA, Fpe = 5,348; p = 0,046; AUCq.24 n, mozak: ANOVA, Fpe = 7,663; p = 0,022;
AUMCq.24 h, mozak: ANOVA, Fpe = 7,181; p = 0,026; MRT, jetra (risperidon): ANOVA, Fpe = 8,449; p = 0,018; MRT, jetra (aktivni oblik):
ANOVA, F6 = 6,330; p = 0,033; K,, jetra: ANOVA, Fp6 = 8,143; p = 0,020); **p < 0,01 u poredenju sa RSP-P80 i RSP-LS75 (ANOVA, Fpg =
11,184; p = 0,009); *p < 0,05 u poredenju sa RSP-P80 i RSP-Sol (MRT, plazma (risperidon): Kruskal-Wallis test, H = 6,489; df =2; p = 0,039; MRT,
plazma (aktivni oblik): Kruskal-Wallis test, H = 5,956; df = 2; p = 0,051; poredenje parova primenom Mann-Whitney U testa); p < 0,05 u poredenju
sa RSP-P80 i RSP-LS75 (MRT, mozak: Kruskal-Wallis test, H = 5,956; df = 2; p = 0,051; poredenje parova primenom Mann-Whitney U testa).
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Kao §to grafici pokazuju (slika 4.3.4), nakon primene dve nanoemulzije risperidona,
RSP-P80 i RSP-LS75, i rastvora risperidona, RSP-Sol, najvece proseéne koncentracije
risperidona, njegovog 9-hidroksi metabolita, i, stoga, ukupne aktivne forme, nadene su u
jetri, zatim u plazmi, i onda u mozgu, §to je rezultovalo istim poretkom vrednosti za
ukupnu ekspoziciju leka (AUCo-24 n) u ovim tkivima: jetra > plazma > mozak (tabela
4.3.2). Dodatno, kod svih formulacija, koncentracije metaboli¢ki formiranog 9-OH-
risperidona bile su za najmanje jedan red veli¢ine nize od koncentracija roditeljskog
risperidona u svim matriksima. Shodno tome, profili koncentracija—vreme (slika 4.3.4) i
farmakokineticki parametri (tabela 4.3.2) ukupnog aktivnog oblika risperidona sledili su
obrazac sli¢an samom risperidonu, $to ukazuje na to da je 9-OH-risperidon nakon
intraperitonealne primene ispitivanih nanoemulzija risperidona i rastvora risperidona
kod pacova mogao neznatno da doprinese farmakoloskoj aktivnosti risperidona.

U plazmi (slika 4.3.4a), prosene koncentracije risperidona i sume risperidona i 9-OH-
risperidona naginjale su ka ve¢im vrednostima sa nanoemulzijama nego sa rastvorom u
kasnijim vremenskim tackama (1-24 h nakon injektovanja, osim u 6 h), sa zna¢ajnom
razlikom uocenom 24 h posle primene za risperidon formulisan u obe nanoemulzije,
RSP-P80 i RSP-LS75 (Kruskal-Wallis test, H = 7,200; df = 2; p = 0,027), ili u slu¢aju
aktivnog oblika sa RSP-LS75 nanoemulzijom (ANOVA, Fpe = 7,720; p = 0,022), u
poredenju sa kontrolnim rastvorom. Kao §to je prethodno objasnjeno, razlog bi mogao
biti eventualno formiranje depoa risperidona na mestu injektovanja nakon
intraperitonealne primene nanoemulzija ili sporije oslobadanje inkorporiranog
risperidona iz uljane u vodenu fazu nanoemulzije, a odatle u krv (Chen i sar., 2010; Lu i
sar., 2009), $to je ocCigledno povezano sa metaboliCkom degradacijom (tj. shemom
lipolize) nanoemulzija u organizmu (Wulf-Pérez i sar., 2012). Osim toga, prosecne
koncentracije 9-OH-risperidona u plazmi nakon primene dve nanoemulzije risperidona
nisu se znacajno razlikovale od koncentracija dobijenih nakon primene rastvora
risperidona u vecini vremenskih tacaka, izuzev u 1 h, gde je koncentracija 9-OH-
risperidona nastalog nakon primene RSP-P80 nanoemulzije bila znacajno veca
(ANOVA, Fp6) = 6,290; p = 0,034) od koncentracije dobijene sa rastvorom risperidona.
Kada se uporede maksimalne koncentracije u plazmi (Cmax) i Vremena za postizanje
maksimalnih koncentracija (Tmax) risperidona, 9-OH-risperidona ili ukupnog aktivnog

oblika, izmedu ispitivanih nanoemulzija i rastvora risperidona nisu uocene znacajne
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razlike (tabela 4.3.2). Sa svim formulacijama, maksimalne koncentracije risperidona u
plazmi postignute su u okviru 5 min nakon primene, $to ukazuje na relativnho brzu
resorpciju u sistemsku cirkulaciju i sledstvenu brzu distribuciju u jetru (pik u 5 min) i
mozdano tkivo (pik u 15 min), izuzev sa RSP-P80 nanoemulzijom kojoj je bilo potrebno
duze ali varijabilno vreme (5-60 min, od seta do seta) da postigne maksimalnu
koncentraciju risperidona u mozgu. Kada je u pitanju metabolit 9-OH-risperidon, nastao
nakon primene ispitivanih formulacija risperidona, primeéeno je da se Cmax U plazmi
postize ocekivano sporije (izmedu 15 min i 1 h), $to je rezultovalo sporijom
distribucijom u mozdano tkivo i jetru, takode (tabela 4.3.2).

U mozdanom tkivu (slika 4.3.4b), prose¢ne koncentracije risperidona i njegovog
ukupnog aktivnog oblika bile su u po¢etnim vremenskim ta¢kama nize (5-30 min nakon
primene, znacajno u 15 min, risperidon: ANOVA, Fpe = 39,055; p < 0,001; aktivni
oblik: ANOVA, Fp6) = 38,560; p <0,001), a u kasnijim vremenskim tackama vise (1-3
h nakon primene, zna¢ajno u 1 h, risperidon: Kruskal-Wallis test, H = 5,956; df =2, p =
0,051, aktivni oblik: ANOVA, Fp¢) = 11,032; p = 0,01) nakon primene RSP-P80 i RSP-
LS75 nanoemulzija u poredenju sa rastvorom risperidona, ali su ove razlike nestale
nakon 6 h od primene. Sto se pak ti¢e koncentracija 9-OH-risperidona u mozgu,
znafajne razlike su detektovane kod RSP-LS75 nanoemulzije sa kojom su dobijene vece
koncentracije od RSP-P80 nanoemulzije 5 min nakon primene (ANOVA, Fe) = 8,134;
p = 0,02) i rastvora risperidona 1 h nakon primene (ANOVA, F(6 = 14,959; p = 0,005),
dok su nivoi bili znac¢ajno nizi od onih dobijenih sa rastvorom risperidona 15 min
(ANOVA, Fpe =5,751; p = 0,040), 30 min (ANOVA, Fpe = 7,200; p =0,025) i 6 h
nakon primene (ANOVA, F(,6) = 6,049; p = 0,036). lako su se odredeni trendovi mogli
prepoznati, velika interindividualna varijabilnost u koncentracijama risperidona i,
narocCito, 9-OH-risperidona, zabeleZena u mozgu u razli¢itim vremenskim tackama
nakon primene, zapravo je mogla da maskira ocigledne razlike izmedu ispitivanih
formulacija risperidona.

U jetri (slika 4.3.4c), tendencija veéih prose¢nih koncentracija risperidona i, samim tim,
ukupnog aktivnog oblika, zapazena je nakon intraperitonealne primene RSP-P80 i RSP-
LS75 nanoemulzija u poredenju sa rastvorom u vecini vremenskih tac¢aka, sa zna¢ajnom
razlikom za RSP-P80 vs. RSP-Sol, 1 h nakon primene (risperidon: ANOVA, Fpe =
5,984; p = 0,037; aktivni oblik: ANOVA, Fpe = 6,541; p = 0,031). Medutim, u 6 h,
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prosecne koncentracije risperidona i ukupnog aktivnog oblika u jetri bile su znacajno
nize kod pacova tretiranih nanoemulzijama risperidona u poredenju sa onima koji su
dobili rastvor risperidona (risperidon: Kruskal-Wallis test, H = 7,200; df = 2; p = 0,027
za RSP-P80 i RSP-LS75 vs. RSP-Sol; aktivni oblik: ANOVA, Fpe = 8,876; p = 0,016
za RSP-LS75 vs. RSP-Sol), a u slucaju risperidona, takode znacajno niZe u pacova koji
su primili RSP-LS75 nanoemulziju u odnosu na pacove tretirane RSP-P80 formulacijom
(Kruskal-Wallis test, H = 7,200; df = 2; p = 0,027). U pogledu koncentracija 9-OH-
risperidona u jetri, trend vecih koncentracija zapazen je sa nanoemulzijama risperidona
u poredenju sa rastvorom (0Sim u 5 min), sa zna¢ajnom razlikom izmedu RSP-P80 i
RSP-Sol, i RSP-LS75 i RSP-Sol, 1 h nakon primene (ANOVA, Fpe = 11,589; p =
0,009).

Sto se ti¢e farmakokineti¢kih parametara, podaci dobijeni za plazmu pokazali su trend
ve¢ih AUCo-24 h i znacajno (p < 0,05) ve¢ih AUMCo24 n i MRT vrednosti kada je
risperidon primenjen u vidu ispitivanih nanoemulzija u poredenju sa rastvorom, dok su
respektivni klirensi bili nizi, $§to je dovelo do oko 20% i 50% povecanja relativne
bioloske raspolozivosti risperidona i, stoga, ukupnog aktivnog oblika, sa RSP-P80 i
RSP-LS75 nanoemulzijom, respektivno. Ovakav rezultat bi se mogao pripisati dovoljno
malim (< 200 nm) nanoemulzionim kapima pokrivenim kombinovanim lecitin/natrijum-
oleat (kod RSP-LS75) ili lecitin/natrijum-oleat/P80 (kod RSP-P80) filmom, iz cega
proistic¢e njihovo produzeno vreme cirkulacije u krvi 1 vece izbegavanje RES u jetri, $to
je potkrepljeno farmakokinetickim profilima ispitivanih formulacija risperidona u jetri.
Redosled prose¢nih AUCo 24 h, AUMCo 24 h i MRT risperidona i aktivhog oblika u
plazmi bio je: RSP-LS75 > RSP-P80 > RSP-Sol, dok su u jetri najveée prosecne
AUMCo-24 h i MRT vrednosti zapazene sa RSP-Sol, zatim RSP-P80, i na kraju RSP-
LS75 formulacijom (tabela 4.3.2).

lako u mozdanom tkivu znacajne razlike nisu nadene ni u jednom od ispitivanih
farmakokinetickih parametara (Cmax, Tmax, AUCo 24 h, AUMCo 24 h, MRT) risperidona i
ukupnog aktivnog oblika izracunatih za dve nanoemulzije i rastvor risperidona, izvesni
trendovi su se ipak mogli uociti. Na primer, proseéne Cmax I MRT vrednosti u mozgu
imale su tendenciju da budu nize, a vrednosti AUCo 24 n i AUMCq 241 da budu vise kada
je risperidon primenjen u vidu ispitivanih nanoemulzija u poredenju sa rastvorom

(tabela 4.3.2), ukazuju¢i time na povecanu biolosku raspolozivost risperidona iz
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primenjenih formulacija nanoemulzija. Kao $to je ve¢ diskutovano, ovaj trend mogao bi
se verovatno pripisati specificnom ponasanju na ulje-voda medupovrSini RSP-P80 i
RSP-LS75 nanoemulzija, uzrokovanom prisustvom P80 i natrijum-oleata, obecavajucih
funkcionalnih ekscipijenasa za koje se pretpostavlja da promovisu preuzimanje lekovite
supstance u mozak.

Kao indikator ciljne isporuke u mozak, u svakoj vremenskoj tacki izracunati su mozak—
plazma odnosi koncentracija ukupnog aktivnog oblika risperidona iz razli¢itih
formulacija (slika 4.3.5a). Bilo je o¢igledno da prosec¢ne koncentracije sume risperidona
i 9-OH-risperidona u plazmi nakon intraperitonealne primene RSP-P80 i RSP-LS75
nanoemulzija, kao i rastvora risperidona, nadmasuju koncentracije u mogzu u veéini
vremenskih tacaka, u skladu sa prethodnim nalazima, $to nije iznenadujuce ako se uzme
u obzir relativno niska lipofilnost risperidona (log P 3,04) i njegovog metabolita 9-OH-
risperidona (log P 2,32), kao i njihov efluks od strane P-glikoproteina na KMB
(Aravagiri i Marder, 2002; Bundgaard i sar., 2012). Pa ipak, ¢injenica da je odnos
koncentracija aktivnog oblika risperidona u mozgu i plazmi tezio da bude veci od jedan
kada je risperidon primenjen u vidu RSP-LS75 (u 3 h i 6 h) ili RSP-P80 nanoemulzije (6
h i 24 h nakon doziranja) mogla bi da ukaze na potencijal ovih nanonosaca za ciljnu
isporuku risperidona u mozak. Pored toga, slika 4.3.5b pokazuje da su dve ispitivane
nanoemulzije risperidona, kao i rastvor risperidona, imale vece prosecne koncentracije
aktivnog oblika risperidona u jetri u odnosu na plazmu, sa prose¢no nizim jetra—plazma
odnosima koncentracija za formulacije nanoemulzija u poredenju sa rastvorom (0,5-6 h
nakon primene), Sto ukazuje na niZu penetraciju u jetru ukupnog aktivnog oblika
risperidona kada je risperidon inkorporiran u nanoemulzije (videti K, i DTI vrednosti u
tabeli 4.3.2).
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Slika 4.3.5. Mozak—plazma (a) i jetra—plazma (b) odnosi koncentracija ukupnog
aktivnog oblika risperidona nakon intraperitonealne primene nanoemulzija risperidona
(RSP-P80, RSP-LS75) i rastvora risperidona (RSP-Sol) kod pacova (srednja vrednost +
standardna greska, n = 3); *p < 0,05 u poredenju sa RSP-P80 i RSP-Sol (ANOVA, F(2,6)
= 8,123; p = 0,02); **p < 0,01 u poredenju sa RSP-P80 i RSP-Sol (ANOVA, Fee) =
17,284; p = 0,003); *p < 0,05 u poredenju sa RSP-Sol (ANOVA, Fpe = 7,314; p =
0,025).

Generalno, sa svim ispitivanim formulacijama risperidona, ukupni nivoi u mozgu
(AUCo 24 h, mozak) risperidona, njegovog 9-OH-metabolita i ukupnog aktivnog oblika bili
su nizi od nivoa nadenih u plazmi (AUCo 24 h, plazma), Sto je rezultovalo sveukupnim
mozak—plazma odnosom ekspozicije, tj. mozak—plazma particionim koeficijentom (K,
mozak) NiZzim od jedan (tabela 4.3.2). Medutim, u skladu sa ,,hipotezom slobodnog leka“
(Gupta i sar., 2006; Liu i sar., 2009; Loryan i sar., 2016), predlozeno je da nevezani
(slobodni) oblik risperidona pre nego ukupni (vezani plus nevezani) risperidon moze da
se distribuira u mozak i izazove farmakoloski efekat. Prema tome, da bi se bolje opisao

transport kroz KMB i direktno kvantifikovala efikasnost penetracije u mozak
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risperidona primenjenog u vidu nanoemulzija ili rastvora, izraCunat je nevezani mozak—
plazma particioni koeficijent (Kpuu, mozak), KOji kompenzuje vezivanje za proteine
plazme i vezivanje u mozdanom tkivu. Kao §to podaci u tabeli 4.3.2 pokazuju, trend
ve¢ih slobodnih frakcija risperidona u plazmi i mozgu, ali nizeg slobodnog
penetracionog faktora u mozgu (Kpuu, mozk) mogao se uoliti kada je risperidon
primenjen u vidu nanoemulzija u poredenju sa rastvorom. Stavie, suprotno
oc¢ekivanjima, utvrdeno je da je Kpuu U Mmozgu za obe nanoemulzije, kao i za rastvor
risperidona, bio iznad jedinice (tabela 4.3.2), $to ukazuje da u transport risperidona kroz
KMB moze biti ukljucen i aktivni proces preuzimanja (Bungaard i sar., 2012; Loryan i
sar., 2016).

Na kraju su dve nanoemulzije risperidona i rastvor risperidona uporedene u pogledu
efikasnosti isporuke u mozak primenom parametra R (relativna stopa/brzina
preuzimanja). Kao §to vrednosti u tabeli 4.3.2 pokazuju, raspoloZzivost risperidona u
mozgu, a time i ukupnog aktivnog oblika, nakon primene RSP-P80 i RSP-LS75
nanoemulzija bila je oko 1,3 puta veca u poredenju sa rastvorom, §to je znacilo da P80-
kostabilizovana nanoemulzija i nanoemulzija bez koemulgatora isporucuju risperidon u
mozak bolje od rastvora risperidona. Veca penetracija u mozak moze biti posledica
proste difuzije kroz KMB slobodnog leka, oslobodenog iz formulacija nanoemulzija,
kao 1 receptorom-posredovane endocitoze/transcitoze nanoemulzionih kapi sa
inkorporiranim risperidonom. Pored toga, smanjeno preuzimanje aktivnog oblika
risperidona u jetru, zapazeno u sluc¢aju kada je risperidon bio nanoinkapsuliran (tabela
4.3.2), moglo bi da doprinese vrednosti ovih nanoemulzija kao obecavajucih nosaca za

ciljnu isporuku lekovite supstance u mozak.

4.3.2. In vivo farmakodinamska studija na primeru nanoemulzija risperidona

Kao potpora farmakokinetickim nalazima, a u cilju detaljnog razjasnjavanja da li
bihejvioralni efekti lekovite supstance primenjene parenteralno u vidu nanoemulzija
mogu biti odraz profila koncentracija u plazmi 1 mozdanom tkivu, sprovedena je
farmakodinamska studija na pacovima. Tom prilikom, primenom modela amfetaminom-
indukovane hiperlokomocije, na primeru dve nanoemulzije risperidona (RSP-P80 i
RSP-LS75), u poredenju sa rastvorom (RSP-Sol), izvrSena je karakterizacija

antipsihoti¢ne efektivnosti, a sa krajnjim ciljem da se proceni potencijal formulisanih
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nanoemulzija za leCenje akutnih psihoti¢nih epizoda ili akutne agitacije u sluzbi
urgentne medicine. Farmakoloski efekti izazvani naznaCenim tretmanima risperidonom

prikazani su na slikama 4.3.6 1 4.3.7.
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Slika 4.3.6. Efekti odabranih nanoemulzija risperidona (RSP-P80, RSP-LS75) i rastvora
risperidona (RSP-Sol) na bazalnu i amfetaminom-indukovanu lokomotornu aktivnost,
izrazeno kao ukupni predeni put (a) 1 ukupno vreme provedeno u aktivnosti (b), nakon
intraperitonealne primene kod pacova (srednja vrednost + standardna greska, n = 7-8);
**p < 0,01 i ***p < 0,001 u poredenju sa kontrolnom (SAL ili SAL/SAL) grupom; *p
<0,01i*#p < 0,001 u poredenju sa AMPH grupom (SAL/AMPH).
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Slika 4.3.7. Efekti odabranih nanoemulzija risperidona (RSP-P80, RSP-LS75) i rastvora
risperidona (RSP-Sol) na bazalnu i amfetaminom-indukovanu lokomotornu aktivnost,
izrazeno kao predeni put u petominutnim intervalima (a) i vreme provedeno u aktivnosti
u petominutnim intervalima (b), nakon intraperitonealne primene kod pacova (srednja
vrednost + standardna greska, n = 7-8); °°p < 0,01 i °°°p < 0,001 za RSP-P80, RSP-
LS75, i RSP-Sol vs. SAL; ™p < 0,01 za RSP-P80 vs. RSP-Sol; %p < 0,05 za RSP-
Sol/AMPH vs. SAL/SAL; "p < 0,05 za RSP-Sol/AMPH vs. SAL/AMPH; *p < 0,05 i *p
< 0,01 za RSP-LS75/AMPH vs. SAL/AMPH; *p < 0,05, **p < 0,01 i ***p < 0,001 za
RSP-P80/AMPH, RSP-LS75/AMPH i RSP-Sol/AMPH vs. SAL/AMPH; *p < 0,01 i
p < 0,001 za SAL/SAL vs. SAL/AMPH.

Kao S§to grafici pokazuju, obe nanoemulzije 1 rastvor risperidona su nakon
intraperitonealne primene kod pacova dovele do znacajnog smanjenja bazalne (BLA) i
amfetaminom-indukovane lokomotorne aktivnosti (AILA), pra¢eno parametrima
predeni put (slike 4.3.6a i 4.3.7a) i vreme provedeno u aktivnosti (slike 4.3.6b i 4.3.7b),
u poredenju sa odgovaraju¢im kontrolnim grupama. Jednofaktorska ANOVA je
potvrdila da postoji znacajan efekat vrste tretmana na pokretljivost pacova, odnosno, sve

grupe koje su primile risperidon (RSP-P80, RSP-LS75; RSP-Sol) presle su znacajno
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manje rastojanje i provele su znacajno krace vreme u aktivnosti u poredenju sa
pacovima tretiranim fizioloskim rastvorom (SAL grupa) u prvoj, BLA fazi (ukupno
predeno rastojanje: Fp27) = 17,132; p < 0,001; ukupno vreme u aktivnosti: Fgo7) =
16,331; p < 0,001), odnosno pacovima tretiranim fizioloskim rastvorom i amfetaminom
(SAL/AMPH grupa) u drugoj, AILA fazi (ukupno predeno rastojanje: Fa,34) = 6,752; p
< 0,001; ukupno vreme u aktivnosti: Fa34 = 13,093; p < 0,001) (slika 4.3.6).
Analiziranjem predenog rastojanja 1 vremena provedenog u aktivnosti tokom
petominutnih intervala u BLA fazi, dvofaktorska ANOVA sa ponavljanjem je otkrila
znacajan efekat vrste tretmana (predeno rastojanje: Firetman (328) = 18,232; p < 0,001;
vreme u aktivnosti: Fetman (328) = 17,455; p < 0,001), vremena proteklog od davanja
tretmana (predeno rastojanje: Fureme (5,140) = 143,834; p < 0,001; vreme u aktivnosti:
Fureme (5,140) = 79,123; p < 0,001), kao i1 znacajnu tretman x vreme interakciju (predeno
rastojanje: Finterakcija (15,1400 = 3,040; p < 0,001; vreme u aktivnosti: Finterakcija (15,140) =
2,555; p = 0,002). Sve procedure visestrukog poredenja parova (Bonferoni t-test)
pokazale su znacajne (p < 0,05) razlike izmedu grupa tretiranih risperidonom (RSP-P80
I RSP-LS75 nanoemulzije, RSP-Sol) i kontrolne SAL grupe u svakom intervalu (slika
4.3.7). Tokom prvih 5 min, pacovi tretirani nanoemulzijom RSP-P80 presli su znacajno
(p < 0,01) duzi put od pacova tretiranih rastvorom RSP-Sol (slika 4.3.7a); iako se
dodatne razlike izmedu risperidon-grupa u BLA fazi nisu mogle detektovati, moze se
zakljuciti sa slike 4.3.7a, i posebno 4.3.7b, da rastvor risperidona ispoljava izrazeniji
sedativni efekat nego risperidon u nanoemulzijama. Ovaj nalaz bi mogao da ukaZe na
eventualno blazi sedativni neZeljeni efekat nanoemulzija, bez kompromitovanja
njihovog antipsihoti¢nog potencijala (kao $to je pokazano u AILA fazi).

Kada su efekti nanoemulzija risperidona i rastvora risperidona na amfetaminom-
indukovanu hiperlokomociju kod pacova analizirani tokom vremena (AILA faza,
petominutni intervali), znacajne razlike su zapazene za tretman kao nezavisni faktor
(predeno rastojanje: Firetman 435) = 7,117; p < 0,001; vreme provedeno u aktivnosti:
Firetman (435) = 12,933; p < 0,001), kao i za interakciju tretman x vreme (predeno
rastojanje: Finterakcija (44,385) = 2,555; p < 0,001; vreme u aktivnosti: Finterakcija (44,385) =
2,297; p < 0,001). U prvom intervalu AILA faze (30-35 min), dvofaktorska ANOVA
pracena Bonferoni post hoc poredenjima pokazala je znacajno (p < 0,05) nize vrednosti

za vreme provedeno u aktivnosti kod RSP-Sol/AMPH grupe u poredenju sa SAL/SAL
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grupom i SAL/AMPH grupom, potvrduju¢i izraZzen sedativni efekat RSP-Sol, §to ide u
prilog izrazenoj sedaciji komentarisanoj za ovu formulaciju risperidona u BLA fazi. U
slede¢em stupnju (35-40 min), znacajna (p < 0,05) razlika postojala je u vremenu
provedenom u aktivnosti izmedu SAL/AMPH grupe i RSP-Sol/AMPH i RSP-
LS75/AMPH grupa; medutim, nijedna od navedenih grupa se nije razlikovala od
SAL/SAL grupe, te ovaj nalaz nije bilo moguce nedvosmisleno interpretirati. [Izmedu 40
min i 85 min, sve risperidon-grupe (RSP-P80, RSP-LS75 i RSP-Sol) presle su znacajno
(p < 0,05) manje rastojanje i provele su znacajno (p < 0,05) kra¢e vreme u aktivnosti u
poredenju sa SAL/AMPH grupom. Konac¢no, u poslednjem intervalu (85-90 min),
znacajna razlika je nadena jedino izmedu SAL/AMPH grupe i RSP-LS75/AMPH grupe
za oba posmatrana parametra, predeni put (p < 0,05) (slika 4.3.7a) i vreme provedeno u
aktivnosti (p < 0,01) (slika 4.3.7b), §to ukazuje na tendenciju RSP-LS75 nanoemulzije
da potencijalno ostvari produzen antipsihoti¢ni efekat.

Ukratko, nakon intraperitonealne primene, obe ispitivane nanoemulzije risperidona
(RSP-P80 i RSP-LS75) indukovale su brzu, efikasnu i stabilnu redukciju spontane
lokomotorne aktivnosti i, Sto je jo$ vaznije, hiperlokomotorne aktivnosti izazvane
amfetaminom kod pacova, sa komparabilnim ili ¢ak povoljnijim profilima u poredenju
sa rastvorom risperidona (RSP-Sol). Uocene diskretne razlike u bihejvioralnim
performansama risperidona nakon njegovog inkorporiranja u parenteralne nanoemulzije
ogledale su se u manje izrazenoj sedaciji, a u sluaju nanoemulzije bez dodatog
koemulgatora, i produzenom antipsihoticnom dejstvu, u poredenju sa rastvorom
risperidona. Navedeni nalazi, zajedno sa povoljnim fizicko-hemijskim i
farmakokinetickim svojstvima, mogli bi da ukazu na potencijalnu prednost razvijenih
nanoemulzija risperidona nad trenutno dostupnim formulacijama na trziStu, u leCenju

agitiranih i nekooperativnih akutnih psihoti¢nih pacijenata.
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5. ZAKLJUCAK

Zakljucak prve faze eksperimentalnog rada

» Nakon odabira odgovarajué¢ih visoko bezbednih, biokompatibilnih i
funkcionalnih ekscipijenasa, primenom metodologije eksperimentalnog dizajna
formulisane su i metodom homogenizacije pod visokim pritiskom (500 bar, 9/10
ciklusa) na hladno (25°C) ili toplo (50°C) uspesno izradene parenteralne
nanoemulzije kao perspektivni nosaci za slabo rastvorljive psihofarmakoloske
lekovite supstance. Razvijene formulacije nanoemulzija, bez i sa inkorporiranom
model lekovitom supstancom, izradene su sa smeSom MCT 1 sojinog ulja u
odnosu 4:1 (m/m) kao uljanom fazom, fosfatnim puferom odgovaraju¢e pH
vrednosti ili ultraistom vodom koja je sadrzala natrijum-oleat kao vodenom
fazom, dok su lecitin i P80, PL188 ili SHS15, upotrebljeni kao emulgatori,
odnosno koemulgatori.

» Fizicko-hemijska karakterizacija i procena stabilnosti dizajniranih nanoemulzija
pokazale su zadovoljavaju¢i nanometarski opseg veli¢ina kapi (Z-Ave 107-220
nm, d(0.5) 145-200 nm), relativno usku raspodelu veli¢ina (PDI < 0,15), visoko
povrsinsko naelektrisanje (ZP —30 mV do —60 mV), nizak viskozitet (3-15
mPa-s) i pH vrednost izmedu 7 i 8, sa manjim varijacijama u navedenim
parametrima tokom dva, odnosno Cetiri meseca Cuvanja na 25 + 2°C, kao 1
nakon sterilizacije parom (121°C, 15 min), potvrdujuéi njihovu pogodnost za
parenteralnu primenu. Generalno, nanoemulzije izradene sa sojinim lecitinom
bile su robusnije i stabilnije od nanoemulzija sa lecitinom iz jajeta; isto tako su
nanoemulzije izradene sa natrijum-oleatom (kao dodatnim stabilizatorom i
puferskim sredstvom) u vodenoj fazi bile manje podlozne promenama od
nanoemulzija sa fosfatnim puferom, te se mogu smatrati obe¢avaju¢im nosac¢ima
za parenteralnu primenu i isporuku slabo rastvorljivih lekovitih supstanci.

» Primena koncepta eksperimentalnog dizajna tokom procesa razvoja
nanoemulzija omogucila je adekvatnu procenu istovremenog uticaja razli¢itih
formulacionih i procesnih faktora — sadrzaja ulja, vrste lecitina, vrste
koemulgatora, vrste vodene faze, prisustva lekovite supstance, i temperature

homogenizacije, na kriti¢ne atribute kvaliteta izradenih nanoemulzija. Rezultati
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sprovedenog punog faktorskog i generalnog faktorskog dizajna su pokazali da ne
samo ispitivani pojedinac¢ni faktori, ve¢ interakcije izmedu ovih faktora,
znacajno uticu na veli¢inu kapi, PDI, ZP i viskozitet razvijenih nanoemulzionih
sistema. Na osnovu rezultata eksperimentalnog dizajna i preliminarnih studija
stabilnosti bilo je moguce definisati optimalni sastav formulacije i uslova izrade
nanoemulzija koje su u pogledu fizi¢ko-hemijskih svojstava zadovoljavale

kriterijume parenteralnog puta primene.

Zakljucak druge faze eksperimentalnog rada

» Oslanjaju¢i se na rezultate punog faktorskog dizajna i sprovedene studije
kratkoro¢ne stabilnosti (dva meseca na 25 + 2°C), homogenizacijom pod
visokim pritiskom (500 bar, 25°C, 9 ciklusa) uspe$no su izradene parenteralne
nanoemulzije sa rastu¢om koncentracijom uljane faze (20%, 30% i1 40% smeSe
MCT 1 sojinog ulja, 4:1, m/m), te ve¢im kapacitetom za inkorporiranje lekovite
supstance, stabilizovane kombinacijom lecitina i P80, uz upotrebu diazepama
kao model lekovite supstance. Fizicko-hemijske karakteristike, pre svega mala
prosecna veli¢ina kapi (Z-Ave 206 = 7 nm), relativno uska raspodela veliCina
(PDI 0,116 * 0,012), visoke vrednosti povrsinskog naelektrisanja (ZP oko —50
mV) i nizak prividni viskozitet (12 £ 9 mPa-s), kao i stabilnost tokom godinu
dana Cuvanja na 25 + 2°C, ukazuju na pogodnost formulisanih nanoemulzija sa
20%, 30% i 40% uljane faze za parenteralnu primenu i isporuku slabo
rastvorljivih lekovitih supstanci.

» U funkciji najboljih fizicko-hemijskih osobina i stabilnosti tokom Cetiri meseca
cuvanja na 25 + 2°C kao 1 nakon sterilizacije parom, medu nanoemulzijama
dobijenim u okviru eksperimentalnog prostora generalnog faktorskog dizajna
odabrane su tri najpogodnije formulacije, koje su zapravo sadrzale natrijum-
oleat u vodenoj fazi i P80, PL188 ili SHS15 kao koemulgatore, i u njih
inkorporiran risperidon kao model slabo rastvorljive psihofarmakoloske lekovite
supstance. Razvijene nanoemulzije risperidona, kao i kontrolna nanoemulzija,
takode na bazi lecitina, ali bez dodatog koemulgatora, izradene toplim
postupkom homogenizacije pod visokim pritiskom (500 bar, 50°C, 10 ciklusa),

odlikovale su se fizicko-hemijskim parametrima pogodnim za parenteralnu
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primenu (Z-Ave 171 + 23 nm; d(0.99) 190-220 nm; PDI 0,11 + 0,02; ZP — 52 +
6 mV; pH 8,4 £ 0,2; i prividni viskozitet 7 + 3 mPa-s). U pogledu stabilnosti, sve
ispitivane probe/uzorci nanoemulzija risperidona, filtrirane (0,22 pm) i
autoklavirane (121°C, 15 min), bile su robusne i stabilne tokom najmanje godinu
dana Cuvanja na 25 * 2°C, Sto ukazuje na moguénost industrijske proizvodnje i
dodatno potvrduje pogodnost razvijenih formulacija nanoemulzija kao nosaca za
parenteralnu primenu u vodi slabo rastvorljivih lekovitih supstanci.
Karakterizacija razvijenih nanoemulzija primenom AFM tehnike potvrdila je
rezultate merenja veliCine kapi, pokazuju¢i da su u ispitivanim uzorcima
nanoemulzija sa diazepamom i rispeidonom kao model lekovitim supstancama
prisutne male, sferi¢ne, homogene kapi nanoveli¢ina, sa prose¢nim dijametrom
oko 200-250 nm, pri ¢emu nije detektovano prisustvo vecih kapi, agregata ili
nerastvorenih kristala model lekovite supstance.

Nalazi dobijeni termalnom analizom razvijenih nanoemulzija sa diazepamom i
risperidonom kao model lekovitim supstancama pokazali su odsustvo pikova
karakteristi¢nih za topljenje inkorporirane lekovite supstance, Sto ukazuje da su
diazepam i risperidon verovatno molekularno dispergovani, odnosno rastvoreni
u uljanoj fazi nanoemulzija. Poredenjem FT-IR spektara odgovarajuéih placebo
nanoemulzija i nanoemulzija sa inkorporiranim diazepamom i risperidonom kao
model lekovitim supstancama nisu detektovani specifi¢ni pikovi koji poticu od
lekovite supstance, ni nove trake, niti je bilo pomeranja postojecih apsorpcionih
traka, ¢ime je potvrdeno odsustvo bilo kakve hemijske interakcije izmedu
inkorporirane lekovite supstance i drugih komponenata nanoemulzija. Rezultati
dobijeni FT-IR spektroskopskom analizom bili su saglasni sa rezultatima DSC
metode, Sto je ukazivalo da su diazepam 1 risperidon homogeno dispergovani u
nanoemulzijama, bez bilo kakve intermolekulske lek—nosa¢ interakcije, ili bilo
kakvih naznaka eventualne rekristalizacije inkorporirane model lekovite
supstance.

In vitro ispitivanje brzine oslobadanja model lekovite supstance iz formulisanih
parenteralnih nanoemulzija — diazepama iz nanoemulzija sa 20%, 30% i 40%
uljane faze, stabilizovanih smeSom lecitina i P80; i risperidona iz nanoemulzija

sa 20% uljane faze, stabilizovanih lecitinom ili smeSom lecitin/P80 —
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sprovedeno primenom tehnike reverzne dijalize sa vreicama, pokazalo je
bifazne profile oslobadanja, sa 40—50% oslobodenog diazepama nakon 60 min 1
preko 95% oslobodenog risperidona nakon 180 min, pri ¢emu se kinetika
oslobadanja moze opisati Korsmeyer—Peppas modelom. Mada su u profilima
brzine oslobadanja model lekovitih supstanci inkorporiranih u nanoemulzije
postojale odredene znacajne razlike zavisno od sastava formulacije, generalno se
moze zakljuciti da je oslobadanje diazepama, kao i risperidona, iz razvijenih
parenteralnih nanoemulzija relativno brzo; da se sa povecanjem koncentracije
uljane faze smanjuje frakcija oslobodenog diazepama; a da inicijalne razlike u
koli¢ini oslobodenog risperidona izmedu nanoemulzija stabilizovanih lecitinom
sa i bez P80 kao koemulgatora, nestaju u funkciji vremena (nakon 60 min).
Takode, dobijeni in vitro profili brzine oslobadanja diazepama i risperidona iz
ispitivanin  nanoemulzionih  sistema relativno dobro koreliraju sa
farmakokinetickim rezultatima dobijenim nakon intraperitonealne primene ovih

nanoemulzija kod pacova.

Zakljucak treée faze eksperimentalnog rada

» Sprovodenjem in vivo farmakokinetickih ispitivanja formulisanih nanoemulzija
sa diazepamom i risperidonom kao model lekovitim supstancama, nakon
intraperitonealne primene kod pacova, omogucena je in vivo procena dispozicije
razvijenih nanoemulzija i procena uticaja samog nanoemulzionog sistema kao
nosata (sadrzaj wuljane faze, vrsta koemulgatora/kostabilizatora) na
farmakokinetiku, te efikasnost isporuke u mozak inkorporirane model lekovite
supstance, ¢ime je dobijen uvid u znacajan potencijal razvijenih formulacija
nanoemulzija kao nosaa za parenteralnu primenu slabo rastvorljivih
psihofarmakoloskih lekova, ¢ija bi primena bila posebno pozeljna u stanjima
hitnosti/urgentnim stanjima, kada je potrebna brza isporuka leka u mozak.

» In vivo farmakokineticka studija odabranih nanoemulzija diazepama,
stabilizovanih  kombinacijom lecitina i1 P80, sa razli¢itom, rastu¢om
koncentracijom uljane faze (20%, 30% i 40%, m/m), pokazala je suptilne razlike
u farmakokinetici inkorporirane model lekovite supstance. U skladu sa

karakteristikama samog nosaca, kao i fizi¢ko-hemijskim svojstvima model
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lekovite supstance (visoka lipofilnost), dobijeno je da su prose¢ne koncentracije
diazepama u mozdanom tkivu, i shodno tome njegovih ukupnih nivoa (AUCo-1 h,
mozak), generalno vece od onih u plazmi, §to je rezultovalo mozak—plazma
particionim koeficijentom, Kp > 1, pri ¢emu je nanoemulzija sa najmanjim
sadrzajem uljane faze (20%, m/m) teZila da ima najvecu vrednost za Kp, dok su
Kp vrednosti za nanoemulzije sa 30% 1 40% uljane faze bile neznatno nizZe.
Osim toga, nanoemulzije diazepama sa nizim sadrzajem uljane faze (20% i 30%,
m/m) odlikovale su se brzom resorpcijom u sistemsku cirkulaciju i, posledi¢no,
brzom i intenzivnom inicijalnom distribucijom u mozdano tkivo pacova, sa
izrazito visokim maksimalnim koncentracijama 1 ocekivanim vrednostima
bioloSke raspolozivosti, $to ukazuje na njihovu aplikabilnost u urgentnim
stanjima.

U slucaju nanoemulzija risperidona, farmakokineti¢ka studija je pokazala da
izmedu ispitivanih formulacija stabilizovanih lecitinom u kombinaciji sa P80,
PL188 ili SHS15 kao koemulgatorima, i kontrolne nanoemulzije stabilizovane
samo lecitinom bez dodatog koemulgatora, postoje odredene razlike u inace
nepravilnim, nepredvidivim farmakokinetickim profilima inkorporirane lekovite
supstance, u plazmi i naroCito mozdanom tkivu pacova. Ovakvi rezultati su
najverovatnije posledica razlicitih povrsinskih svojstava nanoemulzionih kapi, tj.
razliitog sastava medupovrSinskog filma (usled prisustva koemulgatora sa
razlicitim strukturama), Sto ukazuje da je povrSina kapi nanoemulzija, pre nego
veli¢ina kapi ili naelektrisanje, odluc¢uju¢i faktor u odredivanju prolaska
risperidona kroz KMB. Generalno, nakon intraperitonealne primene kod pacova,
ispitivane nanoemulzije risperidona, komparabilno sa rastvorom, pokazale su, uz
par izuzetaka, relativno brzu resorpciju u sistemsku cirkulaciju i sledstvenu brzu
distribuciju u mozak. Na osnovu vrednosti farmakokinetickih parametara
(AUCo 3, relativna i apsolutna bioloska raspoloZivost, mozak—plazma particioni
koeficijent, relativna mera preuzimanja), moglo se zakljuciti da je raspolozivost
risperidona u mozgu veéa Ssa nanoemulzijama u poredenju sa rastvorom,
pretpostavlja se usled proste difuzije kroz KMB risperidona oslobodenog iz
nanoemulzija kao i endocitoze/transcitoze nanoemulzionih kapi sa

inkorporiranom supstancom. Osim toga, raspolozivost risperidona u mozgu
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nakon primene nanoemulzije kostabilizovane sa P80 bila je 1,4-7.4 puta veca u
poredenju sa drugim nanoemulzijama i rastvorom leka, Sto ukazuje da bi ova
nanoemulzija, uz nanoemulziju stabilizovanu samo lecitinom bez koemulgatora,
mogla biti najperspektivnija u isporuci risperidona u mozak.

Potencijal razvijenih, tailor-made nanoemulzija da poboljsaju isporuku lekovite
supstance u mozak nakon parenteralne primene potvrden je kroz dodatna
sistemati¢na ispitivanja dve nanoemulzije risperidona, stabilizovane lecitinom,
pri ¢emu je jedna bila kostabilizovana sa P80, a kroz povezivanje njihovih
fizi¢ko-hemijskih osobina, farmakokinetickih i profila distribucije u tkiva, i
antipsihoti¢ne efikasnosti. Shodno karakteristikama samog nosaca, kao 1 fizicko-
hemijskim svojstvima model lekovite supstance (relativno niska lipofilnost,
supstrat za P-glikoprotein), najveée prose¢ne koncentracije risperidona,
njegovog 9-hidroksi metabolita, i, stoga, ukupne aktivne forme, nakon primene
dve nanoemulzije i rastvora risperidona, nadene su u jetri, zatim u plazmi, i onda
u mozgu, $to je rezultovalo istim poretkom vrednosti za ukupnu ekspoziciju leka
(AUCo-24 1) u ovim matriksima (jetra > plazma > mozak). Bihejvioralna analiza
je pokazala da su ispitivane formulacije nanoemulzija risperidona suprimirale
bazalnu aktivnost i ostvarile znacajan, brz i stabilan antagonizam amfetaminom-
indukovane hiperlokomocije kod pacova, sa tendencijom manje izraZene
sedacije 1, u slu¢aju nanoemulzije stabilizovane samo lecitinom (bez dodatog
koemulgatora), produZenog antipsihoti¢nog dejstva, u poredenju sa rastvorom
risperidona, Sto dalje ukazuje na njihovu obecavajuéu primenu u akutnim
psihoti¢nim  stanjima. In vivo farmakokineticka studija upotpunila je
bihejvioralne rezultate, pokazuju¢i diskretne razlike u farmakokinetici
risperidona nakon njegovog inkorporiranja u parenteralne nanoemulzije. Ove
promene su se ogledale u ve¢em AUCo24 h, duZem srednjem vremenu
zadrzavanja i smanjenom klirensu u plazmi, nizem AUCo24 h 1 kracem
zadrzavanju u jetri, pove¢anom AUCp 24 h u mozgu, §to je bilo praceno
povecanom (20-50%) relativnom bioloskom raspolozivoséu, smanjenom
distribucijom u jetru i poboljSanim preuzimanjem u mozak ukupnog aktivnog
oblika risperidona (risperidon + 9-hidroksi risperidon) nakon intraperitonealne

primene nanoemulzija risperidona u poredenju sa rastvorom risperidona kod
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pacova. Sa aspekta ciljne isporuke u mozak, moglo se zakljuciti da su ispitivane
nanoemulzije poboljsale sposobnost risperidona da penetrira KMB, §to ih ¢ini
potencijalno korisnijim od konvencionalnih nosaca u lecenju akutnih psihoti¢nih
epizoda ili akutne agitacije u sluzbi urgentne medicine. Pored povoljnih osobina
samih nanoemulzija (povecana solubilizacija lekovite supstance i1 bioloske
raspolozivosti, fizi¢ka stabilnost, jednostavan scale-up, isplativa proizvodnja),
navedena zapazanja ¢ine povecanu isporuku risperidona u mozak nakon
parenteralne primene nanoemulzija izvodljivom, ¢ime bi se eventualno mogao
poboljsati klinicki ishod agitiranih i nekooperativnih akutnih psihoti¢nih

pacijenata.

Posmatrani zajedno, prikazani nalazi pokazuju da prilikom opisivanja veze izmedu
fizicko-hemijskih svojstava, sudbine u organizmu i bihejvioralnog ponasanja razvijenih
nanoemulzija sa inkorporiranom lekovitom supstancom, brojne parametre treba uzeti u
obzir. Naime, na sposobnost nanoemulzija da isporuce lekovitu supstancu (u ovom
slu¢aju, diazepam i risperidon) u mozak, njihovu farmakokinetiku, distribuciju u tkiva i,
posledi¢no, farmakodinamski efekat (pr. terapijska efikasnost, toksi¢nost) mogu uticati
osobine same lekovite supstance, hemija povrSine nanoemulzionih kapi, eventualne
modifikacije povrSine in vivo (pr. obrazac adsorbovanja proteina plazme), kao i
funkcionalni status metabolickih enzima i transportnih proteina, $to je svakako
neophodno razmotriti prilikom dizajniranja nanoemulzija kao nosaca slabo rastvorljivih
lekovitih supstanci. Pored toga, dodatne studije su neophodne kako bi se validirao
zapazen potencijal razvijenih nanoemulzija da ciljno isporuce lekovitu supstancu u
mozak i procenilo da li ove formulacije mogu postati vazan deo novih strategija u
racionalnom dizajniranju odgovaraju¢ih nosaca za slabo rastvorljive centralno-aktivne
lekovite supstance u predklinickim istrazivanjima, posebno kada formulacija

konvencionalnog oblika rastvora nije izvodljiva.
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