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FORMULACIJA I KARAKTERIZACIJA POLUCVRSTIH SAMO-
MIKROEMULGUJUCIH SISTEMA KAO POTENCIJALNIH NOSACA NOVE
GENERACIJE ZA PERORALNU PRIMENU ACIKLOVIRA

Rezime

U radu je izvrSena formulacija nove generacije nosaca lekovitih supstanci tipa polucvrstih samo-
mikroemulgujucih sistema (SMEDDS), pogodnih za razvoj tvrdih kapsula kao finalnog ¢vrstog
farmaceutskog oblika, kao i sveobuhvatna fizicko-hemijska, farmaceutsko-tehnoloska i
biofarmaceutska karakterizacija u cilju sagledavanja njihovog potencijala za peroralnu primenu
aciklovira kao model aktivne supstance. Dodatno, kod sistema koji ispunjava postavljene
kriterijume u pogledu fizicko-hemijskih i farmaceutsko-tehnoloskih karakteristika, kao i
biofarmaceutskog profila, izvrSena je procena uticaja samo-mikroemulguju¢eg nosaCa na
biolosku raspolozivost aciklovira i neSkodljivost razvijenih sistema in vivo na animalnom
modelu. U prvoj fazi istraZivanja ispitan je uticaj razli¢itih formulacionih parametara u te¢nim
pseudo-ternernim sistemima pripremljenim od ulja (trigliceridi srednje duzine lanaca),
surfaktanata (PEG-8 kaprilno/kaprinski  gliceridi, polisorbat 20, makrogol glicerol
hidroksistearat), ko-surfraktanata (poligliceril-3-dioleata) i korastvaraca (glicerol, makrogol
400), 1 procenjen je njihov potencijal kao nosaca za peroralnu primenu aciklovira kao model
aktivne supstance sa karakteristikama grupe 3, odnosno, 4 prema biofarmaceutskom sistemu
klasifikacije (BSK). Kapacitet sistema za inkapsulaciju aciklovira iznosio je 0,18-31,66 mg/ml.
Od ukupno 60 ispitanih formulacija, tri su odgovarale kriterijumima postavljenim za SMEDDS u
pogledu prose¢ne veli¢ine kapi (Z-ave) i polidisperziteta (Pdl) (Z-ave < 100 nm, PdI < 0,250)
nakon dispergovanja u 0,1 M HCI i fosfathom puferu pH 7,2. SMEDDS sa najve¢im kapacitetom
za inkapsulaciju aciklovira (24,06 mg/ml i 21,12 mg/ml) su pokazali brzinu difuzije aciklovira
0,325 mgcm?min® i 0,323 mgcm?min® redom, i znatajno su doveli do povecanja
permeabilnosti lekovite supstance ispitane testom permeabilnosti na paralelnim vestackim
membranama (PAMPA test), u poredenju sa ¢istom supstancom. Za formulaciju SMEDDS sa
aciklovirom od kriticnog znacaja bili su vrsta i koncentracija surfaktanta, maseni odnos
surfaktanta i ko-surfaktanta (Km), i vrsta i koncentracija korastvaraca. U nastavku istrazivanja je
razmotrena moguc¢nost formulacije polu¢vrstih SMEDDS upotrebom makrogola 8000 kao
sredstva za modifikaciju viskoziteta teénih SMEDDS. Kod sistema ispitano je reolosko
ponasanje, disperzibilnost u kiselom i alkalnom vodenom medijumu, kapacitet za inkorporiranje
aktivne supstance i kinetika njenog oslobadanja difuzijom, u cilju identifikacije polu¢vrstog
SMEDDS sa optimalnim karakteristikama kao nosac¢a za peroralnu primenu aciklovira u obliku
tvrdih kapsula. Utvrdeno je da su formulisani SMEDDS bili poluévrsti na temperaturama do 50
°C 1 fizicki stabilni i kompatibilni sa tvrdim kapsulama od hipromeloze (HPMC) tokom
tromesecnog Cuvanja na temperaturama 25 °C/60% RH, odnosno, na 53 °C. Rezultati in vitro
ispitivanja oslobadanja aktivne supstance su pokazali da se brzina difuzije aciklovira povecava sa



povecanjem sadrzaja aciklovira u formulaciji, pri ¢emu polucvrsti SMEDDS sa terapijskom
dozom od 200 mg aciklovira omoguéava kontrolisanu raspodelu supstance iz in situ formiranog
nosaca tipa ulje-u-vodi mikroemulzije, §to smanjuje rizik od smanjenja rastvorljivosti i
potencijalno poboljsava njenu dostupnost za apsorpciju. U zavrs$noj fazi istrazivanja izvedeni su
in vivo bioloski testovi na pacovima Wistar soja za polu¢vrsti SMEDDS sa aciklovirom sastava:
trigliceridi srednje duzine lanaca (10%), makrogol glicerol hidroksistearat (56,25%), poligliceril-
3-dioleat (6,25%), glicerol (20%), makrogol 8000 (7,5%) i aciklovir (2,5 mg/ml).
Farmakokineticki profil aciklovira je praden na tri grupe Zzivotinja nakon primene vodenog
rastvora aciklovira (intravenski), suspenzije aciklovira (peroralno) i polu¢vrstog SMEDDS
(peroralno), redom. Ispitani su slede¢i farmakokineticki parametri: maksimalna koncentracija
aciklovira u serumu (Cpax), vreme potrebno za postizanje Cmax (Tmax), povrSine ispod krive
zavisnosti koncentracija/vreme (AUC,. i AUCo.,, konstanta brzine eliminacije (Ker), poluvreme
eliminacije (ti), volumen distribucije (Vd), srednje vreme zadrzavanja (MRT), klirens (Cl),
nulta koncentracija (Cy), volumen raspodele stacionarnog stanja (Vss) i apsolutna bioloska
raspolozivost (BA). Dodatno, za procenu neskodljivosti, uradena su ispitivanja biohemijskih
parametara (aktivnost jetrenih transaminaza, koncentracija mokrac¢ne kiseline, uree i kreatinina)
u uzorcima krvi zivotinja nakon primene oralnog rastvora aciklovira, polu¢vrstog SMEDDS, sa i
bez aciklovira. Primenom polu¢vrstog SMEDDS sa aciklovirom postignuta je dvostruko veca
Cmax (0,92+0,21 mg/ml) 1 znacajno kra¢i Tmax (14£10,84 min) u poredenju sa suspenzijom
aciklovira (Cmax 0,29+0,09 mg/ml i Tpmax 26,00+5,48 min). BA je znacajno povecana primenom
polu¢vrstog SMEDDS, dok je analiza biohemijskih parametara isklju¢ila moguénost oStecenja
funkcije jetre i bubrega primenom SMEDDS.

Kljucne reci: samo-mikroemulguju¢i sistemi (SMEDDS); aciklovir; PAMPA test; polucvrsti
SMEDDS; reolosko ponasanje; fotonska korelaciona spektroskopija (PCS); diferencijalna
skenirajuc¢a kalorimetrija (DSC); oslobadanje leka in vitro; bioloSka raspolozivost; neskodljivost
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FORMULATION AND CHARACTERIZATION OF SEMISOLID  SELF-
MICROEMULSIFYING DRUG DELIVERY SYSTEMS AS POTENTIAL NEW
GENERATION CARRIERS FOR ORAL DELIVERY OF ACICLOVIR

Abstract

The study aimed to develop the new generation of semisolid self-microemulsifying drug delivery
systems (SMEDDS), suitable for the development of hard capsules as the final solid
pharmaceutical form, as well as a comprehensive physico-chemical, pharmaceutical,
technological and biopharmaceutical characterization in order to examine their potential for oral
delivery of aciclovir as a model of active substance. Semisolid SMEDDS with optimized
pharmaceutical-technological characteristics, as well as the biopharmaceutical profile, was
evaluated in vivo regarding effects on pharmacokinetics of aciclovir. Additional goal of this
study was evaluation of safety of this semisolid SMEDDS. In the first phase of the study it was
investigated the influence of formulation parameters for design of self-microemulsifying drug
delivery systems (SMEDDSSs) comprising oil (medium chain triglycerides), surfactant (PEG-8
caprylic/capric glycerides, polysorbate 20, or macrogolglycerol hydroxystearate), cosurfactant
(polyglyceryl-3-dioleate), and cosolvent (glycerol or macrogol 400), and evaluate their potential
as carriers for oral delivery of aciclovir as a model of the active substance with the characteristics
of the group 3, respectively, 4 to Biopharmaceutical Classification System (BSC). The drug
loading capacity of the prepared formulations ranged from 0,18-31,66 mg/ml. Among a total of
60 formulations, three formulations meet the limits for average droplet size (Z-ave) and
polydispersity index (Pdl) that have been set for SMEDDSs (Z-ave < 100 nm, Pdl < 0,250) upon
spontaneous dispersion in 0,1 M HCI and phosphate buffer pH 7,2. SMEDDSs with the highest
aciclovir loading capacity (24,06 mg/ml and 21,12 mg/ml) provided the in vitro drug release
rates of 0,325 mgcm™min™ i 0,323 mgcm™?min, respectively, and significantly enhanced drug
permeability in the parallel artificial membrane permeability assay (PAMPA), in comparison
with the pure drug substance. For the formulation of SMEDDS with aciclovir of critical
importance were the type and concentration of surfactants, the mass ratio of surfactant and co-
surfactant (Km), and the type and concentration of the cosolvent. Further research has been
considered the possibility of formulating semisolid SMEDDS using macrogol 8000 as a viscosity
modifier of liqguid SMEDDS. The system was tested for rheological behavior, dispersibility in
acid and alkaline aqueous medium, capacity for incorporation of the active substance and its
release by diffusion, in order to identify semisolid SMEDDS with optimal characteristics as the
carrier for the oral delivery of aciclovir in the form of hard capsules. It has been established that
the SMEDDSs were semisolids at temperatures up to 50 °C and physically stable and compatible
with HPMC capsules for 3 months storage at 25 °C/60% RH and 5+3 °C, respectively. The
results of in vitro release study revealed that the designed solid dosage form based on the
semisolid SMEDDSs loaded with the therapeutic dose of 200 mg, may control partition of the
solubilized drug from in situ formed oil-in-water microemulsion carrier into the sorrounding



aqueous media, and hence decrease the risk for precipitation and potentially enhance availability
of the drug for absorption. In vivo biological tests were also performed on Wistar rats for
semisolid SMEDDS with acyclovir consisted of medium chain length triglycerides (10% w/w),
macrogolglycerol hydroxystearate (56,25% w/w), polyglyceryl-3-dioleate (6,25% w/w), glycerol
(20% w/w), macrogol 8000 (7,5% w/w), and acyclovir (2,5 mg/ml). The pharmacokinetics of
acyclovir was monitored in three groups of animals after administration of drug solution
(intravenously), drug suspension (orally) and semisolid SMEDDS (orally), respectively. The
determined pharmacokinetic parameters were: maximum concentration of acyclovir in serum
(Cmax), time taken to reach Cmax (Tmax), areas under time-concentration curves (AUCO-t and
AUCO0-x), terminal elimination rate constant (kel), ti», volume of distribution (Vd), mean
residence time (MRT), clearance (Cl), zero concentration (Cp), steady state volume of
distribution (Vss), and BA. Additionally, for safety evaluation, animals were treated orally with
aqueous solution of acyclovir, drug-free semisolid SMEDDS and acyclovir-loaded semisolid
SMEDDS. Serum samples of sacrificed animals were used for biochemical analysis of enzymatic
activity of alanine transaminase (ALT) and aspartate transaminase (AST), urea, creatinine, and
uric acid. Acyclovir administered by semisolid SMEDDS reached twice higher Cmax (0,92+0,21
ug/ml) and has significantly shorter Tmax (14+10,84 min) compared to the suspension of
acyclovir (Cmax 0,29+0,09 pg/ml and Tmax 26,00+5,48 min). BA of the drug was significantly
increased by semisolid SMEDDS, while the analysis of biochemical parameters excluded
damage on function of liver and kidneys caused by the investigated drug delivery system.

Keywords: self-microemulsifying drug delivery systems (SMEDDSs); aciclovir;, PAMPA test;
semisolid SMEDDS; rheological behaviour; photon correlation spectroscopy (PCS); differential
scanning calorimetry (DSC); in vitro drug release; oral bioavailability; safety
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1. UVOD



1.1. Aciklovir

1.1.1. Mehanizam delovanja i klini¢ki znacaj aciklovira

Aciklovir (lat. aciclovirum; engl. acyclovir (International Nonproprietary Name (INN), British
Approved Name (BAN) i United States Adopted Names (USAN)) je jedan od najstarijih
antivirusnih lekova i u upotrebi je ve¢ tri decenije (Mehta, 2013; Mondal, 2016). Prvi put je
sintetisan u Wellcome Research Laboratories (danas GlaxoSmithKline, GSK). Aciklovir je
sintetski purinski nukleozidni analog i prema nomenklaturi Medunarodne unije za cistu i
primenjenu hemiju (The International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC))
predstavlja 2-amino-9-(2-hidroksietoksimetil)-3-purin-6-on (Slika 1)

(https://pubchem.nchi.nlm.nih.gov/compound/acyclovir#section=Top).
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Slika 1. Hemijska struktura aciklovira

(https://pubchem.nchi.nlm.nih.gov/compound/acyclovir#section=Top)



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/acyclovir#section=Top

Aciklovir je lekovita supstanca iz grupe antivirotika koji in vitro i in vivo inhibira aktivnost
humanih Herpes virusa, ukljucuju¢i Herpes simplex virus (HSV) tip 1 (HSV-1) itip 2 (HSV-2)
(koji uzrokuju herpesni keratitis, herpesni encefalitis, genitalni herpes, neonatalni herpes i
labijalni herpes) i Varicella zoster virus (VZV). Slabo je aktivan protiv Epstein-Barr virusa
(EBV), Cytomegalovirusa (CMV) i humanog Herpes virusa-6 (HHV-6), pa se ne Koristi u
terapiji infekcija izazvanih ovim virusima (Mehta, 2013). Herpes simplex virus je veoma zarazan
i 8iri se direktnim kontaktom sa zarazenom osobom. Virus penetrira kroz epidermis ili mukozne
membrane i replikuje se unutar epitelnih ¢elija. Posle primarne infekcije, latentni virus koji se ne
replikuje ostaje uglavnom unutar gornjih dorzalnih ganglija, odakle se moze reaktivirati i u
podru¢ju kozZe uzrokovati rekrudescentne lezije. HSV-1 je obi¢no facijalan ili negenitalni, dok
HSV-2 obi¢no izaziva genitalne lezije. HSV-1 i -2 su osetljivi na inhibitorne efekte aciklovira.
Inhibitorni efekat aciklovira ostvaruje se dozama kojima se postize nivo ovog leka u plazmi u

rasponu od 0,1 uM do 0,6 uM (Blum i sar., 1982; Douglas i sar., 1988; Stahlmann i sar., 1987).

Mehanizam delovanja aciklovira zasniva se na inhibiciji sinteze virusne DNK (Slika 2).
Inhibitorna aktivnost aciklovira prema HSV-1, HSV-2 i VZV je visoko selektivna, pa efikasno
blokira virusnu DNK polimerazu i replikaciju virusa, dok mu je toksi¢nost za ¢elije sisara
izuzetno niska (De Clercq, 2004). Aciklovir se dejstvom virus-specificne timidin kinaze
konvertuje u monofosfatni oblik, zatim kinazama ¢elija domacina u trifosfatni koji kompetitivno
inhibira virusnu DNK-polimerazu, $to za posledicu ima zaustavljanje rasta virusnog DNK lanca.
Aciklovir se mnogo efikasnije fosforiliSe pod dejstvom virusne timidin kinaze u odnosu na
humanu i1 30 puta jaCe inhibira DNK-polimerazu virusa u poredenju sa humanom formom
enzima. Stoga aciklovir nema jako izrazena nezeljena dejstva i uglavnom se dobro podnosi.
Virus moZe da razvije rezistenciju na lek modifikacijama DNK-polimeraze ili timidin kinaze, §to
se najces¢e deSava kod imunokompromitovanih pacijenata usled dugotrajnog izlaganja leku.
Rezistentne infekcije tretiraju se primenom foskarneta, trifluridina ili cidofovira (De Clercq,
2004; Mehta, 2013; Mondal, 2016; Rang i sar., 2003).
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Slika 2. Mehanizam dejstva aciklovira inhibicijom sinteze virusne DNK (De Clercq, 2004)

Aciklovir se moze primeniti peroralno, intravenski (i.v.) ili na kozi, u zavisnosti od klinic¢ke
slike, kod imunokompetentnih i imunokompromitovanih pacijenata (Rang i sar., 2003;
Susantakumar 1 sar., 2011). DermatoloSka primena aciklovira karakteristicna je za blage
orolabijalne i infekcije oka prouzrokovane Herpes simplex virusom kod imunokompetentnih
pacijenata. Ozbiljne infekcije novorodencadi i1 imunokompromitovanih osoba zahtevaju
sistemsko lecenje. Peroralna primena indikovana je kod prve epizode genitalnog herpesa,
rekurentnog labijalnog herpesa, primarnog gingivostomatitisa kod dece, profilakticki tokom
duzeg perioda kod imunokompromitovane dece sa tezim oblicima infekcija, kod komplikovanih
infekcija izazvanih Varicella zoster virusom kod adolescenata i odraslih, kao i kod herpes zostera
(Pott Junior i sar., 2018). Intravenska primena aciklovira je terapija izbora kod ozbiljnih infekcija
kao §to su herpesni encefalitis, herpesni keratokonjuktivitis kod novorodencadi, neonatalna
variCela, i vari¢ela kod imunokompromitovane dece (Mehta, 2013; Mondal, 2016; Nacionalni

registar lekova, 2018).

Vecina pacijenata dobro podnosi aciklovir. Najces¢i nezeljeni efekti nakon njegove sistemske

primene su mucnina, dijareja, osip 1 glavobolja. MoZe do¢i do ispoljavanja neuroloske



toksi¢nosti, uklju¢ujuéi tremor, delirijum, konvulzije, promene svesti, letargiju, konfuziju,
halucinacije, mioklonus i ekstrapiramidalne znakove koji se povlace nakon obustave terapije
(Patel i sar., 2019). Renalni neZeljeni efekti poput kristalne 1 intersticijalne nefropatije uglavnom
su posledica visokih serumskih koncentracija aciklovira nakon brze intravenske primene i mogu
se izbe¢i primenom odgovaraju¢ih doza leka za svakog pojedinacnog pacijenta, adekvatnom
hidratacijom i sporom intravenskom primenom leka. U in vivo studijama na zivotinjama primena
visokih doza leka nije pokazala teratogeni, mutageni ili karcinogeni efekat. Medutim, bezbednost
primene aciklovira tokom trudnoce nije potvrdena, te se njegova primena ne preporucuje, osim
ukoliko se proceni da terapijska korist za majku prevazilazi rizik po fetus (Mehta, 2013;
Nacionalni registar lekova, 2018).

Klini¢ki znacajne interakcije aciklovira sa drugim lekovima nisu utvrdene. Medutim, treba uzeti
u obzir da istovremena primena zidovudina moze dovesti do somnolence, a istovremena primena
cimetidina ili probenecida moZe redukovati renalni klirens aciklovira. Istovremena primena
amfotericina B, ciklosporina 1 drugih nefrotoksi¢nih lekova sa aciklovirom, moze povecati rizik

od pojave nefrotoksi¢nosti (Mehta, 2013).

1.1.2. Fizi¢ko-hemijska i biofarmaceutska svojstva aciklovira

Aciklovir je beo ili skoro beo kristalni praSak molekulske formule CgHiiNsOs i relativne
molekulske mase 225,2 g/mol, slabo rastvorljiv u vodi, dobro rastvorljiv u dimetil sulfoksidu,
veoma slabo rastvorljiv u etanolu (96%). Rastvara se u razblaZenim rastvorima mineralnih
kiselina i alkalnih hidroksida (Ph. Eur. 9.0).

Tri molekula aciklovira i dva molekula vode ¢ine hidratisani oblik (Kristl i sar., 1996), Sto
odgovara teorijskom sadrzaju vode od 5%. Medutim, doza i rastvorljivost izrazavaju se najéesce
preko anhidrovanog oblika aciklovira. Anhidrovani oblik se dobija suSenjem hidratisanog na
temperaturama iznad 150 °C (USP 40 - NF 35, 2017). Dokazano je da postoji jo§ jedan
anhidrovani oblik aciklovira koji nastaje njegovim rastvaranjem u metanolu na 60 °C, a zatim

kristalizacijom usled hladenja do sobne temperature (Rohani i Sarkar, 2015). lako ne postoje



znacajne razlike u rastvorljivosti, utvrdeno je da se anhidrovani oblik rastvara brze od

hidratisanog (Kristl i sar., 1996).

Prema podacima iz literature, na sobnoj temperaturi (22-25 °C) rastvorljivost aciklovira je od 1,2
do 1,6 mg/ml (Satish i sar., 2014), a rastvorljivost u vodi na 37 °C iznosi 2,5 mg/ml.
Rastvorljivost aciklovira na 37 °C blago varira u zavisnosti od pH vrednosti rastvora. Najniza
rastvorljivost od 2,3 mg/ml izmerena je pri pH 5,8, dok je najvisa vrednost (>3,5 mg/ml)
izmerena pri pH vrednosti 1,2 (Arnal i sar., 2008). Veoma je slabo rastvorljiv u etanolu (0,2
mg/ml), a rastvorljiv je u mineralnim kiselinama i dimetilsulfoksidu (Hosny i Alahdal, 2013).

Vrednost koeficijenta lipidno-vodene raspodele (logP) aciklovira u sistemu n-oktanol/voda na 22
°C iznosi -1,57 (Bergstrom i sar., 2003). Laktam aciklovira ima slabo kisele, a imin slabo bazne
osobine, te je ceo molekul amfoteran. Prema razliitim izvorima pKa vrednosti aciklovira iznose
2,27 19,25 (https://www.drugbank.ca/drugs/DB00787), ali ni u jednom nije naglaSeno na kojoj
temperaturi su merenja izvrSena. Na 37 °C prijavljene su pKa vrednosti 2,16 1 9,04 (British

Pharmacopoeia, 2015).

Aciklovir se u ¢vrstim farmaceutskim oblicima za peroralnu primenu najces¢e upotrebljava u
obliku slobodne kiseline, a za parenteralnu primenu koristi se natrijumova so. Lista osnovnih
lekova Svetske zdravstvene organizacije (SZO) propisuje aciklovir u obliku masti za o¢i (3%
m/m), oralnog rastvora (250 mg/5 ml), praska za injekcije (250 mg aciklovira u obliku
natrijumove soli) i tableta (200 mQ)

(http://www.who.int/medicines/publications/essentialmedicines/EML2015 8-May-15.pdf). Na

nacionalnim listama osnovnih lekova nekih zemalja Evropske unije (Hrvatska, Slovenija)
uvrsten je aciklovir u obliku praska za infuziju (250 mg), film tableta (ja¢ine 200 mg i 400 mg),

masti za o¢i (30 mg/g masti) (http://www.who.int/selection_medicines/country_lists/en/). U

Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD) u prometu su dostupni farmaceutski preparati
aciklovira u obliku krema (5% m/m), masti za o€i (3% m/m), kapsula i tableta (ja¢ine 200 mg,
400 mg i 800 mg), oralne suspenzije (200 mg/5 ml) i injekcije (250 mg/5 ml)
(http://www.fda.gov/Drugs/default.htm). U Republici Srbiji aciklovir je registrovan kao krem

(5%), mast (5%), tablete (200 mg), prasak za rastvor za infuziju (250 mg) i mast za o¢i (30 mg/g)
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(Nacionalni registar lekova, 2018). Najces¢i farmaceutski oblici za peroralnu primenu aciklovira

su neoblozene i film tablete u jacini od 200 mg, 400 mg i 800 mg (Elshafeeya i sar., 2010). U

tabelama 1 1 2 prikazane su pomoc¢ne supstance koje ulaze u sastav odabranih farmaceutskih

preparata aciklovira sa trziSta, u obliku film tableta.

Tabela 1. Lista ekscipijenasa u Zovirax® tabletama (aciklovir 200 mg i 800 mg) (GlaxoSmithKline,
Velika Britanija) (http://www.medicines.org.uk/EMC/medicine/9273/SPC/Zovirax+200mg+Tablets/,

http://www.medicines.org.uk/EMC/medicine/9275/SPC/Zovirax+800mg+Tablets/)

Zovirax® tableta,
aciklovir 200 mg 800 mg
Celuloza, mikrokristalna Celuloza, mikrokristalna
Aluminijum-magnezijum-silikat | Aluminijum-magnezijum-silikat
Jezgro Natrijum-skrobglikolat Natrijum-skrobglikolat
Povidon K-30 Povidon K-30
Magnezijum-stearat Magnezijum-stearat
Koncentrat boje Y-1-7000, bela Hipromeloza
Film (Hipromeloza; Makrogol 400; Titan-dioksid
Titan-dioksid) Makrogol 400
Politura Makrogol 8000 Makrogol 8000

Tabela 2. Lista ekscipijenasa i njihova uloga u Aciklovir tabletama (aciklovir 200 mg) (Zdravlje AD,
Srbija) (http://www.alims.gov.rs/ciril/files/lekovi/smpc/515-01-3122-12-001.pdf)

Pomoc¢na supstanca

Uloga u formulaciji

Kukuruzni skrob

Sredstvo za dopunjavanje, sredstvo za raspadanje

Laktoza, monohidrat

Stedstvo za dopunjavanje

Celuloza, mikrokristalna

Sredstvo za dopunjavanje, sredstvo za raspadanje

Povidon K-30

Vezivno sredstvo

Magnezijum-stearat

Sredstvo za klizanje, lubrikans, antiadheziv



http://www.medicines.org.uk/EMC/medicine/9273/SPC/Zovirax+200mg+Tablets/
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Apsorpcija aciklovira iz gastrointestinalnog trakta (GIT-a) je wvrlo spora, promenljiva i
nepotpuna, kada se primenjuju konvencionalni farmaceutski preparati u obliku tableta. Apsolutna
bioloska raspolozivost je niska (~ 15-30%), a poluvreme eliminacije kratko (ti 2,5 h), a vece
vrednosti ti, uocCene su kod pacijenata sa oSteéenjem bubrega (Arnal i sar., 2008; Kristl i sar.,
1996). Prisustvo hrane ne uti¢e na apsorpciju aciklovira. Oko 80% peroralno primenjene doze
aciklovira ne apsorbuje se u tankom crevu i eliminiSe se putem fecesa (Satish i sar., 2014).
Aciklovir se u niskom stepenu vezuje za proteine plazme (9-33%) i distribuira se do vecine tkiva
I telesnih tecnosti (Vergin i sar., 1995). Apsorbovana frakcija leka se u najve¢em procentu
nepromenjena eliminiSe iz organizma putem bubrega, glomerularnom filtracijom i tubularnom
sekrecijom. Uobicajeno se za supresiju i profilaksu HSV infekcija kod imunokompetentnih
pacijenata i VZV infekcije primenjuje u dozi od 1000 mg dnevno (5 puta po 1 tableta ja¢ine 200
mg (genitalni herpes)) ili 4000 mg dnevno (4 puta po 5 tableta ja¢ine 200 mg (herpes zoster))
(Nacionalni registar lekova, 2018), $to umanjuje komplijansu pacijenata. In vivo studije na
zivotinjama pokazale su da je niska oralna raspolozivost aciklovira povezana sa njegovim
kratkim zadrZzavanjem na mestu apsorpcije u gornjim delovima GIT-a (duodenum i jejunum)
(Arnal i sar., 2008; Dhaliwal i sar., 2008; Tao i sar., 2009; Vergin i sar., 1995).

Biofarmaceutski sistem Klasifikacije (BSK), u kome su sve lekovite supstance klasifikovane u
Cetiri grupe prema njihovoj rastvorljivosti u vodi 1 permeabilnosti kroz intestinalnu membranu
(Amidon i sar., 1995; Ritschel, 1992), prema smernicama SAD administracije za hranu i lekove
(engl. Food and drug administration (FDA)), predstavlja validan vodi¢ za predvidanje
intestinalne resorpcije lekovite supstance. BSK se Siroko koristi prilikom razvoja razli¢itih
farmaceutskih preparata u farmaceutskoj industriji kao i razvoja brojnih zahteva regulativnih tela
(CDER/FDA, U.S. Food and Drug Administration, Center for Drug Evaluation and Research:
Guidance for industry: Waiver of in vivo bioavailability and bioequivalence studies for
immediaterelease solid oral dosage forms based on a biopharmaceutics classification system,
2000; EMEA, European Medicines Agency, Committee for Medicinal Products for Human Use
(CHMP): Guideline on the investigation of bioequivalence, 2010). Osnove ovog sistema
klasifikacije je postavio Gordon Amidon za Sta je u avgustu 2006. godine na kongresu
Medjunarodne farmaceutske federacije (engl. International Pharmaceutical Federation (FIP))

odrzanom u Salvadoru (Brazil), dobio nagradu za istaknuti nau¢ni rad. Prema kriterijjumu BSK,



nisko rastvorljivim lekovitim supstancama se smatraju supstance koje ¢e se u koli¢ini jednakoj
maksimalnoj terapijskoj dozi rastvoriti u 250 ml, ili manje vodenog medijuma, ¢ija je pH
vrednost od 1,0 do 7,5, na temperaturi od 37 = 0,5 °C. U suprotnom, supstanca se smatra slabo
rastvorljivom. Pod permeabilnos¢u se, u smislu BSK, podrazumeva efektivna permeabilnost kroz
membranu humanog jejunuma. Supstanca se smatra visoko permeabilnom ukoliko se apsorbuje
vise od 90% primenjene koli¢ine lekovite supstance i ukoliko nema dokumentovanih podataka o
nestabilnosti supstance u GIT-u. Ako se apsorbuje u manjem procentu, smatra se da je nisko
permeabilna (Amidon i sar., 1995).

Studija permeabilnosti sa 3H-aciklovirom ukazala je na visok koeficijent permeabilnosti
aciklovira od oko 1,19-10® cny/s (Salama i sar., 2004). Medutim, druge studije ukazale su na
znatno nize vrednosti koeficijenta permeabilnosti koje se kre¢u u opsegu od 0,12-10°

(Bergstrom i sar., 2003) do 2,0-10°° cm/s (Yee, 1997).

Aciklovir je svrstan u grupu 3 prema kriterijumima BSK, kao lekovita supstanca koja ima nisku
permeabilnost i visoku rastvorljivost u kiseloj sredini (pKa 2,27), mada mu je rastvorljivost u
vodi (~ 0,2%, 25 °C) 1 veini nepolarnih rastvaraca niska. Medutim, neki autori smatraju da se
aciklovir u dozi od 200 mg i 400 mg svrstava u BSK grupu 3, dok se u dozi od 800 mg moze
svrstati u grupu 4 prema BSK. U cetvrtu BSK grupu svrstavaju se lekovi sa niskom

rastvorljivo$c¢u i niskom permeabilno$¢u (Arnal i sar., 2008).

S obzirom da su rastvaranje u gastrointestinalnim te¢nostima i zadovoljavaju¢a permeabilnost
preduslov za apsorpciju, aktivne supstance iz grupe 2, 3 i 4, koje pokazuju ograni¢enu
rastvorljivost 1/ili ogranienu intestinalnu apsorpciju, predstavljaju veliki izazov za ovaj put
primene (Gunawardana i sar., 2015) naroc€ito u slu¢aju antiretrovirusne hroni¢ne terapije, kod
koje se kombinuje nekoliko aktivnih supstanci u visokim dozama i koje se primenjuju
svakodnevno. Problem nepredvidive, neregularne i nepotpune apsorpcije aktivne supstance iz
GIT-a, pre svega iz c¢vrstih farmaceutskih oblika, potencijalno bi se mogla prevazici
poboljSanjem njene rastvorljivosti 1 intestinalne permeabilnosti na mestu apsorpcije. Najveci deo
farmaceutskih istrazivanja, u cilju poboljSanja bioloske raspoloZivosti, se fokusira na postizanje

bolje rastvorljivosti lekovite supstance i iz tog razloga prve kandidate prilikom odabira lekovite



model supstance predstavljaju jedinjenja iz BSK grupe 2 (niska rastvorljivost i visoka
permeabilnost) (Fahr i Liu, 2007). Medutim, upotreba razli¢itih formulacija koje povecavaju
rastvorljivost slabo rastvorljivih supstanci u vodi ¢esto ne dovodi do povecanja apsorpcije, jer
apsorpcioni profil supstance znacajno zavisi od povezanosti rastvorljivosti i permeabilnosti
(Dahan i Miller, 2012). Zbog slabe permeabilnosti supstanci iz BSK grupe 3 i 4, kao i zbog
njihovih fizicko-hemijskih i hemijskih karakteristika koje se teSko menjaju, predlaze se upotreba

eksipijenasa koji poveéavaju njihovu permeabilnost (Pradeep i sar., 2005).

1.2. Savremeni pristupi u razvoju farmaceutskih formulacija sa aciklovirom

Obiman istrazivacki rad koji je fokusiran na razmatranje primene novih strategija u razvoju
formulacija sa aciklovirom, za razli¢ite puteve primene, ukazuje da postoji velika
zainteresovanost za unapredenje isporuke ovog antivirotika i povecanje efikasnosti terapije HSV
infekcija. S obzirom da je aciklovir lek izbora kod brojnih indikacija, ve¢ dugi niz godina se tezi
ka poboljSanju njegovih fizicko-hemijskih i biofarmaceutskih karakteristika u cilju povecanja
bioloske raspolozivosti kod peroralne, perkutane, okularne, vaginalne i parenteralne primene.
Sinteza valaciklovira, L-valil estra aciklovira koji se dobro apsorbuje iz GIT-a nakon peroralne
primene i brzo konvertuje u aciklovir hidrolizom estra mehanizmom prvog prolaska kroz jetru,
omogucila je 3-5 puta veéu biolosku raspolozivost aciklovira nakon peroralne primene (Tao i
sar., 2009). Utvrdeno je da primena valaciklovira 1-2 puta dnevno mozZe povoljno uticati na
komplijansu. Pored sinteze valaciklovira, u viSe naucnih studija dokumentovan je interes za
razvoj novih formulacija 1 nosaca sa aciklovirom, baziranih na strategijama mikroinkapsulacije 1

nanoinkapsulacije.
1.2.1. Mikroinkapsulacija aciklovira

Mikroinkapsulacija lekovitih supstanci najée$¢e podrazumeva inkapsulaciju u mikrosfere,
mikrokapsule, kao i formiranje ko-kristalnih Cestica, ¢ime se mogu postic¢i specificni mehanizmi

isporuke aktivne supstance i mogu se razlikovati u pogledu biorazgradivosti, u zavisnosti od
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polimera koji ulaze u njihov sastav (prirodni ili sintetski), mehanizma i mesta oslobadanja

lekovite supstance (Durai, 2015).

Rokhade i saradnici (2007) su formulisali mikrosfere tipa semipermeabilnih polimernih mreza
(engl. Interpenetrating polymer network (IPN)) od akrilamida sa vezanim dekstranom i
hitozanom, metodom unakrsnog emulgovanja, koriste¢i glutaraldehid kao vezivno sredstvo. IPN
je kombinacija dva ili viSe umrezena polimera koji se drze zajedno pomocu topoloskih veza bez
stvaranja kovalentnih veza. Aciklovir je inkapsuliran u IPN mikrosfere i produzeno mu je
oslobadanje do 12 h, ¢ime je pokazan zadovoljavajuci potencijal ovog sistema za kontrolisano

oslobadanje ove aktivne supstance.

Za oftalmolosku primenu aciklovira, Cortesi i saradnici (2007) su formulisali i izvrSili
karakterizaciju poliakrilnih (Eudragit® RL, RS i NE) mikrocestica dobijenih metodom susenja
rasprSivanjem. Metoda dobijanja mikrocestica suSenjem rasprSivanjem je omogucila prihvatljivu
efikasnost inkapsuliranja 1 odgovaraju¢e fizicke karakteristike potrebne za oftalmoloSku
primenu. Podaci o profilu oslobadanja ukazuju da se aciklovir oslobada iz mikroc¢estica na
kontrolisan nacin. Profil oslobadanja leka je zavisio od tipa upotrebljenog polimera. Genta i
saradnici (1997) su proucavali aciklovir inkapsuliran u mikrosfere od hitozana sa ciljem
postizanja produzenog oslobadanja leka i povecanja njegove bioloSke raspolozivosti nakon
okularne primene. Rezultati karakterizacije su pokazali da su mikrosfere bile izuzetno malih
dimenzija, i da je lekovita supstanca homogeno dispergovana u amorfnom stanju unutar
mikrosfere. In vitro oslobadanje aciklovira iz mikrosfera je bilo sporije nego upotrebom ¢iste
supstance. In vivo okularna primena kod zeca je pokazala visoke koncentracije aciklovira u
plazmi tokom duzeg perioda i povecane vrednosti povrsine ispod Kkrive (engl. area under the
curve (AUC)).

1.2.2. Inkapsulacija aciklovira u vezikularne nosace

Vezikularni sistemi su pogodni za inkapsulaciju hidrofilnih i hidrofobnih lekovitih supstanci, i

omogucavaju njihovo kontrolisano oslobadanje uz povecanje bioloske raspolozivosti i terapijske
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efikasnosti. Do sada su najvise proucavani nosaéi tipa liposoma, niosoma, i etosoma za

inkapsulaciju aciklovira.

Liposomi su pokazali veliki potencijal kao nosaci razli¢itih supstanci, uklju¢ujuéi proteine,
peptide, antineoplasti¢ne agense, antibiotike i antivirusne lekove. Ispitivani su za razli¢ite puteve
primene, ukljucujuéi parenteralni, peroralni, nazalni, pulmonalni, okularni, transdermalni
(Gregoriadis, 2007; Peki¢, 2017; Torchilin, 2005). Poslednjih godina se polje istrazivanja
znacajno prosirilo na peroralni put primene liposoma (Jensen i sar., 2015; Liu i sar., 2017; Tang i
sar., 2017), zahvaljuju¢i novim metodama za povecanje njihove stabilnosti 1 permeabilnosti.
Dodavanjem razli¢itih polimera ili liganada na njihovu povrSinu (Thirawong 1 sar., 2008; Wu 1
sar., 2015) i promenom njihove strukture (Conacher i sar., 2001; Niu i sar., 2012) dobijena je
znacajno veca stabilnost u GIT-u 1 apsorpcija, a takode 1 bolji farmakokineticki i

farmakodinamicki profil (Hosny i sar., 2013).

Konvencionalni liposomi (unilamelarni i multilamelarni) imaju odredena ogranicenja, kao Sto su
niska efikasnost inkapsulacije lekovitih supstanci koje su rastvorljive u vodi, ograni¢ena
stabilnost 1 nekontrolisano oslobadanje lekovite supstance nakon najmanjeg oStecenja njihove
spoljasnje membrane (Mumper i Hoffman, 2000; Ran i Yalkowsky, 2003). Ovi nedostaci su
uspesno prevazideni upotrebom nosaca tipa multivezikularnog liposoma (Kim i sar., 1996).
Sastoji se od mreze fosfolipidnih membrana koja okruzuje multipla nekoncentricna vodena
jezgra. Multivezikularni liposomi sadrze neutralni lipid (triolein, trikaprilen, trilaurin, tributirin,
itd.) kao integralnu komponentu, koja je odgovorna za njihovu jedinstvenu multivezikularnu
strukturu (Kim i sar., 1996). Multivezikularni liposomi su upotrebljeni za postizanje produZzenog
oslobadanja nekoliko malih molekula, analgetika, antitumorskih lekova 1 antivirusnih lekova
(Jain i sar., 2005). Jain i saradnici (2005) su formulisali multivezikularne liposome za
intradermalnu  isporuku  aciklovir-natrijuma.  Efikasnost inkapsulacije aciklovira u
multivezikularne liposome (45-82%) bila je 3-6 puta vec¢a nego kod multilamelarnih vezikula. In
vitro oslobadanje aciklovira iz multivezikularnih liposoma je bilo produzeno i 70% leka je
oslobodeno tokom 96 h, dok su konvencionalni multilamelarni vezikuli oslobodili 80% Ileka
tokom 16 h. Multivezikularni liposomi kao nosaci za intradermalnu isporuku imaju prednosti

koje ukljucuju veoma visoku efikasnost inkapsulacije i kontrolisano oslobadanje aciklovira
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tokom produzenog vremenskog perioda (Kim i sar.,, 1996; Langston i sar., 2003). Nakon
intradermalne primene kod pacova Wistar soja, multivezikularni liposomi su pokazali: i)
produzeno odrZavanje terapijske koncentracije aciklovira u plazmi tokom 48 h u poredenju sa
rastvorom slobodnog/neinkapsuliranog leka (12-16 h); ii) vrednosti Cmax koje su bile 1,4 puta
viSe u odnosu na rastvor slobodnog/neinkapsuliranog leka; i iii) AUC je bila trostruko veca u
poredenju sa slobodnim/neinkapsuliranim lekom. Ovi rezultati sugeriSu da se inkapsulacijom u
multivezikularne liposome mogu smanjiti toksi¢ne reakcije i nedostaci konvencionalne i.v. i

oralne terapije.

Law i saradnici (2000) su proucavali permeabilnost i apsorpciju aciklovira kroz roznjacu
upotrebom liposoma kao nosaca. In vitro ispitivanja permeabilnosti pokazala su da pozitivno
naelektrisani liposomi prolaze kroz roznjaCu u nizem procentu u odnosu na negativno
naelektrisane liposome i rastvor ¢istog aciklovira. Naspram toga, in vivo studija pokazala je da je
procenat apsorpcije aciklovira upotrebom pozitivno naelektrisanih liposoma bio ve¢i nego nakon
primene negativno naelektrisanih liposoma i rastvora slobodnog aciklovira. Koncentracija
aciklovira u roznja¢i nakon primene pozitivno naelektrisanih liposoma pokazala je da je
depozicija aciklovira u roznjaci bila ve¢a od depozicije nakon primene negativno naelektrisanih
liposoma 1 rastvora slobodnog aciklovira. Morfoloskim posmatranjem povrSine roznjace tretirane
liposomima uoceno je da pozitivno naelektrisani liposomi formiraju potpuno obloZeni sloj na
povrsini roznjae. Cvrsto vezivanje liposoma na povr$ini roznjaée dovodilo je do pove¢anog

zadrzavanja, a time i povecane apsorpcije aciklovira.

Paveli¢ i saradnici (2001) su proucavali liposome kao nosa¢e za kontrolisano i produzeno
oslobadanje tokom lokalne terapije ginekoloskih bolesti, medu kojima je i genitalna infekcija
herpes virusom. Aciklovir je inkapsuliran u liposome pripremljene metodom rastvaranja poliola
(Kikuchi i sar., 1994) i ispitane su tri razliite formulacije, koje su sadrzale fosfatidilholin iz
jajeta/fosfatidilglicerol iz jajeta (9:1 mol/mol), fosfatidilholin iz jajeta i fosfatidilholin iz
jajeta/stearilamin (9:3 mol/mol). Da bi se dobili priblizniji in vivo uslovi i bolja stabilnost,
liposomi su inkorporirani u bioadhezivni hidrogel na bazi karbomera (Carbopol® 974P NF) sa

odgovarajuom pH vrednosti i viskozitetom. In vitro studije oslobadanja iz liposoma

13



dispergovanih u hidrogelu su pokazale njihovu primenljivost u vaginalnoj isporuci sa

lokalizovanim i produzenim oslobadanjem inkapsuliranog aciklovira.

Takode, Jain i saradnici (2008) su pokazali da elasti¢ni liposomi sa inkapsuliranim aciklovir-
natrijumom mogu da poboljSaju penetraciju supstance u dublje slojeve koze i transdermalni
fluks. Dobijeni fluks je bio skoro 2 puta veéi nego nakon primene konvencionalnih liposoma sa
inkapsuliranim aciklovir-natrijumom i 6,3 puta veci od rastvora (neinkapsuliranog) aciklovira.
Proucavana formulacija sa deformabilnim liposomima za isporuku aciklovira je pokazala bolji
transdermalni fluks, vecu efikasnost inkapsulacije supstance, penetracije i transdermalne
isporuke u poredenju sa konvencionalnim liposomima. In vivo studije su pokazale da je
koncentracija aciklovir-natrijuma u plazmi bila priblizno 4,2 puta veéa primenom deformabilnih

liposoma u poredenju sa konvencionalnim liposomima.

Kajiwara i saradnici (2007) su proucavali dugocirkuliSuce liposome sa ganciklovirom za i.v. i
intraperitonealnu primenu u obliku injekcija. Ganciklovir je prolek aciklovira, a karakterisu ga
kratko poluvreme eliminacije i dozno zavisna toksi¢nost. U ovoj studiji, pegilovani liposomi koji
su sadrzali fosfatidilholin iz jajeta: holesterol: stearilamin (5: 5: 1 mol/mol/mol) su bili
pripremljeni metodom zamrzavanja i odmrzavanja koja omogucéava znacajno vecu efikasnost

inkapsuliranja ganciklovira u poredenju sa drugim metodama.

Upotrebom aciklovira inkapsuliranog u liposome u obliku mukoadhezivnog gela intranazalno je
dobijena bioloska raspoloZivost od 60,72% §to moze da se poredi sa i.v. primenom (Alsarra i
sar., 2008). U drugoj studiji, rezultati ispitivanja aciklovira inkapsuliranog u liposome i mast za
o¢i su pokazali da je koncentracija u oc¢noj vodici i AUC bila znafajno veca upotrebom

formulacije sa liposomima (Chetoni i sar., 2004).

Niosomi su vezikule nejonskih surfaktanata koje se Siroko proucavaju kao ekonomicna
alternativa, nebioloskog porekla, liposomima. Imaju sve prednosti kao 1 liposomi, a pored toga i
manje troskove proizvodnje, vecu stabilnost i jednostavnije skladiStenje. Ove karakteristike ¢ine
niosome pogodnijim za industrijsku proizvodnju (Biju i sar., 2006; Sahin, 2007). Lamelarne su

strukture, veli¢ine 10-1000 nm, amfifilne prirode, zbog koje omogucavaju inkapsulaciju i
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hidrofilnih i hidrofobnih lekovitih supstanci. Holesterol i nejonski surfaktanti kao §to su Span®
(20, 40, 60, 85, 80), Tween® (20, 40, 60, 80) i Brij® (30, 35, 52, 58, 72, 76) su glavne
komponente u strukturi niosoma. Takode, u formulaciji mogu biti ukljuceni i stabilizatori kako bi
se sprecila agregacija vezikula odbojnim, sternim efektom (koris¢enjem npr. holesteril poli-24-
oksietilen etra) ili elektrostatickim efektima (koris¢enjem npr. dicetil fosfata) (Chauhan i
Luorence, 1989). Krupno ograni¢enje za primenu niosoma je nedovoljan broj istrazivanja vezan
za njihovu toksi¢nost. U odredenim sluc¢ajevima, inkapsulacija lekovite supstance u niosome je
smanjila njenu toksi¢nost, kao $to je pokazano u studiji formulacije niosoma sa vinkristinom
(Parthasarathi i sar., 1994). Attia i saradnici (2007) su proucavali niosome sa inkapsuliranim
aciklovirom za poboljSanje niske 1 varijabne oralne bioloske raspoloZivosti. Nejonske vezikule,
koje se sastoje od holesterola, Span® 60 i dicetil fosfata (65:60:5 mol/mol/mol) su pripremljene
metodom hidratacije tankih filmova. U vezikule je inkapsulirano oko 11% aciklovira. In vitro
profil oslobadanja leka je pokazao produzeno oslobadanje aciklovira iz niosoma u odnosu na
primenu rastvora Cistog aciklovira. Rezultati in vivo studije su pokazali da se primenom niosoma
udvostrucila oralna raspolozivost aciklovira kod zeceva posle primene jedne doze od 40 mg/kg
oralno u poredenju sa rastvorom cistog aciklovira. Niosomi su pokazali znac¢ajno povecanje
prose¢nog vremena zadrzavanja (engl. mean residence time (MRT)) aciklovira na mestu
apsorpcije, produzeno oslobadanje, uz sugestiju istrazivaca da mogu biti odgovarajuci nosaci za
oralnu isporuku aciklovira. U drugoj studiji, koju su sproveli Mukherjee i saradnici (2007), su
formulisani Span® 20-niosomi sa inkapsuliranim aciklovirom i ispitana je moguénost postizanja
produzenog oslobadanja leka uz pove¢an MRT, a ispitana je i njegova sistemska dozno-zavisnha
toksi¢nost u poredenju sa liposomima na bazi holesterola i soja L-alfa-lecitina. Procenat
inkapsuliranja lekovite supstance u niosome je bio veéi u poredenju sa liposomima. Takode, in
vitro oslobadanje lekovite supstance iz liposoma je bilo oko 90% tokom 150 min, dok je iz
niosoma bilo samo 50% tokom 200 min. Ovi rezultati ukazuju na to da se niosomi mogu smatrati
dobrim izborom kao nosaci za i.v. primenu aciklovira. Primenom niosoma in vivo na kuni¢ima je
dobijena veca bioloska raspolozivost i MRT odnosu na primenu d¢istog rastvora lekovite

supstance (Attia i sar., 2007).

Etosomi su multilamelarne vezikule sastavljene od fosfolipida (sojin fosfatidilholin), etanola i

vode. Poznato je da je etanol efikasan permeacioni inhenser. Etosomi imaju visoku efikasnost
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inkapsulacije molekula razli¢ite lipofilnosti (Huff i sar., 1981; Touitou, 2002). In vivo ispitivanje
na zecevima je pokazalo da su etosomi efikasniji u perkutanoj primeni aktivnih supstanci, u
pogledu koli¢ine 1 dubine penetracije, u poredenju sa liposomima ili vodeno-alkoholnim
rastvorima (Touitou, 2002). Smatra se da etosomi povecavaju permeabilnost svojom fuzijom sa
lipidima iz koze otpustajuci lekovitu supstancu na razli¢itim mestima duz puta prodiranja, §to se
moze pripisati folikularnom transportnom mehanizmu. Replikacija virusa se odvija na bazalnom
dermisu (Huff i sar., 1981). Kako bi prevaziSao problem slabe penetracije do dermalnog sloja,
koji se javlja kod konvencionalnih dermatoloskih preparata aciklovira, Horwitz i saradnici
(1999) su razvili formulaciju sa aciklovirom inkpsuliranim u etosome. Potvrdene su bolje
karakteristike u dvostruko slepoj, randomiziranoj studiji u kojoj je koris¢ena formulacija
aciklovira sa trziSta (Zovirax, krem, GlaxoSmithKline, Glaxo Wellcome UK Ltd, Middlesex,
Velika Britanija) za poredenje. OpaZen klinicki napredak mogao je biti povezan sa efikasnom

isporukom leka u terapijskim dozama u duboke slojeve koze.

1.2.3. Inkapsulacija aciklovira u nanocestice

Nanocestice su submikronski koloidni sistemi koji se sastoje od polimera (biorazgradivih ili ne),
a veli¢ina im je u opsegu od 10 do 1000 nm. Nanocestice se mogu formulisati koriste¢i razli¢ite
polimere, kao Sto su poliestri 1 njihovi kopolimeri. Nasuprot tome, takode se mogu koristiti 1

prirodni makromolekuli, kao $to su proteini 1 polisaharidi, nepolarni lipidi 1 metalni oksidi i

silicijum dioksid (Kubik i sar., 2005).

Primenom polimernih nanocestica se moze omoguciti efikasna terapija na celijskom nivou,
odnosno prolazak lekovite supstance do ciljnog mesta dejstva. Ovi nosa¢i mogu ostvariti razlicite
mehanizme isporuke inkapsulirane aktivne supstance u zavisnosti od vrste polimera i sastava
formulacije. Giannavola i saradnici (2003) su pokazali da aciklovir moze biti inkapsuliran u
nanosfere na bazi polimle¢ne kiseline (PLA) ¢ime se omogucava produzeno oslobadanje i veca
koncentracija leka u oc¢noj vodici nakon okularne primene. Farmakokinetika aciklovira
inkapsuliranog u nanocestice nakon okularne primene je procenjena u in Vvivo testu i uporedena
sa vodenom suspenzijom slobodnog leka. PEG oblozene i neoblozene PLA nanosfere pokazale

su produzeno oslobadanje aciklovira i veoma dobru podnosljivost od strane oka. Oba tipa PLA
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nanosfera su omogucila povecanje koncentracije aciklovira u oc¢noj vodici i poboljsan
farmakokineticki profil. PEG-oblozene PLA nanosfere su bile mnogo efikasnije u poboljSanju
bioloske raspolozivosti aciklovira, i eventualnoj terapiji virusnih infekcija oka. Polimerne
nanocestice se smatraju povoljnim nosa¢ima i za oralnu primenu lekova. Medu razli¢itim
tipovima nanocestica, polimerne nanocestice se dosta proucavaju zbog njihove stabilnosti i
relativno jednostavnog modifikovanja njihove povrSine (Liu i sar., 2008). Od ovih koloidnih
nosata se ocekuje da stupaju u interakcije sa povrSinom sluznice 1 da se zadrzavaju u
gastrointestinalnom traktu, istovremeno S§tite¢i inkapsuliranu aktivnu supstancu od enzimske
degradacije, tokom celokupnog oslobadanja leka ili njegove apsorpcije. Vecina istraZivanja
ukazuje na to da im je najbolje mesto za isporuku lekovite supstance na limfoepitelnim M
¢elijama. Pokazano je da se mikroCestice zadrZzavaju na ovim celijama, a nanocestice se
sistemski distribuiraju (Hans i Lowman, 2002). U jednoj studiji (Gandhi i sar., 2014) su
formulisane polimerne nanocestice sa aciklovirom uz optimizaciju njegove isporuke 1 uz
prevazilazenje nedostataka. Eudragit® RLPO je koris¢en kao polimer za pripremu nanocestica sa
inkapsuliranim aciklovirom, zbog podataka iz literature 0 njegovoj visokoj permeabilnosti i
primeni u sistemima za produZeno oslobadanje leka. Eudragit® RLPO je polimer etilakrilata,
metilmetakrilata i niske koncentracije estra metakrilne kiseline sa kvaternarnim amonijum
grupama. Amonijum grupe su jonizovane 1 utiu na permeabilnost polimera. Efikasnost
inkapsulacije lekovite supstance kod ovih nanocestica bila je u opsegu od 53,78 + 1,34% do
79,34 + 1,64%. Medu njima, najvecu efikasnost (79,34 + 1,64%) je pokazala formulacija
dobijena koris¢enjem lek:polimer u odnosu 1:2 i sa 0,25% m/v stabilizatora. Prose¢na veli¢ina
Cestica bila je u rasponu od 82 + 3,83 nm do 532 + 4,86 nm, a indeks polidisperziteta 0,308 +
0,24 do 0,716 £+ 0,25. Utvrdeno je da udeo polimera i koncentracija surfaktanta uticu na veli¢inu
Gestica i efikasnost inkapsulacije aciklovira u nanoéestice koje su formulisane od Eudragita®
RLPO. In vitro ispitivanje brzine oslobadanja leka u fosfathom puferu (pH 7,4) iz ovih

nanocestica sa aciklovirom, bilo je produzeno tokom 24 h.

Mukoadezivni polimeri mogu produZiti vreme zadrZavanja leka na mestu apsorpcije i smanyjiti
njegovu degradaciju u GIT-u, a takode poboljsavaju penetraciju kroz mukoznu membranu, $to
omogucava povecanje bioloske raspolozivosti (Roy i sar., 2009). Jedna od vrsta mukoadhezivnih

polimera su tiomeri koji se dobijaju vezivanjem sulfhidrilnih liganada za polimernu osnovu
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(prirodni ili sintetski polimeri) (Ravi i sar., 2013). Mukoadezija nastaje kao rezultat formiranja
kovalentnih veza izmedu tiolnih grupa prisutnih na polimeru i glikoproteina iz sluzokoze putem
reakcije disulfidne razmene (Kumar i Sinha, 2013). Mukus Stiti sluzokozu u GIT-u, ali takode
stvara i sternu prepreku za penetraciju nanocestica. Problem kod primene nanocestica je njihovo
naknadno ukljanjanje sa sluzokoze. Upotrebom tiomernih nanocCestica se prevazilaze ovi
nedostaci jer prolaze kroz membranu sluzokoze i dospevaju do apsorpcione povrsine (Ganem-
Quintanar i sar., 1997). Osim toga, tiomerne nanoCestice omogucavaju bolji kontakt
redukovanog glutationa koji je odgovoran za otvaranje tesnih veza izmedu celija zbog svoje
male veliine 1 vece spoljaSnje povrSine. Zbog toga, formulisanje tiomernih nanocestica moze
obezbediti sinergistiCki efekat koji moze dovesti do povecfanja gastrointestinalne apsorpcije
lekova sa ograni¢enom permeabilno$¢u. Naucnici (Madgulkar i sar., 2016) su formulisali
nanoCestice sa inkapsuliranim aciklovirom Kkoriste¢i tiomer prirodnog polisaharidnog

ksiloglukana kako bi poboljsali permeabilnost i bioloSku raspolozivost leka (2,57 puta).

Takode, cvrste lipidne nanocestice (engl. solid lipid nanoparticles, SLN) i nanostrukturirani
lipidni nosaci (engl. nanostructured lipid carriers, NLC) privukli su veliku paznju u oralnoj
isporuci lekova. SLN se sastoje od biorazgradivih lipida poput visoko precis¢enih triglicerida,
monoglicerida, ¢vrstih masti, kompleksnih smeSa glicerida ili voskova koji su ¢vrsti na
fizioloskoj temperaturi. NLC sadrze smeSu tecnih lipida (ulja) 1 ¢vrstih lipida u odgovaraju¢im
proporcijama. Prisustvo tecnih lipida u NLC omogucéava vecu sposobnost za inkapsulaciju
aktivnih supstanci i veéu stabilnost nosaéa u poredenju sa SLN (Muchow i sar., 2008). Cvrst
matriks SLN omogucava zaStitu hemijski nestabilnih supstanci od degradacije i produzeno
oslobadanje lekovite supstance. Osim toga, SLN se mogu koristiti za povecanje bioloske
raspoloZivosti lekovite supstance povecanjem njihove difuzije kroz bioloSke membrane 1
zastitom od metabolickih enzima (Westesen i Siekmann, 2005). SLN imaju niz potencijalnih
prednosti, a neki od njih su upotreba fizioloskih lipida i Sirok raspon primene (dermalno, per os,
i.v.). Zbog prisustva Cvrstih lipida, SLN i NLC imaju sposobnost produzenog oslobadanja
lekovite supstance. Cortesi i saradnici (2011) su pokazali da u SLN moze da se inkapsulira velika
koli¢ina aciklovira i da se poveca difuzija leka 1,2 puta u poredenju sa rastvorom aciklovira, a
samim tim i permeabilnost kroz povrsinski sloj koze stratum corneum. Velmurugan i saradnici

(2011) su formulisali SLN sa aciklovirom za oralnu primenu metodom emulgovanja i
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ocvrs¢avanja na niskim temperaturama upotrebom lecitina iz soje kao surfaktanta, natrijum
tauroholata kao kosurfaktanta i stearinske kiseline kao lipida. Optimizovana formulacija SLN sa
aciklovirom je pokazala maksimalni procenat inkapsulacije lekovite supstance, a dobijeni
procenat in vitro oslobadanja je bio oko 85,87% posle 12 h. Takode, Cortesi i saradnici (2008) su
dizajnirali SLN sa aciklovirom. Utvrdeno je da je antivirusna aktivnost aciklovira inkapsuliranog
u SLN uporediva sa aktivnos¢u rastvora slobodnog aciklovira (1 — 0,5 pM), §to je mereno na
Vero ¢elijama. Nedavna istrazivanja takode pokazuju da je moguée pripremiti SLN ili NLC u
obliku praska koriste¢i tehnike vlaZzne granulacije 1/ili adsorpcije. Takode je moguce pripremiti
SLN ili NLC sa anhidrovanim tecnostima kao $to je PEG 600 i ova te¢na disperzija moZe da se
puni u meke ili tvrde Zelatinske kapsule. Medutim, na farmaceutskom trziStu jo$ uvek nisu

dostupni preparati tipa SLN ili NLC za oralnu primenu.

Takode, u poslednje vreme paznju istrazivac¢a u oblasti nanoinkapsulacije aciklovira u lipidne
nanonosaca privlace lipidne nanokapsule (engl. lipid nanocapsules (LNC)). Abozaid i saradnici
(Abozaid i sar., 2018) su formulisali LNC na bazi hidroksietilceluloze sa aciklovirom (0,3%) u
obliku gela za oromukoznu primenu. Kao rezultat je dobijena povecana permeabilnost aciklovira
kroz membranu pileCeg embriona u ex vivo testu u poredenju sa komercijalno dostupnim
kremom sa 5% aktivne supstance, §to je ukazalo na mogucnost znac¢ajnog poboljSanja isporuke

aciklovira u virusne lezije na bukalnoj sluzokozi.

1.2.4. Inkapsulacija aciklovira u nosace tipa mikroemulzija

Mikroemulzije su termodinamicki stabilne, providne (transparentne) nanodisperzije koje se
formiraju spontano u smesama surfaktanata, kosurfaktanta, ulja i vode koje su optimizovane u
pogledu kvalitativnog i kvantitativnog sastava (Peki¢, 2011; Pordevi¢, 2004). Veli¢ina kapi
dispergovane faze kod mikroemulzija je ispod 100 nm. Mikroemulzije pokazuju specifi¢ne
prednosti u primeni slabo rastvorljivih lekovitih supstanci, ukljucujuéi visok kapacitet za
rastvaranje ili solubilizaciju kao i potencijal za modifikovanje permeabilnosti bioloskih
membrana koje predstavljaju barijere za apsorpciju aktivnih supstanci (Peki¢ i Primorac, 2010;
Dbeki¢ i Primorac, 2017).
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Primenom mikroemulzije sa aciklovirom na kozu Glisoni i saradnici (2012) su postigli potpuno
povlagenje herpetickih lezija na kozi. Voda-u-ulju mikroemulzija koja sadrzi Tween® 80 i Span®
20 u odnosu 3:2 kao nejonske surfaktante i uz dodatak dimetilimidazolium dimetilfosfata je
pokazala u in vivo studiji dobru permeabilnost kroz kozu, a samim tim i pobolj$an terapijski
efekat. Niska citotoksi¢nost je utvrdena primenom metode na modelu humanog epidermisa

LabCiteTM epi-MODEL12 (Glisoni i sar., 2012).

Peira i saradnici (2009) su formulisali mikroemulzije koriste¢i 1-dekanol, oleinsku kiselinu i
oleil alkohol kao uljanu fazu, dietilnglikol monoetiletar (Transcutol®) i 1,2-heksandiol kao
surfaktante i fosfatni pufer pH 6,0 kao vodenu fazu, sa ciljem da se proceni uticaj razlic¢itih ulja
na permeabilnost i akumulaciju aciklovira u/kroz svinjsku kozu pune debljine. Kod
mikroemulzija sa 1-dekanolom postignuta je dvostruko ve¢a akumulacija aciklovira, u poredenju
sa kontrolnom suspenzijom aciklovira, pri ¢emu je struktura stratum corneum-a ostala intaktna.

Kandasamy i saradnici (2018) su formulisali jonska te¢nost-u-ulju mikroemulzije sa aciklovirom
I metotreksatom za transdermalnu primenu. Kao sastojci mikroemulzija korisc¢ene su tri razli¢ite
jonske tec¢nosti (1-etil-3-metilimidazolijum acetat, trietilamonijum acetat i dietilamonijum
acetat), polisorbat 80, sorbitan laurat i izopropilmiristar. Najbolja rastorljivost ispitivanih
aktivnih supstanci postignuta je koriS¢enjem amonijum acetata. Utvrdeno je da je na kapacitet za
solubilizaciju jonskih tecnosti znacajno uticao maseni odnos nejonskih surfaktanata, pri cemu je
optimalna vrednost polisorbat 80:sorbitan laurat iznosila 3:1. Izbor jonske te¢nosti uticao je
znacajno na veli¢inu kapi dispergovane faze mikroemulzija i njihov kapacitet za inkapsulaciju

aktivne supstance koji je bio veci u prisustvu trietilamonijum acetata i dietilamonijum acetata.

Ghosh i saradnici (2006) su formulisali mikroemulziju sa aciklovirom za peroralnu primenu sa
ekscipijensima Labrafac™ (trigliceridi srednje duZine lanaca) kao uljane faze, Labrasol® (PEG-8
kaprilno/kaprinski gliceridi) kao surfaktanta i Plurol® Oleique (poligliceril-3-dioleat) kao
kosurfaktanta. Aciklovir, kao slabo rastvorljiva supstanca, je pokazao dobru rastvorljivost u
mikroemulziji koja je u svom sastavu sadrzala Labrafac® (10%), Labrasol® (32%), Plurol®
Oleique (8%), i vodu (50%). In vitro test difuzije i in vivo ispitivanja su pokazali poveéanje
bioloske raspoloZivosti 12,78 puta nakon oralne primene u poredenju sa komercijalno

dostupnim tabletama (Ghosh i sar., 2006). Veca paznja posvecuje se razvoju prekoncentrata
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mikroemulzija, koji sadrze sve komponente mikroemulzija osim vodene faze (samo-
mikroemulgujuci sistemi) zbog vece fiziCke stabilnosti i visoke efikasnosti inkapsulacije aktivnih

supstanci (Pekic¢ i Primorac, 2010).

1.3. Samo-mikroemulgujuéi sistemi kao mnosaci lekovitih supstanci za
peroralnu primenu

1.3.1. Kategorizacija samo-mikroemulgujuéih nosac¢a lekovitih supstanci prema
kriterijumima Sistema klasifikacije lipidnih formulacija

Peroralna primena lekova je jednostavna i prihvatljiva najSiroj populaciji pacijenata, te je stoga
razvoj novih strategija za poboljSanje apsorpcije nisko rastvorljivih i/ili permeabilnih aktivnih
supstanci permanentan istrazivacki interes (Mrsny, 2012). Najvise su se do sada koristili razliciti
pristupi za prevazilazenje niske rastvorljivosti aktivnih supstanci u vodi, u poredenju sa svim
ostalim ograni¢avaju¢im faktorima za peroralnu isporuku lekova (Porter i sar., 2007). Nasuprot
tome, formulacioni pristupi koji poboljSavaju permeabilnost supstance kroz intestinalnu
membranu su znatno rede razmatrani. Za lekovite supstance sa niskom rastvorljivoséu u vodi
koje pokazuju ograni¢enu apsorpciju, razvijeno je i primenjeno nekoliko strategija koje ukljucuju
povecanje njihove brzine rastvaranja i/ili rastvorljivosti u GIT-u. To podrazumeva smanjenje
veli¢ine Cestica, primenu nanotehnologija, formiranje soli, ko-kristala, polimorfnih oblika,
¢vrstih disperzija i formulacija na bazi lipida (Kuminek i sar., 2016; Serajuddin, 2007; Taylor i
Zhang, 2016; Williams i sar., 2013).

Razvoj formulacija na bazi lipida (engl. Lipid based formulations) se skoro dve decenije
razmatra kao obecavajuca strategija za poboljSanje peroralne isporuke lekovitih supstanci koje
pokazuju nisku rastvorljivost i/ili permeabilnost u gastrointestinalnom traktu (Feeney i sar.,
2016). lako se u literaturi pojavljuju primeri razvoja lipidnih formulacija od pre najmanje 50

godina (Bates i sar., 1966; Kraml i sar., 1962), prvi znac¢ajniji radovi pojavili su se tek krajem
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osamdesetih godina (Myers i Stella, 1992; Palin i sar., 1982; Palin i Wilson, 1984; Pouton, 1985;
Reymond i Sucker, 1988) a njihov broj se znac¢ajno povecao tokom poslednjih dvadeset godina
kada je stavljen fokus na detaljnoj proceni uticaja lipida na poveéanje apsorpcije lekova
(Bloedow i Hayton, 1976; Yamahira i sar., 1978). Formulacije kao $to su uljane suspenzije i
emulzije sa sulfonamidima opisane su ve¢ u 1950-tim (Svenson i sar., 1956). Sve veca primena
mekih Zelatinskih kapsula dodatno je olakSala oralnu primenu lipidnih formulacija, kao
jednodoznih ¢vrstih farmaceutskih oblika, a kombinovanje lipida sa surfaktantima dovelo je do
razvoja niza formulacija koje meSanjem sa te¢nostima u GIT-u formiraju koloidne sisteme koji

Znacajno povecavaju rastvorljivost lekova u bioloskoj sredini.

Sistem klasifikacije lipidnih formulacija (engl. Lipid Formulation Classification System (LFCS))
je predlozen 2000. godine (Pouton, 2000), a zatim dopunjen 2006. godine (Pouton, 2006) tako da
sadrzi Cetiri osnovna tipa lipidnih formulacija u zavisnosti od vrste 1 koncentracije upotrebljenih
ekscipijenasa i karakteristika procesa in vivo kojima formulacija podleze u GIT-u i to:
dispergovanje u GIT teCnostima, varenje (digestija) ekscipijenasa (u prvom redu lipida) i1
formiranje nosaca koji solubilizuje lekovitu supstancu. Tabela 3 pokazuje osnovne razlike
izmedu lipidnih formulacija tipa I, II, IIIA, IIIB i IV, a koje se odnose na sastav, osnovne

karakteristike i njihove prednosti i nedostake.

Mada sistem klasifikacije lipidnih formulacija olaksava skrining najprikladnijih formulacija za
odredene lekovite supstance, u skladu sa njihovim fizicko-hemijskim osobinama, kao i
oc¢ekivanih procesa in vivo koji su od znac¢aja za brzinu i obim apsorpcije aktivne supstance, jos$
uvek nije detaljnih podataka i kona¢nih stavova 0 uticaju formulacionih parametara na procese u
GIT-u i apsorpciju aktivne supstance, sto predstavlja podsticaj za intenziviranje istrazivanja u
ovoj oblasti. Kao klju¢na karakteristika lipidnih formulacija koja ima kriticni znadaj za
pospesivanje apsorpcije lekovitih supstanci uobicajeno se navodi njihov uticaj na poboljSanje
rastvorljivosti aktivnih supstanci u GIT-u, medutim, poslednjih godina se polje istraZivanja §iri i
na procenu znacaja i uticaja ovih formulaciju na permeabilnost peroralno primenjenih lekova
(Feeney i sar., 2016).
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Tabela 3. Sistem klasifikacije lipidnih formulacija (Porter i sar., 2008)

Tip formulacije Tip | Tip 11 Tip A Tip 11IB Tip IV
Sastav Povecanje hidrofilnosti formulacije
formulacije >
Trigliceridi ili 100 40-80 40-80 <20 -
mesani gliceridi
(%)
Surfaktanti - 20-60 - - 0-20
(HLB < 12) (%)
Surfaktanti - - 20-40 20-50 30-80
(HLB > 12) (%)
Hidrofilni - - 0-40 20-50 0-50
korastvaraci (%)
Veli¢ina kapi >1000 100-250 100-250 50-100 <50
nakon
dispergovanja
(nm)
Znacaj procesa Ogranicen Nema uticaja Rizik od Visok rizik Vrlo visok
dispergovanja uticaj na smanjenja  od smanjenja rizik od
formulacije za solubilizaciju kapaciteta za kapacitetaza  smanjenja
solubilizaciju solubilizaciju solubilizaciju kapaciteta za
aktivne supstance solubilizaciju
Znacaj digestije Digestija  Digestija nije  Digestija nije  Digestija nije  Digestija nije
sastojaka je neophodna  znacajna ali znacajna znacajna
formulacije u neophodna ali je je pozeljno
GIT-u za pozeljna da
apsorpciju ekscipijensi
aktivnih ne podlezu
supstanci ovom

procesu
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Lipidne formulacije Tip | predstavljaju rastvore aktivnih supstanci u smesi dugolancanih ili
srednjelancanih triglicerida, samostalno ili u kombinaciji sa parcijalnim gliceridima. Pogodne su
za inkorporiranje izrazito lipofilnih lekovitih supstanci sa koeficijentom lipidno-vodene
raspodele logP > 4 koje imaju zadovoljavajucu rastvorljivost u upotrebljenom uljanom
vehikulumu (Pouton, 2000). Spontano dispergovanje ovakvih formulacija u GIT-u je vrlo
ograni¢eno i neophodno je varenje lipida u prisustvu pankreasne lipaze/kolipaze, kao i endogene
zuéne soli i fosfolipida kako bi se obezbedilo formiranje koloidne disperzije endogenih micela u
kojima je solubilizovana aktivna supstanca (Porter i sar., 2008). Glavni nedostaci ove grupe
lipidnih formulacija je Sto nisu pogodne za lekovite supstance koje nisu izrazito lipofilnog
karaktera, podlozne su oksidaciji, a apsorpcija lekovitih supstanci je uslovljena varenjem lipida u
GIT-u (Pouton, 2006).

Lipidne formulacije Tip 11 se obi¢no oznacavaju kao samoemulgujuci nosaci lekovitih supstanci
(engl. Self-emulsifying drug delivery sistems (SEDDS)) i predstavljaju izotropne smese ulja,
lipofilnih surfaktanta sa HLB < 12 (engl. Hydrophilic—Lipophilic Balance — Hidrofilni-lipofilni
balans) i aktivne supstance, koje meSanjem sa te¢nostima u GIT-u spontano formiraju finu ulje-
u-vodi (U/V) emulziju, uglavnom sa veli¢inom kapi 100 — 250 nm (Pouton, 2000). Prisustvo
povrsinski aktivnih supstanci i korastvara¢a obezbeduje znacajno vecu rastvorljivost lekovitih
supstanci sa 2 < logP < 4, koje pokazuju slabu rastvorljivost u vodi i lipidima (Pouton, 2000).
Proces samo-emulgovanja se generalno odvija pri sadrzaju surfaktanta iznad 25%. Medutim, pri
visem sadrzaju surfaktanta (~ vise od 50 — 60%, u zavisnosti od vrste) proces emulgovanja moze
biti kompromitovan stvaranjem viskoznih te¢no kristalnih mezofaza na medupovr$ini ulje/voda
(Cuine i sar., 2008; Pouton, 1985). Slabo rastvorljive lekovite supstance se mogu rastvoriti u
formulaciji tipa SEDDS, koja se zatim moze puniti u tvrde ili meke zelatinske kapsule kako bi se
dobio pogodan farmaceutski oblik. Lipidne formulacije Tip II omogucavaju prevazilazenje
postepenog 1 sporog oslobadanja lekovite supstance, koje je uobicajeno kod konvencionalnih
¢vrstih farmaceutskih oblika, 1 formiranje relativno velike medupovrSine na granici uljanih kapi 1
vodene sredine u GIT-u, preko koje se efikasno raspodeljuje i oslobada lekovita supstanca i time
postaje dostupna za apsorpciju (Carrigan i sar., 1973; Constantinides, 1995; Gershanik i Benita,
2000).
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Lipidne formulacije Tip 11l sadrze aktivnu supstancu inkorporiranu u izotropnoj mesavini ulja,
surfaktanata (uglavnom HLB > 12) i jednog ili vise hidrofilnih korastvaraca (Porter i sar., 2008).
Da bi se napravila razlika izmedu kvalitativno ekvivalentnih lipidnih formulacija Tip Il prema
sistemu klasifikacije lipidnih formulacija, uvedeni su podtipovi IHIA i 11IB (Pouton, 2006).
Lipidne formulacije podtipa 1A obi¢no sadrze veéu koncentraciju lipida (40 — 80%) i manji
procenat surfaktanata (20 — 40%) i hidrofilnih korastvaraca (0 — 40%) i u GIT-u formiraju ulje-u-
vodi nanoemulzije sa prosecnom velicinom kapi od 100 — 250 nm. Zbog toga se uobicajeno
oznacavaju kao samo-nanoemulgujuc¢i nosaci lekovitih supstanci (engl. Self-nanoemulsifying
drug delivery systems (SNEDDS)). Lipidne formulacije podtipa I11B su hidrofilnije i u svom
sastavu imaju nizi sadrzaj lipida (< 20%) i visu koncentraciju surfaktanata (20 — 50 %), ¢iji je
HLB > 12, i hidrofilnih korastvaraca (20 — 50%), a sa vodenim medijumima i GIT te¢nostima se
spontano mesaju i formiraju nanodisperzni sistem tipa ulje-u-vodi mikroemulzije sa kapljicama
veli¢ine do 100 nm (Pouton, 2006), te se ¢esce nazivaju samo-mikroemulguju¢i nosaci lekovitih
supstanci (engl. Self-microemulsifying drug delivery systems, SMEDDS). Prema tome, sastav
SMEDDS i SNEDDS varira u pogledu vrste i/ili koncentracije upotrebljenih ekscipijenasa, ¢ime
se stvara razlika u brzini njihovog dispergovanja u bioloskoj sredini, vrsti koloidnog sistema
formiranog in situ, sudbini aktivne supstance i njenoj raspolozivosti za apsorpciju (Kuentz, 2012;
Porter i sar., 2008; Pouton, 2006). Dosadasnja istrazivanja u ovoj oblasti ukazuju na znacajno
veci potencijal SMEDDS za poboljSanje apsorpcije aktivnih supstanci, u poredenju sa SNEDDS,
kao i u odnosu na ostale tipove formulacija na bazi lipida (Feeney i sar., 2016). To se
prvenstveno dovodi u vezu sa specifiénim svojstvima in situ formiranih nosaa tipa
mikroemulzija. Mikroemulzije su termodinamicki stabilni sistemi sa kapljicama dispergovane
faze veliCine do 100 nm. Za razliku od kineticki stabilnih nanoemulzija, proces samo-
mikroemulgovanja je relativno brz u poredenju sa procesom (nano)emulgovanja i nije uslovljen
u znacajnoj meri uticajem hrane i endogenih faktora kao $to su varenje lipida i sekrecija zuci 1
pankreasnog soka, sto potencijalno doprinosi poveéanju stepena uniformnosti i reproduktivnosti
procesa apsorpcije 1 bioloSke raspolozivosti. Lipidne formulacije podtipa IIIB obi¢no su
pogodnije za dispergovanje u poredenju sa podtipom IIIA, iako se njihovom primenom javlja
veci rizik za precipitaciju lekovite supstance, s obzirom da imaju niZi sadrzaj lipida (Porter i sar.,

2008).
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Lipidne formulacije Tip IV sadrze aktivnu supstancu rastvorenu u smesi surfaktanata visoke
HLB vrednosti (HLB > 12) i/ili hidrofilne korastvarace. U ovom slu¢aju, u GIT-u se od molekula
surfaktanata formiraju micele koje sadrze solubilizovanu lekovitu supstancu, Sto dovodi do brzog
oslobadanja i koje se moZe povoljno odraziti na njenu apsorpciju (Gao i sar., 1998). Medutim,
postoji visoki rizik da se usled meSanja sa te¢nostima u GIT-u koncentracija surfaktanata smanji
ispod kritiéne micelarne koncentracije, zbog ¢ega dolazi do precipitacije aktivne supstance, §to
zapravo ograniCava njenu dostupnost za apsorpciju (Pouton, 2006). Takode, izuzetno visoka
koncentracija surfaktanata povecava rizik od iritacije sluzokoze 1 loSe gastrointestinalne
podnosljivosti (Song, 2011), te zaostaju u pogledu biokompatibilnosti u odnosu na ostale tipove

lipidnih formulacija.

Uzimajuéi u obzir navedene karakteristike razli€itih tipova lipidnih formulacija, lipidne
formulacije Tipa III, a narocito podtipa IIIB (samo-mikroemulgujuci nosaci lekovitih supstanci,
SMEDDS), su prepoznate kao potencijalno superiornije, $to je bilo podsticajno za progresivni
porast broja sprovedenih i objavljenih studija tokom protekle decenije (Feeney i sar., 2016;
beki¢ i Primorac, 2010; beki¢ i Primorac, 2017). Ipak, aspekti formulacije, efikasnosti u
pogledu poboljsanja apsorpcije aktivne supstance i bezbednosti ovih sistema, jo§ uvek nisu

istrazeni u dovoljnoj meri za postavljanje generalnih zakljucaka.

1.3.2. 1zazovi u formulaciji samo-mikroemulgujuéih nosaca lekovitih supstanci

Uz veliki izbor te¢nih ili polu¢vrstih komercijalno dostupnih farmaceutskih ekscipijenasa iz
grupe ulja, surfaktanata razli¢ite HLB vrednosti i hidrofilnih korastvaraca, moze se ocekivati da
je razvoj samo-mikroemulguju¢ih formulacija relativno jednostavan. Medutim, formulisanje
sistema koji ¢e ispuniti brojne zahteve u pogledu in vitro i in vivo performansi kao nosaca
lekovite supstance, pogodnosti za pripremu finalnog farmaceutskog oblika pogodnog za
peroralnu primenu, stabilnosti i bezbednosti, zahteva detaljno i sveobuhvatno razmatranje
formulacionih parametara (izbora sastojaka i njihovih koncentracija) (Peki¢ i Primorac, 2010;
DPeki¢ i Primorac, 2014; Peki¢ i Primorac, 2017). lako SMEDDS u brojnim publikacijama
predstavljaju vaZzan pristup za poboljSavanje bioloSke raspoloZivosti nakon oralne primene slabo

rastvorljivih i/ili slabo permeabilnih lekovitih supstanci odrzavajuéi ih u rastvorenom stanju u in
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situ formiranom nanodisperznom nosacu i/ili za poveéanje brzine i stepena apsorpcije (Hintzen i
sar., 2013; Hintzen i sar., 2014; Kollipara i Gandhi, 2014; Porter i sar., 2008), jedan od njihovih
glavnih nedostataka je otezana formulacija zbog ograni¢enog broja pogodnih ekscipijenasa i

tesko predvidivih odnosa u kojima se oni mogu kombinovati da formiraju sistem navedenog tipa.

1.3.2.1. Kriterijumi za izbor ekscipijenasa u samo-mikroemulgujuéim nosacima lekovitih
supstanci

Ulja predstavljaju najvazniji ekscipijens u formulaciji SMEDDS za rastvaranje lipofilnih
lekovitih supstanci u potrebnoj koli¢ini, uti¢u na proces samo-mikroemulgovanja, a takode mogu
doprineti i apsorpciji aktivnih supstanci u GIT-u pre svega poveéavajuci udeo inkorporiranog
lipofilnog leka. Glavni kriterijum za odabir ulja je visoka rastvorljivost lekovite supstance u
njemu, ¢ime se smanjuje zapremina formulacije za primenu odgovarajuce doze. Biljna ulja imaju
mnoge prednosti kada se koriste kao sastavni deo lipidnih formulacija, a jedna od najvaznijih je
njihova bezbedna upotreba. Biljna ulja se sastoje od meSavine triglicerida koji sadrze masne
kiseline razli¢ite duzine lanaca 1 razliCitog stepena nezasi¢enosti. Ulja iz razliCitih biljnih vrsta
imaju razli¢ite udele masnih kiselina (Gibson, 2007; Jannin i sar., 2008). Trigliceridi se mogu
podeliti na kratkolan¢ane (manje od 5 ugljenikovih atoma), srednjelancane (6 — 12 ugljenikovih
atoma) i dugolanane (vise od 12 ugljenikovih atoma) trigliceride. Srednjelancani (engl.
medium-chain triglycerides (MCT)) i dugolancani (engl. long-chain triglycerides (LCT))
trigliceridi, razli¢itog stepena zasicenja, su Cesti sastojci lipidnih formulacija i pogodni su za
rastvaranje liposolubilnin lekovitih supstanci. Generalno, biljna ulja sadrze nezasi¢ene
dugolancane trigliceride koji se dobijaju iz sojinog, Safranovog, maslinovog, Kikiriki,
suncokretovog i susamovog ulja, dok se =zasieni srednjelancani trigliceridi dobijaju
esterifikacijom frakcionisanih masnih kiselina iz kokosovog i palminog ulja. Destilacijom
kokosovog ulja se dobijaju trigliceridi srednje duZine lanaca, poznati i kao gliceril
trikaprilat/kaprat, koji su dostupni od nekoliko dobavljaca i Cesto se sastoje od gliceril estara sa
pretezno zasicenim C8 (50 — 80%) i C10 (20 — 45%) masnim kiselinama. Tacka
ocvrs¢avanja/topljenja odredenog ulja se povecava proporcionalno sa povecanjem duzine lanca
masnih kiselina 1 smanjuje se sa povecanjem stepena nezasi¢enosti §to povecava njihovu

osetljivost na oksidaciju. Trigliceridi su visoko lipofilni i njihova sposobnost rastvaranja
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lekovitih supstanci se najces¢e povezuje sa udelom estarskih grupa, zbog ¢ega MCT obicno
imaju veéi kapacitet za rastvaranje lekovitih supstanci od LCT (Anderson, 1999; Cao i sar.,
2004). Takode, prema Deckelbaumu i saradnicima (1990), MCT pokazuju vecu pokretljivost
(mobilnost) na medupovrsini ulje/voda nego LCT, $to je povezano sa njihovom brzom
hidrolizom, zbog cega je potrebna veca koncentracija surfaktanta (kao Sto je na primer
Cremophor® RH40) kada se koristi LCT kao uljana faza u poredenju sa MCT. Pored toga, MCT
ne podlezu oksidaciji, tako da predstavljaju prvi izbor kao sastavni deo lipidnih formulacija.
Nemodifikovana biljna ulja predstavljaju biokompatibilne lipidne ekscipijense, ali ne
omogucavaju rastvaranje velikih doza u vodi slabo rastvorljivih lekovitih supstanci i manje su
efikasna u procesima samo-mikroemulgovanja, ¢ime se ograni¢ava njihova upotreba u
formulaciji SMEDDS. Radi prevazilazenja nedostataka biljnih ulja, kao $to je oksidativna
degradacija, koriste se modifikovana i hidrogenizovana biljna ulja u kombinaciji sa nejonskim
surfaktantima (Gershanik i Benita, 2000). Neki od primera ovakvih ulja su hidrogenizovano ulje
semena pamuka (Lubritab®, JRS Pharma), hidrogenizovano palmino ulje (Dynasan®, Cremer
Oleo Division), hidrogenizovano ricinusovo ulje (Cutina HR®, BASF Care Creations) i
hidrogenizovano sojino ulje (Lipo®, Vantage). Noviji pristupi formulaciji SMEDDS
podrazumevaju koris¢enje polusintetskih derivata srednjelancanih triglicerida koji pokazuju
svojstva surfaktanta i amfifilnih jedinjenja. U takvim sluCajevima lipofilni surfaktanti mogu
imati ulogu “hidrofilnog ulja” u formulaciji. Koncentracija ulja u formulaciji SMEDDS iznosi 40
— 80%, i uglavnom se koriste modifikovana i hidrogenizovana biljna ulja jer pokazuju veéu
rastvorljivost lekovitih supstanci i pogodna su za proces samo-mikroemulgovanja (Ingle, 2013).
Takode, meSanjem triglicerida sa mono- i di-gliceridima moZe se povecati rastvorljivost za
hidrofobne lekove (Gao i sar., 1998; Ingle, 2013). Parcijalni gliceridi (smesa mono-, di- i
triglicerida) nastaju kao proizvod glicerolize, odnosno transesterifikacije triglicerida sa
glicerolom, zagrevanjem pomocu alkalnog katalizatora sa ciljem da se poveca hidrofilnost biljnih
ulja i smanji podloznost oksidaciji. Najées¢e koridéeni su: gliceril monokaprilokaprat (Capmul®
MCM, Abitec); gliceril monostearat (Geleol™ (Gattefosse), Imvitor® 191 (Sancai Industry Co.),
Cutina™ GMS (BASF) ili Tegin™ (Surfachem UK)); gliceril distearat (Precirol™ ATO 5,
Gattefosse); gliceril monooleat (Peceol™, Gattefosse); gliceril monolinoleat (Maisine™ 35-1,

Gattefosse); gliceril dibehenat (Compritol®888 ATO, Gattefosse).
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Surfaktanti koji se koriste u formulaciji SMEDDS treba da omoguce smanjenje
medupovrsinskog napona izmedu uljane i vodene faze na vrednost koja olakSava obrazovanje
mikroemulzije. Osnovne karakteristike surfaktanata povezane su sa amfifilnom (bipolarnom)
prirodom molekula, koja je uslovljena njihovom asimetricnom strukturom. Surfaktant moze na
razli¢ite nac¢ine da uti¢e na apsorpciju leka, obi¢no tako $to usporava brzinu praznjenja Zeluca i
kretanje leka do mesta apsorpcije povecanjem viskoziteta formulacije ili promenom
permeabilnosti bioloSkih membrana (Shobhit i sar., 2012). Uobicajena koncentracija surfaktanta
u samo-mikroemulguju¢im nosa¢ima lekovitih supstanci koja je potrebna da bi se formiralo i
odrzalo stanje mikroemulzije u GIT-u, kre¢e se od 20% do 50%. Velika koli¢ina surfaktanta
moze dovesti do iritacije u GIT-u. Izbor surfaktanta kao farmaceutskog ekscipijensa obuhvata
razmatranje toksi¢nosti date supstance, posebno kada se radi o formulisanju farmaceutskih oblika
koji se primenjuju peroralno. Danas je na trziStu prisutan veliki broj surfaktanata prirodnog,
polusintetskog ili sintetskog porekla, pod razli¢itim komercijalnim nazivima, ali manji broj njih
spada u kategoriju farmaceutskih ekscipijenasa. Prednost imaju surfaktanti prirodnog porekla
(Constantinides, 1995; Holm i sar., 2002; Hauss i sar., 1998), medutim ova jedinjenja Cesto

poseduju nizak kapacitet za solubilizaciju lipofilnih i slabo rastvorljivih lekovitih supstanci.

Jedno od ranih zapazanja je da je za postizanje efikasne apsorpcije, neophodno da se spreci
precipitacija lekovite supstance u lumenu GIT-a, odrzavajuéi je u solubilizovanom obliku na
mestu resorpcije (Shah i sar., 1994). Prilikom formulisanja lipidnih formulacija najcesce se
koriste nejonski surfaktanti sa visokom HLB vrednos¢u (Chen, 2008; Prasad i sar., 2013), ali se
po kriterijumima sistema klasifikacije lipidnih formulacija mogu Koristiti samo u formulacijama
tipa Il ili tipa 1V. HLB vrednost predstavlja odnos hidrofilnih i hidrofobnih grupa u molekulu
surfaktanta i ne uzima u obzir njegove interakcije sa uljem i vodom (Griffin, 1949). Surfaktanti
sa HLB > 12 u koncentraciji koja je iznad kritiéne micelarne koncentracije, mogu obrazovati
micele u vodenim rastvorima (Wang i sar., 2011). Sposobnost micela da solubilizuju u vodi
nerastvorne lekovite supstance ima veliki znacaj za farmaceutsku primenu. Visoka HLB vrednost
i hidrofilnost surfaktanata su neophodni za trenutno formiranje ulje — u — vodi mikroemulzija
nakon kontakta SMEDDS sa vodenim medijumom i / ili brzo Sirenje formulacije kroz vodenu
fazu. Takode je poznato da su nejonski surfaktanti bezbedniji u poredenju sa jonskim povrsinski

aktivnim materijama. Katjonski surfaktanti su vise toksi¢ni u odnosu na anjonske, koji su vise
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toksi¢ni u odnosu na nejonske surfaktante. Postoji veliki broj nejonskih surfaktanta, za koje
postoje podaci o njihovoj bezbednosti prilikom peroralne primene. Vecéina nejonskih
surfaktanata poseduje peroralnu LD50 vrednost od 50 g/kg, tako da se uobicajene kolicine
surfaktanta u formulacijama namenjenim za jednokratnu peroralnu primenu mogu smatrati

bezbednim i dobro podnosljivim (Attwood i Florence, 1983).

Prilikom razvoja lipidnih formulacija najvisSe se koriste nejonski surfaktanti kao Sto su
sorbitanski estri, polisorbati, makrogolni etri masnih kiselina i poloksameri. Masne kiseline koje
ulaze u sastav nejonskih surfaktanata mogu biti nezasiéene ili zasiéene. Cesto koriséeni derivat
ricinusovog ulja Cremophor® RH40 (makrogolglicerol hidroksistearat, odnosno makrogol-40
hidrogenizovano ricinusovo ulje), tipi¢an je primer surfaktanta sa zasi¢enim alkil lancima koji je
dobijen hidrogenizacijom biljnog ulja. Sli¢an sastav ima i Cremophor® EL (polioksietilovano
ricinusovo ulje koje sadrzi priblizno 40 oksietilenskih grupa na svaku trigliceridnu jedinicu), koji
se takode Siroko koristi, ali ima nizi stepen etoksilacije, zbog ¢ega ima ogranicenu rastvorljivost
u vodi, nije hidrogenizovan i nezasi¢en je. Takode, nejonski surfaktanti tipa estara imaju bolji
bezbedonosni profil i ¢es¢e se koriste u odnosu na nejonske surfaktante tipa etara koji pritom 1i
ne podlezu varenju. Estri masnih Kiselina i poliola su najveca grupa derivata biljnih ulja. Polioli
mogu biti: poliglicerol (poligliceril oleat (Plurol™ Oleique CC497, Gattefosse); propilen glikol
(propilen glikol monokaprilat (Capriol™ 90, Gattefosse), propilen glikol monolaurat
(Lauroglycol™ 90, Gattefosse); polietilenglikol (PEG-8 stearat (Mirj® 45, Sigma-Aldrich),
PEG-40 stearat (Mirj® 52, Sigma-Aldrich), PEG-15 hidroksistearat (Solutol® HS15, Sigma-
Aldrich), sorbitan ili monoanhidrosorbitol (sorbitan monooleat, (Span® 80, Sigma-Aldrich),
polioksietilen-20 sorbitan monooleat ili polisorbat 80 (Tween® 80, Sigma-Aldrich). To su
amfifilna jedinjenja sa srednje do visokim HLB vrednostima u zavisnosti od vrste alkohola i

stepena esterifikacije (Katneni i sar., 2007; Seljak i sar., 2014).

Smanjenje medupovrSinskog napona se retko postize upotrebom jednog surfaktanta, Sto obi¢no
zahteva dodavanje kosurfaktanta. Odgovaraju¢a fluidnost medupovrSinskog filma se postize
dodavanjem kosurfaktanata ¢ime se omogucava spontani nastanak mikroemulzije, dok u
njegovom odsustvu, surfaktant stvara rigidniji medupovrSinski film zbog cega mikroemulzija

moZe nastati ali samo u veoma ograni¢enom 0psegu koncentracija. Prisustvo kosurfaktanta
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povecava elasti¢nost medupovrsinskog filma koji formira surfaktant izmedu dispergovanih kapi i
spoljasnje faze. Kao posledica toga dolazi do smanjenja dijametra kapi i povecanja stepena
solubilizacije lekovite supstance u odnosu na Cist surfaktant (Patel i Sawant, 2007). Alkoholi
srednje duzine lanca (C3-C8), koji se obi¢no dodaju kao kosurfaktanti, smanjuju medupovrsSinski
napon, dok istovremeno povecavaju fluidnost medupovrsinskog filma i na taj nacin povecavaju

entropiju sistema (Lawrence i Rees, 2000).

Nekoliko registrovanih lipidnih formulacija u svom sastavu ima u vodi rastvorljive korastvarace
(Strickley, 2004, Strickley, 2007). Najcesc¢e koris¢eni korastvaraci su makrogol 400, propilen
glikol, etanol i glicerol. Za opravdanost njihove upotrebe u okviru lipidnih formulacija se
najcesce navode tri razloga. Etanol se koristio u prvim formulacijama sa ciklosporinom sa ciljem
da poveca njegovu rastvorljivost. Takode, koriste se 1 za povecanje kapaciteta formulacije za
rastvaranje drugih lekovitih supstanci, medutim da bi se ovo postiglo, potrebne su visoke
koncentracije korastvarata zbog Cega se, s druge strane, poveéava mogucnost da dode do
precipitacije lekovite supstance nakon dispergovanja formulacije u vodi. Za mnoge lekovite
supstance vazi da je odnos koncentracije korastvaraca i rastvorljivosti logaritamski ('Yalkowsky,
1999). Treci razlog za koriS¢enje korastvaraca u lipidnim formulacijama je njihov povoljan uticaj
na dispergovanje sistema koji sadrze visoku koncentraciju surfaktanata visoke HLB vrednosti.
Postoje prakti¢na ograniCenja za koncentracije Korastvarata, a neka od njih su njihovo

ograni¢eno meSanje sa uljima i potencijalna inkompatibilnost sa omota¢em kapsula (Cole i sar.,

2008).

Upotreba hidrofilnih polimera u formulacijama samo-(mikro/nano)emulguju¢ih sistema sa
visokim sadrzajem slabo rastvorljivih lekovitih supstanci je opisana u literaturi (Morozowich i
Gao, 2009). Makrogoli (polietilen glikoli, PEG) su netoksi¢ni i neiritabilni hidrofilni ekscipijensi
koji su u Sirokoj upotrebi u farmaceutskim preparatima kao solubilizatori, plastifikatori 1
humektansi rastvorljivi u vodi i1 neisparljivim rastvara¢ima, kao stabilizatori emulzija (kada se
koriste zajedno sa emulgatorima) i sredstva za geliranje u lipofilnim gelovima (Rowe i sar.,
2009). Mogu se upotrebiti 1 kao solubilizatori teSko rastvorljivih lekovitih supstanci u
formulacijama tipa ¢vrstih disperzija (Kalepu i Nekkanti, 2015). Fizicko stanje makrogola na

sobnoj temperaturi odredeno je njihovom molekulskom masom. Te¢ni makrogoli molekuske
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mase 200-600 g/mol su cCeste komponente te¢nih samo-(mikro/nano)emulgujucih sistema
(Kalepu i sar., 2013). Makrogoli molekuske mase > 1000 g/mol su ¢vrsti na sobnoj temperaturi i
imaju neutralan ukus i mogu se kombinovati sa drugim hidrofilnim ekscipijensima (npr.
glicerolom) (Rowe i sar., 2009). Makrogol 8000 je beo Cvrst vosak koji se na trziStu nalazi u
obliku ljuspi. Pronadeno je da taj hidrofilni ekscipijens moze da se upotrebi da se tecni sistem
prevede u polucvrsti sistem (Cvrsta disperzija), koji je bio pogodan za punjenje u tvrde kapsule
(Law i sar., 2004), medutim, makrogol 8000 i drugi ¢vrsti makrogoli nisu do sada kori§éeni kao
sastojci SMEDDS.

1.3.2.2. Karakterizacija in vitro performansi samo-mikroemulgujuéih nosaca lekovitih
supstanci

Jos uvek ne postoji jedinstveni pristup za brz skrining samo-mikroemulguju¢ih formulacija.
Izbor polaznih supstanci uobiCajeno se vr$i na osnovu podataka o rastvorljivosti aktivne
supstance, koji su dostupni u literaturi ili se eksperimentalno odreduju. Novija razmatranja
naglaSavaju da zadovoljavajuca rastvorljivost lekovite supstance u pojedinacnim ekscipijensima
ne podrazumeva i ekvivalentan kapacitet za njenu inkapsulaciju u samo-mikroemulgujucoj
formulaciji, §to zahteva Sirenje fokusa i na procenu rastvorljivosti u sme$ama eckscipijenasa
(Patel 1 Patel, 2015). Pored toga, iako se prednost daje fiziCki stabilnijim formulacijama sa
rastvorenom aktivnom supstancom, formulisanje suspenzije moze da bude prihvatljivo za
inkapsulaciju visoko doziranih tesko rastvorljivih lekova, ali u ovom slucaju je neophodno
pazljivo razmatranje stabilnosti (Feeney i sar., 2016). Pristup koji se uobifajeno primenjuje za
odredivanje udela sastojaka SMEDDS zasniva se na ispitivanju faznog ponasanja
viSekomponentnih sistema 1 mapiranju faznih dijagrama, pri ¢emu se nivo rezolucije povecava sa
povecanjem broja pripremljenih formulacija i izvedenih pojedinac¢nih eksperimenata (Pekic,
2011). Opisani su pokusaji da se ovaj pristup racionalizuje integrisanjem sa matematiCkim
alatkama kao Sto su veStaCke neuronske mreze (Pekic i sar., 2011) i eksperimentalni dizajn
(Krsti¢ i sar., 2015; Sprunk i sar., 2012), medutim, broj formulacionih parametara koji se ovim
putem mogu razmatrati simultano je ogranicen i ne uzimaju se u obzir eksperimentalni uslovi pri
kojima se odigrava proces dispergovanja formulacije (npr. temperatura, pH vodenog medijuma).

Efikasnost samo-mikroemulgovanja, stabilnost i kapacitet in situ formiranog nosaca za
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solubilizaciju aktivne supstance u GIT-u predstavljaju klju¢na svojstva SMEDDS koja se dovode
u vezu sa obimom i brzinom njenog oslobadanja i apsorpcije i poslednjih godina se razmatraju
kao  kljuéni  kriterijumi za  klasifikaciju = samo-(mikro/nano)emulguju¢ih  sistema
(SMEDDS/SNEDDS) (Williams i sar., 2014). Time se u prvi plan istiCe znacaj razvoja i
uklju¢ivanja in Vvitro testova za procenu disperzibilnosti, veli¢ine kapi i profila oslobadanja
aktivne supstance ve¢ u okviru skrininga SMEDDS formulacija (Feeney i sar., 2016;

Morozowich i Gao, 2009).

Formulacija SMEDDS zahteva optimalan izbor biokompatibilnih ekscipijenasa (ulja,
surfaktanata 1 korastvarac¢a), kao 1 uskladivanje njihovih koncentracija, od cega zavise 1
dispergovanje SMEDDS i formiranje ulje-u-vodi mikroemulzionog nosaca, pored fizicko-
hemijskih osobina lekovite supstance i uslova u GIT-u, kao $to su temperatura, pH i jonski sastav
gastrointestinalnih tenosti. Visok sadrzaj surfaktanata i1 hidrofilnih korastvaraca je preduslov za
zadovoljavaju¢u disperzibinost sistema, medutim, nepovoljan je za ocuvanje integriteta
medupovsinskog filma i moguca je destabilizacija formiranog mikroemulzionog nosaca |
precipitacija aktivne supstance in situ §to je ¢ini nedostupnom za apsorpciju i stoga moze da
predstavlja ograni¢avajuéi faktor za razvoj i upotrebu SMEDDS (Pekic¢, 2011; Peki¢ i Primorac,
2014; Porter i sar., 2008; Pouton, 2006). Zbog toga je peroralna primena SMEDDS povezana sa
rizikom od precipitacije aktivne supstance u GIT-u, ukoliko se smanji solubilizacioni kapacitet

nosaca, pa je potrebno optimizovati sadrzaj i uzajamne kvantitativne odnose ekscipijenasa.

SMEDDS se brze disperguju u bioloskoj sredini u poredenju sa SNEDDS, iako postoji veci rizik
za precipitaciju lekovite supstance nakon dispergovanja zbog manjeg sadrzaja lipida (Feeney i
sar., 2016). Rizik za precipitaciju aktivne supstance se naroCito povecava sa povecanjem
koncentracije hidrofilnih korastvaraca. Nakon dispergovanja SNEDDS nastaje neprozirna
disperzija sa veli¢inom kapi > 100 nm dok nakon dispergovanja SMEDDS, koji ima ve¢i sadrzaj
hidrofilnih surfaktanata i korastvaraca, nastaje providna disperzija (ulje-u-vodi mikroemulzija)
sa veli¢inom kapi ispod 100 nm (Feeney i sar., 2016). Medutim, kako je skoro zapazeno, u
zanemarljivom broju slu€ajeva je vrSena precizna identifikacija formiranog koloidnog sistema 1

diferencijacija mikroemulzija od nanoemulzija (Feeney i sar., 2016).
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Pored znacaja karakteristika koloidnog nosaca za solubilizaciju aktivne supstance na mestu
apsorpcije, od skora se naglasava i njegov potencijalni uticaj na permeabilnost (Feeney i sar.,
2016). Razvoj metoda za procenu permeabilnosti je veoma slozen, jer se moraju uzeti u obzir
razliCiti faktori, a pre svega fizicko-hemijske osobine lekovite supstance i fizioloski uslovi na
mestu resorpcije. Prema dostupnoj literaturi, najées¢e koriséeni in vitro testovi za procenu
permeabilnosti se izvode na veStackim paralelnim membranama (engl. Parallel artificial
membrane permeability assay (PAMPA)) i Caco-2 ¢elijama. PAMPA je brz i ekonomican test za
procenu permeabilnosti lekovite supstance pasivnom difuzijom kroz bioloske membrane GIT-a i
pokazuje dobru korelaciju sa podacima dobijenim upotrebom Caco-2 ¢elija (Avdeef i sar. , 2005;
Bermejo i sar., 2004; Yee, 1997).

1.3.2.3. Formulacija polué¢vrstih samo-mikroemulgujuc¢ih nosaca lekovitih supstanci

Formulacija polu¢vrstih samo-(mikro/nano)emulgujucih sistema iz odgovarajucih te¢nih lipidnih
formulacija moZe predstavljati novi pristup u razvoju nosaca lekovitih supstanci koji ima za cilj
da integriSe prednosti polucvrstih farmaceutskih formulacija sa lipidnim formulacija Tipa III
(Jannin i sar., 2008). Uopsteno gledano, o¢ekuje se da poluévrste samo-(mikro/nano)emulgujuce
formulacije pokazuju:

e bolju fizicku stabilnost (naro¢ito kod formulacija sa visokim sadrzajem aktivne

supstance),

e konzistenciju pogodniju za rukovanje u poredenju sa tecnim formulacijama niskog

viskoziteta,

e mogucnost za postizanje kontrolisanog oslobadanja lekovite supstance (Dokania i Joshi,

2015; Pouton i Porter, 2008; Singh i Ranga, 2014).

Pored toga, dve novije studije (Hassan, 2014; Hassan i Mader, 2015) su pokazale da polucvrsti
samo-nanoemulgujuéi sistemi (SNEDDS) povecavaju rastvorljivost progesterona u razli¢itim
medijumima. U okviru istrazivanja je za formulaciju poluévrstog samo-nanoemulgujuceg
sistema prvi put koriséen PEG-30-di-polihidroksistearat (Cithrol® DPHS, Croda Inc.) kao

ekscipijens iz grupe lipida, a pored njega je koris¢en i gliceril monokaprilokaprat (Capmul®
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MCM, Abitec) i makrogol-15 hidroksistearat (Kolliphor® HS15, BASF). Nakon dispergovania,
dobijen je nanodisperzni sistem sa veli¢inom kapi ispod 25 nm. Iako su formulacije na sobnoj
temperaturi bile polucvrste, pokazale su veliku molekulsku pokretljivost tokom dispergovanja u
vodenoj sredini na temperaturi tela, $to je pokazano kao vazno za predvidanje ponasanja samo-
nanoemulgujuceg sistema in vivo. Pokazano je da poluc¢vrsti SNEDDS omogucava povecanje
rastvorljivosti progesterona (1% m/V) u razli¢itim vodenim medijumima. Takode, u zavisnosti
od kori$¢enog medijuma, vise od 80 — 90% progesterona nakon primene poluc¢vrstog SNEDDS
je ostao u rastvorenom obliku nakon 4 h od digestije. Glavna prednost upotrebe polucvrstog
SNEDDS bila je smanjenje mogucnosti precipitacije progesterona nakon dispergovanja u
gastrointestinalnim te¢nostima. Obecavajuéi rezultati iz navedene dve studije su podsticajni za
proSirivanje ovog koncepta na nosace samo-mikroemulgujuceg tipa. Do sada nema objavljenih
istrazivanja koja se odnose na razvoj polu¢vrstih SMEDDS. Od posebnog interesa bi moglo da
bude razmatranje aspekta stabilnosti polu¢vrstth SMEDDS, kao 1 znacaj njihove disperzibilnosti
u vodenim medijumima i molekularna pokretljivost inkapsulirane lekovite supstance u

koloidnom nosacu koji se formira u vodenom medijumu na telesnoj temperaturi.

1.3.2.4. Formulacija tvrdih kapsula kao ¢vrstog farmaceutskog oblika samo-
mikroemulgujuéih nosaca lekovitih supstanci

Lekovi na bazi lipidnih formulacija ¢ine oko 2-4% registrovanih lekova na trziStu Velike
Britanije, SAD i Japana. Farmaceutski oblici ovih lekova su oralni rastvori, meke ili tvrde
kapsule, pri ¢emu tvrde kapsule mogu biti izradene od Zelatine ili hipromeloze
(hidroksipropilmetilceluloza, HPMC). Pojedina¢na doza lekovite supstance u kapsulama iznosi
od 0,25 pg do 500 mg, a u oralnim rastvorima od 1 pg/ml do 100 mg/ml. Dnevna doza lekovite
supstance koja se moze primeniti u navedenim oblicima iznosi od 0,25 pg do 2000 mg (Hauss,
2007). Primeri lekova u prometu zasnovanih na lipidnim formulacijama tip 11 i I11 koji su prisutni
na trzistu su:

- Sandimmune®, ciklosporin A, oralni rastvor i meke kapsule (Novartis) (SEDDS:

kukuruzno ulje/maslinovo ulje, Labrafil® M 1944 CS, etanol, d-a-tokoferol);
- Neoral®, ciklosporin A, oralni rastvor i meke kapsule (Novartis) (SMEDDS: mono-, di- i

trigliceridi kukuruznog ulja, Cremophor® RH40, propilenglikol, etanol, d-a-tokoferol) ;
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- Norvir®, ritonavir, meke kapsule (Aesica Queenborough) (SEDDS: oleinska kiselina,
Cremophor® EL, etanol, BHT);

- Kaletra®, lopinavir + ritonavir, meke kapsule (Abbott) (SEDDS: oleinska kiselina,
Cremophor® EL, propilenglikol);

- Rapamune®, sirolimus, oralni rastvor (Wyeth-Ayerst) (SMEDDS: Phosal® 50, mono- i
digliceridi, masne kiseline iz sojinog ulja, Polisorbat 80, etanol, propilenglikol, askorbil-
palmitat).

velike mogucénosti jer se mogu nac¢i u te€nim, polu¢vrstim 1 ¢vrstim farmaceutskim oblicima za
peroralnu primenu. SMEDDS se mogu izraditi bez znacajne dodatne energije ili zagrevanja, pa
su pogodni 1 za inkapsulaciju termolabilnih lekovitih supstanci kao Sto su peptidi. Takode,
jednostavnost prebacivanja postupka izrade na uslove proizvodnje u pogonu (engl. scale-up) je
jo$ jedna od prednosti koja SMEDDS ¢ini jedinstvenim u poredenju sa drugim nosafima
lekovitih supstanci, poput ¢vrstih disperzija, liposoma i nanocestica, koji se takode razmatraju za
povecanje bioloske raspolozivosti. Za proizvodnju SMEDDS se koristi uobi¢ajena oprema kao
Sto su jednostavne mesalice 1 punilica ukoliko se proizvodi oralni rastvor, ¢ime se objasnjava i

veliki interes industrije za ovaj tip sistema (Cole i sar., 2008; Hauss, 2007).

TeCni farmaceutski oblici sa lipidnim formulacijama, ukljucujué¢i i samo-mikroemulgujucée
nosace, imaju odredene nedostatke, kao $to su: niska stabilnost, ireverzibilna precipitacija
lekovite supstance, visoki troSkovi proizvodnje, otezan i1 zahtevan transport i relativno nizak
stepen ponovljivosti (reproduktivnosti), nizak sadrzaj lekovite supstance u samoj formulaciji,
visok sadrzaj surfaktanta koji mogu dovesti do potencijalne iritacije na nivou GIT-a. Tecni
farmaceutski preparati u obliku oralnih rastvora tipa lipidnih formulacija su zbog navedenih
nedostataka generalno manje pogodni za klini¢ku i komercijalnu primenu u poredenju sa ¢vrstim
farmaceutskim oblicima (Cho i sar., 2013; Feeney i sar., 2016). SMEDDS su uglavnom te¢ni na
sobnoj temperaturi zbog ¢ega je neophodna inkapsulacija ili prevodenje u ¢vrst farmaceutski
oblik, kako bi se olaksalo njihovo doziranje i prevazisli nedostaci te¢nih farmaceutskih oblika.
Zbog toga se poslednjih godina velika paZnja istrazivaca poklanja razvoju tvrdih kapsula kao
¢vrstog farmaceutskog oblika samo-mikroemulgujuc¢ih nosaca lekovitih supstanci. Prednosti

punjenja samo-disperguju¢ih sistema u kapsule su: lako¢a proizvodnje i1 lako doziranje
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jednostavnom promenom volumena punjenja (Cole i sar., 2008; Strickley, 2007). Osim direktnog
punjenja kapsula te¢nim samo-mikroemulgujué¢im formulacijama, postupci Koji se jo§ navode u
literaturi za prevodenje formulacije iz tecnog u ¢vrst farmaceutski oblik su: adsorpcija na ¢vrst
nosa¢ (Balakrishnan i sar., 2009), granulacija topljenjem (Gupta i sar., 2001), ekstruzija i
sferonizacija (Newton i sar., 2001).

Lipidne formulacije, u koje se ubrajaju i SMEDDS, se uglavnom pune u meke ili tvrde kapsule
uz izbor sastava omotaca kapsule u zavisnosti od kompatibilnosti sa sadrzajem formulacije 1
volumena punjenja. Omota¢i mekih i tvrdih kapsula se najcesce sastoje od zelatine (iako su
dostupne i druge polimerne alternative zelatini) (Jones i sar., 2012), a sama upotreba kapsula ima
odredene prednosti 1 nedostatke. Zajednic¢ki nedostatak koji se javlja prilikom upotrebe tvrdih 1
mekih zelatinskih kapsula je njihova moguénost apsorpcije vlage bilo iz formulacije ili iz
spoljasnje sredine, $to moze znacajno promeniti izgled kapsule i naruSiti njen integritet (Cole i
sar., 2008). Kako bi se sprecila apsorpcija vlage iz okoline, predlaze se upotreba odgovarajuéeg
pakovanja. Prisustvo necistoca (narocCito peroksida (Jannin i sar., 2008)) u ekscipijensima moze
uticati na brzinu oslobadanja Iekovite supstance (Hauss, 2007). Stoga hemijska i fizi¢ka
stabilnost te¢nih lipidnih formulacija mora biti razmatrana pre punjenja u kapsule (Stella, 2013),
a dodatno treba razmotriti i kompatibilnost sa omotacem kapsule. Uprkos ovome, punjenje u
kapsule je fleksibilan proces i predstavlja najprihvatljiviju strategiju za prevodenje lipidnih

formulacija u ¢vrst farmaceutski oblik (Strickley, 2007).

Meke zelatinske kapsule su zbog svojih debljih zidova kompatibilnije sa higroskopnim
ekscipijensima kao Sto su makrogoli ili surfaktanti sa visokim HLB vrednostima i mogu se puniti
skoro do maksimalnog kapaciteta (Hauss, 2007). Medutim, prisustvo plastifikatora u mekim
zelatinskim kapsulama moze prouzrokovati migraciju lekovite supstance u omotac kapsule ¢ime
se uti¢e na njeno oslobadanje (Armstrong i sar., 1984). Pored toga, meke zelatinske kapsule se
moraju puniti pri relativno niskim temperaturama (najbolje oko 40 °C), $to ograni¢ava njihovu
upotrebu za polucvrste formulacije, a njihovo punjenje je najces¢e van mesta proizvodnje same
formulacije, obi¢no kod drugog ugovorenog proizvodaca (Hauss, 2007). Sa druge strane, tvrde
zelatinske kapsule mogu da se pune na vi§im temperaturama i do 70 °C, mnogo lakSe od mekih,

a odsustvo plastifikatora smanjuje verovatno¢u migracije lekovite supstance u omota¢ kapsule.
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Pored toga, tvrde zelatinske kapsule imaju nizi sadrzaj vlage Sto smanjuje mogucénost mesanja
vode sa sadrzajem kapsule. Rizik od curenja sadrzaja je veéi kod tvrdih kapsula, ali se moze
smanjiti pazljivim odabirom sadrzaja za punjenje, dok se u tu svrhu koristi i proces zaptivanja
kapsula kako bi se obezbedila dodatna zastita (Cole i sar., 2008). Listu kompatibilnih te¢nih i
polucvrstih lipidnih ekscipijenasa sa omotacem tvrdih kapsula navode Cole i saradnici (Cole i
sar., 2008). Glavna razmatranja u vezi tvrdih kapsula sa te¢nim punjenjem povezana su sa
kompatibilno$¢u punjenja sa omotacem kapsule (Cole i sar., 2008) i njihovom fizickom
stabilno$¢u (npr. curenje te¢nih formulacija iz tvrdih kapsula, Ostwald-ovo sazrevanje kod
suspenzija) (Jannin i sar., 2008; Kesisoglou i sar., 2007). 1zbor tvrde kapsule zavisi pre svega od
sastava 1 fizickih karakteristika formulacije i temperature na kojoj proizvod treba da se puni.
HPMC kapsule 1 polu¢vrste formulacije mogu se koristiti da poboljSaju probleme stabilnosti koji
su tipi¢ni za zelatinske kapsule sa hidrofilnim te¢nim punjenjem (Cole i sar., 2008). Punjenje
polu¢vrste lipidne formulacije u kapsule se vrSi u Cetiri koraka: zagrevanje smeSe lipidnih
ekscipijenasa za priblizno 20 °C iznad temperature topljenja, rastvaranje ili suspendovanje
lekovite supstance, punjenje kapsula formulacijom i naknadno hladenje na sobnoj temperaturi.
Ukoliko je lipidna formulacija te¢na, proces punjenja kapsula je dvostepen i ukljucuje punjenje i
zaptivanje kapsula, bilo dodatnom zastitom na Spoju dva dela tvrde Zelatinske kapsule ili
mikrosprej zaptivanjem (oblaganje kapsula zastitnim omotadem koriS¢enjem mikrospreja)
(Jannin i sar., 2008). HPMC kapsule imaju nizi sadrzaj vlage (4 — 6%) u poredenju sa
zelatinskim kapsulama (13 — 15%), 1 stoga manju verovatnocu prolaska hidrofilnog ekscipijensa
u omotac¢ kapsule (Al-Tabakha, 2010). Pored toga, kompatibilnost sa ve¢im brojem ekscipijenasa
1 hidrofilnim formulacijama, kao i1 zadovoljavaju¢a stabilnost pri visokim temperaturama
(Honkanen i sar., 2002) predstavljaju potencijalne prednosti pri upotrebi HPMC kapsula,
naroCito kod polu¢vrstih SMEDDS. Prema tome, razvojem tvrdih kapsula kao ¢&vrstog
farmaceutskog oblika samo-mikroemulguju¢ih nosaca lekovitih supstanci mogle bi se
kombinovati prednosti SMEDDS (poboljsana rastvorljivost i bioraspolozivost) sa prednostima
¢vrstih farmaceutskih oblika (visoka stabilnost i reproduktivnost, ¢vrst farmaceutski oblik
pogodan za peroralnu primenu, jednostavnost rukovanja i transporta, nizi troskovi proizvodnje,
laksi prenos sa laboratorijskog na industrijski nivo, bolja prihvatljivost od strane pacijenta)
(Prajapati i Patel, 2007; Tang i sar., 2008). U dosada$njim istraZivanjima nije razmatran razvoj
polucvrstih SMEDDS u obliku tvrdih kapsula.
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1.3.3. Karakteristike i zna¢aj samo-mikroemulgujucih nosa¢a za poboljSanje apsorpcije
slabo rastvorljivih i/ili permeabilnih aktivnih supstanci

Veéina novih lekovitih supstanci pokazuju nisku rastvorljivost u vodi (Dahan i sar, 2013;
Lennernds i Abrahamsson, 2005; Lipinski i sar., 2001), $to moze dovesti do nepotpune
apsorpcije 1 smanjene bioloske raspolozivosti (Martinez i Amidon, 2002; Wolk i sar., 2014). Da
bi se prevazisli ovi nedostaci, razvijaju se razli¢ite formulacije koje povecavaju rastvorljivost
lekovite supstance. Iako ovakve formulacije veoma Cesto omogucavaju znacajno povecanje
prividne rastvorljivosti, njihov efekat na ukupnu apsorpciju je ¢esto mnogo manje izrazen, a
takode, apsorpcija moze ostati nepromenjena ili se ¢ak smanjiti nakon njihove primene (Loftsson
i sar., 2004; Rao i Stella, 2003). Na osnovu istrazivanja koja su radena u protekloj deceniji,
pokazano je da veza izmedu rastvorljivosti 1 drugog klju¢nog faktora koji reguliSe apsorpciju -
intestinalne permeabilnosti, moze dovesti do ove pojave. Dok prividna rastvorljivost moze
dramati¢no da se poveca primenom odgovaraju¢e formulacije, intestinalna permeabilnost moze
istovremeno da se smanji (Dahan i Miller, 2012). Pasivna transcelularna permeabilnost se
definiSe kao transport supstance sa jedne strane ¢elijske membrane na drugu, kroz lipidni dvosloj
u smeru koncentracijskog gradijenta (Sugano i sar., 2010). Pokazano je da se pasivna
permeabilnost smanjuje kada se koriste odredene formulacije koje povecavaju rastvorljivost

lekovite supstance (Beig i sar., 2015; Miller i sar., 2012), §to moZe da se prikaze jednac¢inom 1:

P=DK/h (1)

gde je P koeficijent permeabilnosti leka, D je koeficijent difuzije leka kroz membranu, K je
koeficijent raspodele leka izmedu vodenog intestinalnog medijuma i GIT membrane, a h je
debljina membrane. Budu¢i da je P proporcionalan sa K, a formulacije koje povecavaju
rastvorljivost lekovite supstance smanjuju K, P bi takode mogao da se smanji. Uticaj na
rastvorljivost 1 permeabilnost nakon primene razli¢itih formulacija ukazuje na znacaj razvoja
takvih formulacija jer je potrebno postizanje optimalnog balansa izmedu ova dva kljucna
parametra. Upotrebom preciziranih koli¢ina ekscipijenasa u formulaciji koja omogucava
solubilizaciju lekovite supstance tokom prolaska kroz GIT, moze se izbeci nepozeljno smanjenje

permeabilnosti.
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Do sada je fokus istrazivanja bio na ispitivanju uzajamnog dejstva rastvorljivosti i pasivne
permeabilnosti, navode¢i da formulacije koje povecavaju rastvorljivost omogucavaju povecanje
prividne rastvorljivosti, ali da dovode do toga da prividna permeabilnost bude niza ili
nepromenjena, u zavisnosti od vrste formulacije. Ipak, pokazano je da mnogi ekscipijensi
poseduju karakteristike ili uticu na transportere kroz intestinalnu membranu (Buggins i sar.,
2007; Goole i sar., 2010; Wagner i sar., 2001). U zavisnosti od fizicko-hemijskih osobina
molekula leka, transporteri mogu uticati na apsorpciju, dispoziciju, izlu€ivanje (efluks) 1 biolosku
raspolozivost nakon oralne primene. Najrelevantniji 1 najviSe proucavani efluksni transporter u
GIT-u je p-glikoprotein (P-gp), koji se nalazi na apikalnoj membrani enterocita i utie na
vracanje lekovitih supstanci nazad u lumen creva (Zhang i sar., 2016). Inhibicijom ove pumpe i/
ili drugih pumpi za efluks, moze se povecati ukupna permeabilnost leka (Giacomini i sar., 2010),
¢ime se pokazuje znaCajan uticaj eksipijensa koji omogucava 1 povecanje rastvorljivosti i
inhibiciju P-gp (ili drugog efluksnog transportera) na povecanje i prividne rastvorljivosti i
permeabilnosti lekovitih supstanci BSK grupe 2 i grupe 4 (Beig i sar., 2017).

Uzimaju¢i u obzir vezu izmedu permeabilnosti i rastvorljivosti, potrebno je da formulacije sadrze
minimalne koli¢ine ekscipijensa koji povecava rastvorljivost 1 dovodi do inhibicije efluksa, ¢ime
se omogucéava potpuno rastvaranje u fizioloskim uslovima u GIT-u i maksimalna inhibicija
relevantnog efluks transportera. Svaki ekscipijens koji se doda iznad ovog praga moze dovesti do
smanjenja permeabilnosti i apsorpcije. Takode, iako je uticaj svakog ekscipijensa na
rastvorljivost 1 permeabilnost leka potrebno proucavati pojedinacno, u nekim slucajevima je
potrebno ispitati i kombinaciju dva ili viSe ekscipijenasa koja se nalaze u kona¢noj formulaciji,
jer ona moze biti efikasnija u postizanju optimalne ravnoteze izmedu rastvorljivosti 1
permeabilnosti. Ipak, veza izmedu rastvorljivosti 1 permeabilnosti jo§ uvek nije u potpunosti
istraZena, 1 treba je uzeti u obzir prilikom dizajna optimalne formulacije. ViSak ekscipijensa ne

samo da moze biti ekonomski nepozeljan, ve¢ moze dovesti i do smanjenja permeabilnosti leka.

Lipidne formulacije tipa III su u literaturi prepoznate kao vodec¢e u pogledu potencijala za
povecanje obima i smanjenje varijabilnosti u apsorpciji oralno primenjenih lekovitih supstanci.
Solubilizacija lekovite supstance u intestinalnoj tec¢nosti, izmena transportnih mehanizama u

enterocitima, izmena puta lekovite supstance u sistemsku cirkulaciju (portalni krvotok vs. limfni
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sudovi) su neki od mehanizama kojima lipidi i lipidni ekscipijensi povecavaju biolosku
raspolozivost (Porter i sar., 2007). Poslednjih godina se intenzivno razmatra razvoj SMEDDS
(Feeney i sar., 2016; Kalepu i sar., 2013) cija efikasnost za razliku od drugih lipidnih
formulacija, nije uslovljena lipolizom, emulgovanjem u prisustvu zu¢nih soli, delovanjem
pankreasnih lipaza i formiranjem mesanih micela. Neki autori smatraju da SMEDDS ne podlezu
ovakvim promenama na nivou GIT-a i da nije potrebno da dode do njihove digestije posto je
lekovita supstanca u mikroemulgovanom obliku, u kom vrlo lako moze da penetrira kroz
spoljaSnju membranu enterocita (Kyatanwar i sar., 2010). PoSto je povrSina ulje/voda
medupovrSinskog filma obrnuto proporcionalna precniku kapi dispergovane uljane faze, smatra
se da SMEDDS pruza veéi kapacitet za solubilizaciju slabo rastvorljivih i/ili slabo permeabilnih
lekovitih supstanci i brze oslobadanje leka, a koji su preduslovi za poboljSanje apsorpcije (Mu 1
sar., 2013; Porter i sar., 2008; Pouton, 2006). SMEDDS takode omogucava povecanje kapaciteta
za inkapsulaciju lekovitih supstanci u poredenju sa konvencionalnim rastvorima lipida, jer je
rastvorljivost slabo rastvorljivih lekovitih supstanci u vodi niza u prirodnim lipidima nego u
amfifilnim surfaktantima, kosurfaktantima i korastvara¢ima (Pouton, 1985). Rastvaranjem
aktivne supstance u nosacu tipa SMEDDS elimini$e se znacaj brzine rastvaranja u GIT-u kao
potencijalno ograni¢avajuceg faktora za apsorpciju vecine tesko rastvorljivih lekovitih supstanci
(Mu i sar., 2013; Porter i sar., 2008; Pouton, 2006). Znac¢aj formulacionih parametara za efekte
SMEDDS na apsorpciju aktivne supstance je jasno prepoznat ali slabo istrazen (Feeney i sar.,
2016). Jedinstvena karakteristika koja izdvaja SMEDDS u poredenju sa drugim sistemima za
isporuku lekovitih supstanci je sposobnost isporuke razli¢itih makromolekula kao Sto su peptidi,
hormoni, supstrati enzima i inhibitori i omogucavanje njihove zaStite od enzimske hidrolize
(Feeney i sar., 2016). Od ranije je poznato da se intestinalna hidroliza proleka u prisustvu

holinesteraze moze izbe¢i upotrebom polisorbata 20 u formulaciji (Armstrong i James, 1980).

Prvi farmaceutski proizvod tipa SMEDDS (Sandimmune® Neoral®) odobren je 1994. godine i
predstavlja klini¢ku potvrdu ovog koncepta sa direktnim poboljSanjem bioloske raspolozivosti
aktivne supstance ograniene rastvorljivosti 1 permeabilnosti (imunosupresiv ciklosporin), kao 1
smanjenjem varijabilnosti zbog uticaja hrane i endogenih faktora (varenje lipida i sekrecija Zuci i
pankreasnog soka), kod pacijenata sa transplantiranom jetrom i nefunkcionalnom sekrecijom

zuci (Choc, 1997). Iako se ovaj farmaceutski preparat smatra ,,zlatnim standardom® u kategoriji
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samo-disperguju¢ih formulacija, kauzalitet izmedu veli¢ine kapi koloidnog nosaca i in vivo
bioloske raspolozivosti nije razjaSnjen. Za prouCavanje ovog aspekta, odabir SMEDDS za
procenu bioloske raspolozivosti trebalo bi da bude zasnovan na prethodnoj in vitro
karakterizaciji procesa dispergovanja, podataka o veli¢ini kapi i stabilnosti nastale
mikroemulzije, kinetike oslobadanja i1 in vitro permeabilnosti aktivne supstance. Takav
sveobuhvatan pristup gotovo da nije koris¢en u dosadasnjim istrazivanjima. S obzirom na
brojnost razli¢itih faktora u GIT-u i sloZzenost mehanizama koji su ukljuceni u proces apsorpcije,
za sveobuhvatno sagledavanje potencijala in vitro optimizovanih SMEDDS za peroralnu
isporuku aktivne supstance, neophodna je in vivo evaluacija bioloSke raspolozivosti na

animalnim modelima (Feeney i sar., 2016).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA
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Cilj istrazivanja bio je da se ispita mogucnost za formulaciju nove generacije nosaca lekovitih
supstanci tipa polu¢vrstih SMEDDS, pogodnih za razvoj tvrdih kapsula kao finalnog ¢vrstog
farmaceutskog oblika, kao i sveobuhvatna fizicko-hemijska, farmaceutsko-tehnoloska i
biofarmaceutska karakterizacija u cilju sagledavanja njihovog potencijala za peroralnu primenu
aciklovira kao model aktivne supstance. Dodatno, kod sistema koji ispunjava postavljene
kriterijume u pogledu fizicko-hemijskih i farmaceutsko-tehnoloskih karakteristika, kao i
biofarmaceutskog profila, bio je cilj da se izvr$i procena uticaja samo-mikroemulgujuceg nosaca
na biolosku raspolozivost aciklovira kao i da se ispita neSkodljivost razvijenih sistema in vivo na

animalnom modelu.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO
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3.1. Prva faza istraZivanja

U prvoj fazi eksperimentalnog rada izvrSena je formulacija i in vitro karakterizacija te¢nih samo-
mikroemulguju¢ih sistema sa aciklovirom. Formulacija je obuhvatila selekciju sastojaka
pseudoternernih sistema tipa ulje / surfaktant / kosurfaktant / korastvara€ 1 studiju faznog
ponasanja u okviru koje su bili izradeni 1 ispitani odgovarajuci pseudoternerni sistemi sa ciljem

da se identifikuju oni koji imaju karakteristike SMEDDS. Kao kriterijumi za diferenciranje

SMEDDS razmatrani su: brzina dispergovanja i transmitanca, fizicka stabilnost i veli¢ina kapi
kod disperzija u vodenim medijumima (0,1 M HCI i fosfatni pufer pH 7,2). Kod uzoraka sa
karakteristikama SMEDDS procenjeni su brzina difuzije aciklovira iz nosaca i1 permeabilnost
inkapsuliranog aciklovira in vitro testovima. Na osnovu rezultata ove faze eksperimentalnog rada
formulisani su te¢ni SMEDDS koji su optimizirani u pogledu disperzibilnosti, brzine difuzije i
permeabilnosti aciklovira, a dobijeni podaci su koris€eni za nastavak istrazivanja u okviru

sledece faze eksperimentalnog rada.
3.1.1. Materijali koji su kori§c¢eni u prvoj fazi eksperimentalog rada

Farmaceutski ekscipijensi koji su kori$¢eni kao potencijalni sastojci za pripremu SMEDDS su:

1) ulja (trigliceridi srednje duZine lanaca (Crodamol® GTCC, Croda, Velika Britanija) i oleinska
kiselina (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemacka));

2) nejonski surfaktanti (PEG-8 kaprilno/kaprinski gliceridi (Labrasol®, Gattefosse, Francuska),
polisorbat 20 (Ph. Eur. 9.0), makrogol glicerol hidroksistearat (Kolliphor® RH40, BASF,
Nemagka), poligliceril-3-dioleat (Plurol® Oleique CC 497, Gattefosse, Francuska));

3) hidrofilni korastvaraci (makrogol 400 (Ph. Eur. 9.0) i glicerol (85%) (Ph. Eur. 9.0)).
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Kao model aktivna supstanca upotrebljen je aciklovir koji je kupljen od farmaceutske kompanije
Zdravlje Actavis (Leskovac, Republika Srbija). Reagensi koji su kori§¢eni u eksperimentalnom
radu su sastojci fosfatnog pufera (kalijum dihidrogen fosfat (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Nemacka) 1 natrijum hidroksid (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemacka)), 0,1 M
hlorovodoni¢na kiselina (Ph. Eur. 9.0) i pre¢iS¢ena voda (Ph. Eur. 9.0). Dodekan (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Nemacka) i lecitin iz jajeta (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemacka) su
kori§¢eni kao reagensi U testu permeabilnosti na paralelnim vestatkim membranama (PAMPA
test). Sve supstance su koris¢ene kao $to su i nabavljene. Pre¢is¢ena voda je sveze pripremljena i

upotrebljena kad god je to bilo potrebno.

3.1.2. Izbor sastojaka pseudoternernih sistema tipa ulje / surfaktant / kosurfaktant /
korastvarac

Izbor farmaceutskih ekscipijenasa za formulisanje SMEDDS sa aciklovirom bio je zasnovan na
proceni rastvorljivosti aktivne supstance u pojedina¢nim ekscipijensima, ispitivanju faznog
ponasanja pseudoternernih sistema ulje / surfaktant / kosurfaktant / korastvara¢ i proceni

njihovog kapaciteta za rastvaranje aciklovira.

3.1.2.1. Odredivanje rastvorljivosti aciklovira u individualnim ekscipijensima

Skrining sastojaka pseudoternernih sistema je izvrSen na osnovu rastvorljivosti aciklovira u
komercijalno dostupnim ekscipijensima iz grupe ulja (trigliceridi srednje duzine lanaca i oleinska
kiselina), nejonskih surfaktanata (makrogol glicerol hidroksistearat (HLB = 13), polisorbat 20
(HLB = 16,7), kaprilokaproil makrogol-8 gliceridi (HLB = 12) i poligliceril-3-dioleat (HLB = 3))
i hidrofilnih korastvarac¢a (makrogol 400 i glicerol). Kvalitet svih ekscipijenasa je bio u skladu sa
odgovaraju¢im monografijama vazeceg izdanja Evropske farmakopeje (Ph. Eur. 9.0) i koris¢ene

su bez dodatnog preciS¢avanja.
Rastvorljivost aciklovira u individualnim ekscipijensima (ulja, surfaktanti i korastvaraci) koji su
smatrani potencijalnim sastojcima pseudoternernog sistema ulja / surfaktant / kosurfaktant /

korastvarac, je odredena indirektno, na osnovu nerastvorenog dela supstance dodate u visku (50
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mg) poznatoj koli¢ini ekscipijensa (1 ml) u erlenmajeru od 25 ml sa zatvaraem od brusenog
stakla. Za meSanje smese tokom 24 h na sobnoj temperaturi (20 + 3 'C) pri brzini od 300 o/min
je koris¢en laboratorijski Sejker (IKA KS 260-Basic, Ika, Nemacka). Nerastvorena frakcija je
odvojena centrifugiranjem na 3000 o/min u trajanju od 30 minuta koris¢enjem laboratorijske
centrifuge MPW56 (MPW Med. Instruments, Poljska), a zatim je rastvorena u poznatoj koli¢ini
0,1 M HCI i koncentracija u rastvoru je kvantifikovana spektrofotometrijski na talasnoj duzini
maksimuma apsorpcije aciklovira (252 nm) koris¢enjem UV-VIS spektorofotometra Evolution
300 (Thermo Scientific, SAD). Kontrolni uzorak (slepa proba) je pripremljen u skladu sa istim
protokolom 1 nije sadrzao aktivnu supstancu. Maksimalna koli¢ina rastvorene supstance je
izracunata kao zapreminska koncentracija rastvorene supstance (Mr) na osnovu pocetne koli¢ine
lekovite supstance (Mu = 50 mg), dobijene koli¢ine nerastvorenog dela lekovite supstance

(Mner) i zapremine ekscipijensa (V = 1 ml) (jednacina 3).
Mr= (Mu -Mner)/V =50 - Mner 3)

Ekscipijensi za koje je utvrdeno da je rastvorljivost aciklovira znac¢ajno manja u odnosu na ostale

ispitivane ekscipijense, nisu dalje razmatrani kao sastojci pseudoternernih sistema.

3.1.2.2. Ispitivanje faznog ponasanja pseudoternernih sistema tipa ulje / surfaktant /
kosurfaktant / korastvara¢

Pseudoternerni sistemi tipa ulje / surfaktant / kosurfaktant / korastvara¢ su pripremljeni od
precizno odmerenih sastojaka (ulja (trigliceridi srednje duZine lanca), surfaktanta (Labrasol®,
Kolliphor® RH40 ili polisorbat 20), kosurfaktanta (Plurol® Oleique CC 497) i hidrofilnog
korastvaraca (glicerol i makrogol 400)) koji su izabrani kao potencijalni sastojci. Koncentracija
ulja u svim sistemima je iznosila 10%, a odredena je kao povoljna za formulisanje SMEDDS na
osnovu preliminarnih ispitivanja. Pripremljeni pseudoternerni sistemi su se razlikovali
medusobno po vrsti kori§¢enog surfaktanta, masenom odnosu surfaktanta i kosurfaktanta (Km),
vrsti 1/ili koncentraciji korastvaraca. Pripremljene su Cetiri grupe pseudoternernih sistema, a

sastav je prikazan u tabelama 4 i5.
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Tabela 4. Sastav pseudoternernih sistema koji su u svom sastavu sadrZali 20% korastvaraca

Km Ulje @ Surfaktant ° Kosurfaktant © Korastvara¢
(%) (%) (%) (%)
9,00 10,00 63,00 7,00 20,00
2,33 10,00 49,00 21,00 20,00
1,00 10,00 35,00 35,00 20,00
0,43 10,00 21,00 49,00 20,00
0,11 10,00 7,00 63,00 20,00

2 Crodamol® GTCC

® Labrasol®, polisorbat 20 ili Kolliphor® RH40

® Plurol® Oleique CC 497

Y Glicerol ili makrogol 400

Tabela 5. Sastav pseudoternernih sistema koji su u svom sastavu sadriali 30% korastvaracéa

v d

Km Ulje Surfaktant ° Kosurfaktant © Korastvarac¢
(%) (%) (%) (%)
9,00 10,00 54,00 6,00 30,00
2,33 10,00 42,00 18,00 30,00
1,00 10,00 30,00 30,00 30,00
0,43 10,00 18,00 42,00 30,00
0,11 10,00 6,00 54,00 30,00

@ Crodamol® GTCC

> Labrasol®, polisorbat 20 ili Kolliphor® RH40

® Plurol® Oleique CC 497

¢ Glicerol ili makrogol 400

49




Pseudoternerni sistemi su se najpre razlikovali u pogledu koncentracije upotrebljenog
korastvaraca koja je iznosila 20% (Tabela 4) i 30% (Tabela 5), odnosno prema sadrzaju smese
surfaktanta i kosurfaktanta koja je iznosila 70% (Tabela 4) i 60% (Tabela 5). U okviru svake
grupe, pripremljene su po dve podgrupe sistema sa glicerolom ili makrogolom 400, kao
korastvaratem. U okviru svake podgrupe pripremane su pseudoternerne smese sa razliitim
surfaktantima (Labrasol®, Kolliphor® RH40 ili polisorbat 20). Kao kosurfaktant je upotrebljen
Plurol® Oleique CC 497. U svakoj podgrupi vrednost Km je varirana u rasponu od 0,11 do 9,0.
Ukupno je pripremljeno i ispitivano 60 pseudoternernih smeSa. Svi uzorci su pripremljeni
preciznim odmeravanjem potrebnih koli¢ina ulja, surfaktanta, kosurfaktanta 1 korastvaraca u
staklenu bocicu sa navojnim poklopcem, a potom su mesani kori$¢enjem laboratorijskog Sejkera
(HS 260 control, IKA, Nemacka) tokom 2 h, na sobnoj temperaturi (20 = 3 °C). MeSavine su
Cuvane tokom 24 h pod ambijentalnim uslovima pre odredivanja kapaciteta za inkapsulaciju

aciklovira i ispitivanja disperzibilnosti sistema sa inkapsuliranim aktivnom supstancom.

3.1.2.3. Odredivanje kapaciteta za inkapsulaciju aciklovira u ispitivanim pseudoternernim
sistemima ulje / surfaktant / kosurfaktant / korastvara¢

Kapacitet za inkapsulaciju aciklovira je odreden nakon $to je aciklovir dodat u viSku poznatoj
koli¢ini prethodno pripremljenih pseudoternarnih smesa (1 ml) u erlenmajer od 25 ml sa
zatvaraCem od mekog stakla. Uzorci su kontinuirano mesani pri 300 o/min tokom 24 h
koris¢enjem laboratorijskog Sejkera (IKA KS 260-Basic, IKA, Nemacka) na sobnoj temperaturi
(20 £ 3 °C). Visak supstance je odvojen centrifugiranjem i rastvoren u odgovarajucoj koli¢ini 0, 1
M HCI. Rastvorljivost aciklovira u ispitivanim pseudoternernim smeSama izracunata je u skladu
sa protokolom koji je prethodno opisan i primenjen za odredivanje njegove rastvorljivosti u
individualnim ekscipijensima (3.1.2.1 Odredivanje rastvorljivosti aciklovira u individualnim
ekscipijensima). U nastavku su pripremljeni uzorci sa aciklovirom, u koncentraciji koja je
ekvivalentna kapacitetu za inkapsulaciju, a u cilju eliminisanja presi¢enih sistema kod ovih
uzoraka je izvrSen organolepticki pregled 1 UV spektrofotometrijsko odredivanje transmitance na
600 nm UV-VIS spektrofotometrom (Evolution 300, Thermo Scientific, SAD) posle ¢uvanja

tokom 48 h pod ambijentalnim uslovima.
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3.1.2.4. Ispitivanje disperzibilnosti pseudoternarnih sistema sa aciklovirom u vodenim
medijumima

Disperzibilnost uzoraka sa aciklovirom je procenjena nakon dispergovanja u 0,1 M HCI i
fosfatnom puferu pH 7,2 (USP), u odnosu 1:25 V/V, prema proceduri koju su prethodno postavili
Dekic i saradnici (Peki¢ i sar., 2013). U erlenmajer sa 5 ml vodenog medijuma (0,1 M HCI ili
fosfatni pufer pH 7,2) je dodato 200 ul uzorka, uz blago mesanje (150 o/min) na laboratorijskom
Sejkeru (IKA KS 260-Basic, Ika Nemacka) tokom 30 min, na sobnoj temperaturi (20 £ 3 °C).
Kod pripremljenih disperzija je izvrSen organolepticki pregled kako bi se proverila njihova
homogenost i prozirnost, a nakon toga je uradeno UV spektrofotometrijsko odredivanje
transmitance na 600 nm koriS¢enjem uredaja Evolution 300 (Thermo Scientific, SAD) radi

procene njihove opticke transparentnosti, koris¢enjem vodenog medijuma kao kontrole.

Takode, veli¢ina kapi je odredena tehnikom fotonske korelacione spektroskopije (engl. photon
correlation spectroscopy (PCS)) pomocu uredaja Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments,
Velika Britanija) koji je opremljen He-Ne laserom koji generiSe upadnu koherentnu
monohromatsku svetlost talasne duzine 633 nm. Prosecna veliCina kapi (Z—Ave) odredena je pod
fiksnim uglom od 90°. Odredivanje je izvedeno na temperaturi od 37 £ 0,1 °C. Pomocu
integrisanog softvera (Dispersion Technology Software, DTS) su izracunati prosec¢ni precnik
kapi sa standardnom devijacijom (S.D.) i indeks polidisperziteta (Pdl). Rezultati su prikazani kao

srednje vrednosti tri uzastopna merenja za svaki uzorak.

Pored toga, uraden je i test centrifugiranja pri brzini od 3000 o/min tokom 30 minuta na
laboratorijskoj centrifugi MPW 56 / MPW (Med. Instruments, Poljska), kako bi se eliminisali

metastabilni sistemi.

3.1.3. Biofarmaceutska karakterizacija samo-mikroemulgujuéih sistema sa aciklovirom

Kriterijumi za eliminaciju su postavljeni analizom rezultata ispitivanja disperzibilnosti i bili su
Z-ave < 100 nm, Pdl < 0,250 i monomodalna raspodela veli¢ine kapi, u skladu sa preporukama

Goddeeris i saradnici (2006). Sistemi sa aciklovirom koji su ispunili ove kriterijume u oba
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istrazena vodena medijuma (0,1 M HCI i fosfatni pufer pH 7,2) klasifikovani su kao SMEDDS i

ukljuceni su u dalju in vitro procenu difuzije i permeabilnosti lekovite supstance.

3.1.3.1. Invitro ispitivanje difuzije aciklovira iz samo-mikroemulguju¢ih sistema

Profil difuzije aciklovira iz SMEDDS je dobijen kori§¢enjem modela difuzione <elije
(politetrafluoroetilenska inhenser ¢elija) (VanKel Industries, SAD) u standardnoj aparaturi sa
lopaticom za ispitivanje brzine oslobadanja lekovite supstance (Erweka DT70, Erweka,
Nemacka). Za ispitivanje je upotrebljena koli¢ina uzorka koja sadrzi aciklovir u dozi od 200 mg.
Uzorak i akceptorski medijum su razdvojeni celuloznom membranom (Cuprophan®, Medicell,
Velika Britanija). Povriina difuzione ¢elije i membrane céelije je bila 4 cm? Ispitivanje je
ponovljeno tri puta za svaki SMEDDS. Inhenser ¢elije su postavljene u standardne posude sa 900
ml fosfatnog pufera pH 7,2, koji je korisé¢en kao akceptorski medijum. Ispitivanje je izvodeno pri
konstatnoj temperaturi akceptorskog medijuma od 37 = 1 °C. Standardne lopatice od nerdajuc¢eg
celika, koje su se okretale brzinom od 50 o/min, omogucile su blago meSanje akceptorskog
medijuma. Priblizno 4 ml medijuma je uzorkovano iz posude u vremenskim intervalima od 10
min u ukupnom trajanju od 1 h (odnosno, uzorkovanje je izvrSeno nakon 10 min, 20 min, 30
min, 40 min, 50 min i 60 min). Koli¢ina uzorka koji je uzet za analizu svaki put je nadoknaden
istom koli¢inom zagrejanog akceptorskog medijuma. Kumulativna koncentracija oslobodenog
aciklovira u prikupljenim uzorcima je odredena UV spektrofotometrijski (Evolution 300,
Thermo Scientific, USA) na talasnoj duzini apsorpcionog maksimuma supstance. Za svaki od
ispitanih uzoraka eksperiment je ponovljen tri puta. U cilju izdvajanja uzoraka koji imaju
znacajno vecu brzinu difuzije aciklovira primenjena je jednofaktorska analiza varijanse (engl.
Analysis of variance, ANOVA) sa statistickom znacajnos¢u p = 0,05. Dobijeni profili difuzije
aciklovira su poredeni primenom model-nezavisnog matematickog pristupa koriste¢i faktor
razlike (f1) (jednacina 4) i faktor sli¢nosti (f2) (jednaéina 5), koji je predloZen od strane nau¢nika

Moore i Flanner (1996):

f, = —Zt=ln|R‘ o @
2 R
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f, = 50I09{[1+ %Z?_l (R-T, )2] | -100} (5)

gde je:
n - broj uzorkovanja,
Rt - procenat lekovite supstance osloboden nakon vremena t u sluc¢aju referentnog preparata,

Tt - procenat lekovite supstance osloboden nakon vremena t u sluCaju ispitivanog (test)

preparata.

Faktor razlike (f;) predstavlja procenat razlike izmedu dve krive u svakoj vremenskoj tacki, pri
¢emu se meri relativna greska izmedu dve krive. Faktor sli¢nosti (f;) predstavlja logaritamski
recipro¢ni kvadratni koren sume greski na kvadrat 1 odnosi se na merenje slicnosti u procentu
oslobadanja izmedu dve krive. Vrednosti f; izmedu 0 1 15 i f; izmedu 50 1 100 sugeriSu sli¢nost

izmedu dva profila oslobadanja lekovite supstance, a suprotno ukazuju na razli¢itost.

3.1.3.2. Test permeabilnosti na paralelnim veStackim membranama (PAMPA test)

Test permeabilnosti na paralelnim vestackim membranama (PAMPA test) je koriS¢en za in vitro
procenu permeabilnosti aciklovira kroz vestacku membranu (Slika 3), na osnovu ¢ega se moze
relativno jednostavno i brzo okarakterisati njena sposobnost za apsorpciju zasnovanu na
mehanizmu transcelularne pasivne difuzije (Bermejo i sar., 2004). PAMPA test je izveden kod
ispitivanth SMEDDS sa aciklovirom u poredenju sa ¢istom lekovitom supstancom, prema
proceduri opisanoj u literaturi (Kansy i sar., 1998; Zhu i sar., 2002). Hidrofobne mikrofiltracione
ploce od polivinilidenfluorida Multiscreen IP Filter Plate (Millipore Corporation, Bedford, SAD)
od 96 odeljaka 1 veli¢inom pora 0,45 mm, su koriS¢ene kao donorska i akceptorska ploca (Slika
4).
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Slika 3. Izgled akceptorske ploce i donorske komore za izvodenje PAMPA testa

Akceptorski bazen

— - o ¢ - A Lek

e < - e < Flld. K -~ Membrana
o [ B J B J s R Donorski

bazen
‘ Inkubacija

Slika 4. Shematski prikaz postupka izvodenja PAMPA testa

Svaki odeljak donorske ploce je impregniran sa 5 pl 1%-tnog rastvora lecitina iz jajeta u
dodekanu, nakon toga ostavljen da rastvarac ispari, a zatim je u svaki odeljak preneto po 300 pl
ispitivanog uzorka. Akceptorska ploca je stavljena preko donorske komore (Millipore, Billerica,
MA, SAD). U donorsku komoru je prethodno naneto po 100-150 pl rastvora Cistog aciklovira ili

odgovaraju¢ih koli¢ina ispitivanih formulacija u fosfatnom puferu pH 7,2. Istovremeno je u
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bazene akceptorske ploce naneto po 300 ul fosfatnog pufera pH 7,2. Sistem je prekriven
plasticnim poklopcem kako bi se sprecilo isparavanje rastvaraca i inkubiran 15 h na sobnoj
temperaturi. Posle inkubacije, odredena je koncentracija aciklovira u uzorcima iz donorske
komore upotrebom te¢ne hromatografije pod visokim pritiskom (engl. High performance liquid
chromatography (HPLC)), izraunat je koeficijent permeabilnosti (Papp) 1 procenjena je razlika u

pogledu permeabilnosti aktivne supstance izmedu ispitivanih uzoraka.

HPLC analiza izvSena je koris¢enjem uredaja Agilent 1200 (Agilent Technologies, Palo Alto,
CA, SAD), koji je opremljen binarnom pumpom, manuelnim injektorom i DAD detektorom. Za
analizu je upotrebljena kolona Zorbax Rx- SIL (250 mm x 4,6 mm, veli¢ine Cestica 5 pum).
Mobilna faza sadrzala je 50 mM KH,PO, i acetonitril (95:5, V/V). Temperatura kolone je bila 30
°C, a protok mobilne faze 1 ml/min. UV detekcija vrSena je na 254 nm. Za analizu podataka je

koris¢en softver Chromeleon 7 (Thermo Fisher Scientific, Nemacka).

Koeficijent permeabilnosti (Papp) izracunat je primenom jednacina 6 i 7:

A 10,V, (6)
P (VD +VR)St 100VD - %Tr (VD +VR)

%Tr =100 AR VR /ADO VD (7)

gde su:

Vp — zapremina donorskog rastvora (ml);

Vr — zapremina akceptorskog rastvora (ml);

Apo — HPLC povrsina pika inicijalnog rastvora;

Ar — HPLC povrsina pika akceptorskog rastvora;

S —povrsina membrane izmedu komora (0,28 cmz, prema proizvodacu);
t — vreme inkubacije (s);

%T, — procenat transporta (Zhu i sar., 2002).
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Dobijene vrednosti za Pap, uporedene su koriS¢enjem jednofaktorske analize varijanse (engl.
analysis of variance (ANOVA)) (p = 0,05), u cilju selekcije uzoraka koji obezbeduju znacajno

vecu permeabilnost aciklovira.

3.2. Druga faza istrazZivanja

Druga faza istrazivanja se odnosila na formulaciju, fizicko-hemijsku, farmaceutsko-tehnolosku i
biofarmaceutsku karakterizaciju polu¢vrstih SMEDDS za peroralnu primenu aciklovira u obliku

tvrdih kapsula.
3.2.1. Materijali koji su koriSc¢eni u drugoj fazi eksperimentalnog rada

Farmaceutski ekscipijensi koji su koris¢eni za formulaciju polu¢vrstih SMEDDS bili su:

- trigliceridi srednje duZine lanca (Crodamol® GTCC, Croda, Velika Britanija),

- makrogol glicerol hidroksistearat (Kolliphor® RH40, BASF, Nemacka) (HLB ~ 14-16),
- poligliceril-3-dioleat (Plurol® Oleique CC 497, Gattefosse, Francuska) (HLB ~ 3),

- glicerol (85%) (Ph. Eur. 9.0),

- makrogol 8000 (Ph. Eur. 9.0).

Svi ekscipijensi su kori§¢eni bez dodatnog prec¢iS¢avanja. Aciklovir je kupljen od farmaceutske

kompanije Zdravlje Actavis (Leskovac, Republika Srbija).

U okviru procene kompatibilnosti SMEDDS sa omotacem tvrdih kapsula od hipromeloze,
pripremane su fizicke smeSe ispitivanih formulacija sa ovim ekcipijensom. Upotrebljena je
hipromeloza ¢iji kvalitet je bio u skladu sa odgovarajuom monografijom vazeceg izdanja

Evropske farmakopeje (Ph. Eur. 9.0).
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Kvalitet hlorovodoni¢ne kiseline 37% koja je koris¢ena za pripremu 0,1 M HCI je bio u skladu
sa odgovaraju¢om monografijom Evropske farmakopeje (Ph. Eur. 9.0). Hemijske supstance koje
su koris¢ene kao sastojci fosfatnog pufera bili su kalijum dihidrogen fosfat (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Nemacka) i natrijum hidroksid (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemacka). Za
pripremu 0,1 M HCI i fosfatnog pufera je koriS¢ena precis¢ena voda koja je sveze pripremljena i

upotrebljena kad god je to bilo potrebno.

3.2.2. Formulacija polu¢vrstih samo-mikroemulgujuéih sistema sa aciklovirom

Formulacija polu¢vrstih SMEDDS izvrSena je dodavanjem makrogola 8000 te¢nim SMEDDS
koji su optimizovani u prethodnoj fazi istrazivanja u pogledu brzine difuzije i permeabilnosti
aciklovira in vitro. Za pripremu su kori§c¢eni trigliceridi srednje duzine lanaca (ulje), makrogol
glicerol hidroksistearat (surfaktant), poligliceril-3-dioleat (kosurfaktant), glicerol (hidrofilni
korastvarac¢) 1 makrogol 8000 (sredstvo za povecanje viskoziteta). Koncentracija ulja kod svih
sistema je iznosila 10%. Koncentracija glicerola je iznosila 20% (pri masenom odnosu
surfaktanta i kosurfaktanta 9,0) ili 30% (pri masenom odnosu surfaktanta i kosurfaktanta 2,33).
Pri svakoj koncentraciji glicerola, grupa od tri sistema je pripremljena sa razli¢itim sadrzajem
makrogola 8000 (5%; 7,5%; i 10%). Sastav svih formulisanih polucvrstih sistema (SD1-SD6) je

prikazan u tabeli 6.

Tabela 6. Sastav polucévrstih samo-mikroemulgujucih sistema sa aciklovirom

Ulje Surfaktant | Kosurfaktant | Hidrofilni Sredstvo za Aktivna

korastvarac p_oveé‘flnje supstanca
M e | (o) (%) w | e | o
SD1 10,00 58,48 6,50 20,00 5,00 2,00
SD2 10,00 56,23 6,25 20,00 7,50 2,00
SD3 10,00 53,98 6,00 20,00 10,00 2,00
SD4 10,00 38,48 16,50 30,00 5,00 2,00
SD5 10,00 36,72 15,76 30,00 7,50 2,00
SD6 10,00 34,98 15,00 30,00 10,00 2,00
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Polucvrsti sistemi su pripremljeni meSanjem odgovaraju¢ih koli¢ina ekscipijenasa u staklenoj
posudi pomoc¢u magnetne mesalice IKAmag (IKA, Nemacka), na 60 + 2 °C tokom 30 min, kako
bi se dobila homogena smesa. Svakoj pojedina¢noj smesi ekscipijenasa dodat je aciklovir, a
zatim izvrSeno dispergovanje koris¢enjem laboratorijske mesalice IKA RV 20 digital (IKA,
Nemacka), sa propelerskim meSa¢em, pri brzini od 1000 o/min tokom 24 h na sobnoj
temperaturi. Koncentracija aciklovira je iznosila 2% u skladu sa rezultatima dobijenim u
prethodnoj fazi istrazivanja pri odredivanju kapaciteta za inkapsulaciju aciklovira u odgovarajuce
tecne SMEDDS. Pripremljeni uzorci su ¢uvani na sobnoj temperaturi tokom ispitivanja. Kod
uzoraka SD1-SD6 ispitani su reolos§ko ponasanje i disperzibilnost u vodenim medijumima, kako
bi se identifikovao polucvrsti SMEDDS sa zadovoljavaju¢im reoloskim osobinama za punjenje u
tvrde kapsule. Ispitivanja i karakterizacija polucvrstih sistema izvedeni su nakon 48 h od njihove

izrade.

3.2.3. Fizicko-hemijska karakterizacija polucvrstih samo-mikroemulgujuéih sistema sa
aciklovirom

Fizicko-hemijska karakterizacija pripremljenih poluc¢vrstih sistema sastojala se od ispitivanja
reoloskog ponaSanja, u cilju identifikacije optimalnog polu¢vrstog SMEDDS za punjenje u tvrde
kapsule. Polu¢vrsti SMEDDS koji su optimizovani u pogledu reolo§kog ponasanja ispitivani su
nastavku istrazivanja. Dodatno, izabrani polucvrsti sistemi upotrebljeni su da se pripreme i
odgovaraju¢i uzorci poluévrstih SMEDDS sa 33,33% aciklovira (koriS¢enjem istog postupka
izrade kao 1 kod uzorka sa 2% aktivne supstance), u cilju sagledavanja performansi nosaca
pogodnog za primenu terapijske doze aktivne supstance u jednodoznom ¢vrstom farmaceutskom
obliku tipa tvrdih kapsula. Kod pripremljenih uzoraka polu¢vrstth SMEDDS ispitana je
disperzibilnost i izvrSena analiza optickom mikroskopijom i diferencijalnom skeniraju¢om
kalorimetrijom (engl. differential scanning calorimetry (DSC)), za procenu morfologije

ispitivanih sistema i potencijalnih interakcija aktivne supstance i sastojaka formulacije.
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3.2.3.1. Karakterizacija reoloSkog ponasanja polu¢vrstih samo-mikroemulgujuéih sistema
sa aciklovirom

Reolosko ponaSanje uzoraka SD1-SD6 je ispitivano na rotacionom reometru Rheolab MC120
(Paar Physica, Nemacka) uz koris¢enje kupa-plo¢a mernog sistema MK 22 (pre¢nik 50 mm,
ugao 1°, i na rastojanju od 50 pm), pri rasponu brzina smicanja od 0 do 200 s *ina 20 + 0,1 °C.
Merenja su ponovljena tri puta za svaki uzorak, i dobijeni rezultati su koris¢eni za odredivanje
tipa proticanja, minimalnog (nMmin) 1 maksimalnog (nmax) prividnog viskoziteta i histerezne

povrsine (A), upotrebom softverskog paketa US200 u sastavu uredaja.

3.2.3.2. Ispitivanje disperzibilnosti polucvrstih samo-mikroemulgujucih sistema sa
aciklovirom

Sposobnost dispergovanja uzoraka polucvrstih SMEDDS je ispitana u vodenim medijumima
razli¢itog pH (0,1 M HCI (pH 1,2) 1 fosfatni pufer (pH 7,2)), u skladu sa protokolom koji su
opisali Pekic¢ 1 saradnici (Peki¢ 1 sar., 2013), a koji je u prethodnoj fazi istrazivanja primenjen
kod formulisanih pseudoternernih sistema sa aciklovirom. Precizno odmerena koli¢ina uzorka
(200 pl) dodata je u erlenmajer, razblazena sa 5 ml medijuma i izvrSeno je dispergovanje uz
blago muckanje (Sejker IKA KS 260-Basic, Ika, Nemacka) tokom 30 min, pod ambijentalnim
uslovima. IzvrSen je organolepticki (subjektivan) pregled u cilju detektovanja zamucenosti,
koalescencije kapi uljane faze ili raslojavanja, nakon ¢ega je meren procenat transmitance (%T)
koris¢enjem UV-VIS spektrofotometra Evolution 300 (Thermo Scientific, USA) na 600 nm, uz
upotrebu 0,1 M HCI (pH 1,2), odnosno fosfatnog pufera (pH 7,2) kao slepe probe. U cilju
uocavanja i eliminisanja metastabilnih sistema, izvrSeno je centrifugiranje dobijenih disperzija
pri brzini od 3000 o/min tokom 30 minuta kori§¢enjem laboratorijske centrifuge MPW 56 /
MPW (Med. Instruments, Poljska). U pripremljenim disperzijama odredene su vrednosti Z-ave i
Pdl tehnikom fotonske korelacione spektroskopije koris¢enjem uredaja Zetasizer Nano ZS90
(Malvern Instruments, Velika Britanija + Dispersion Technology Software, DTS) na temperaturi
od 37 + 0,1 °C. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti tri uzastopna merenja £ S.D. za

svaki uzorak.
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3.2.3.3. Opti¢ka mikroskopija

Morfologija pripremljenih SMEDDS je ispitana primenom optickog mikroskopa. Opticka
mikroskopija je izvedena na optickom mikroskopu (Olympus System microscope BXS50
/Olympus Reflected Light Fluorescence Attachment BX-FLA, Japan) koji je opremljen
digitalnom kamerom (Sony Power HAD, 3CCD Color Video Camera, DXC-950P model, Japan).

3.2.3.4. DSC analiza

Potencijalne interakcije izmedu sastojaka formulacije 1 aciklovira su procenjene primenom
diferencijalne skenirajuce kalorimetrije (DSC). DSC analiza uzoraka polu¢vrstth SMEDDS, ¢iste
aktivne supstance je izvedena na uredaju Mettler Toledo DSC1 instrument (Mettler Toledo,
Svajcarska). Uzorci su precizno odmereni, a DSC termogrami su snimljeni u rasponu
temperatura od 0 °C do 300 °C, pri brzini zagrevanja od 10 °Cmin™, u prisustvu azota pri
konstantnoj brzini protoka od 50 ml/min. Dobijeni podaci su analizirani pomo¢u STARe
Software v12.10 (Mettler Toledo, Svajcarska).

3.2.4. Biofarmaceutska karakterizacija polu¢vrstih samo-mikroemulgujuéih sistema sa
aciklovirom

Biofarmaceutska karakterizacija obuhvatila je odredivanje in vitro brzine oslobadanja aciklovira
iz polucvrstih SMEDDS 1 suspenzije ekvivalentne koli¢ine aciklovira u akceptorskom medijumu,
koris¢enjem modela difuzione celije 1 pod istim uslovima koji su primenjeni u prvoj fazi
eksperimentalnog rada kod te¢nih SMEDDS (3.1.3.1. In vitro ispitivanje difuzije aciklovira iz
samo-mikroemulgujucéih sistema). Na osnovu prikupljenih podataka konstruisani su profili
oslobadanja, odnosno, krive zavisnosti koncentracije oslobodenog aciklovira u akceptorskom
medijumu od vremena. Model-zavisni pristup je koriS¢en za analizu dobijenih profila difuzije

aciklovira i za izracunavanje brzine difuzije.
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3.2.5. Procena kompatibilnosti polu¢vrstih samo-mikroemulgujuéih sistema sa aciklovirom
i omotacem tvdih kapsula

Za izbor vrste tvrdih kapsula koje ¢e biti upotrebljene za punjenje poluc¢vrstih SMEDDS sa
aciklovirom izvr$ena su preliminarna razmatranja kompatibilnosti sadrzaja sa omota¢em kapsule.
Polu¢vrsti SMEDDS sa aciklovirom u koli¢ini od 0,6 g punjeni su u odgovarajuéi broj tvrdih
kapsula od zelatine i HPMC (veli¢ina 0) i razmatrana su njihova organolepticka svojstva i
integritet tokom mesec dana cuvanja pod ambijentalnim uslovima. Dodatno, izvrSena je DSC
analiza fizicke smeSe polucvrsttih SMEDDS sa polimerom koji je gradivni sastojak omotaca
kapsula koje su pokazale zadovoljavaju¢a svojstva tokom preliminarnog ispitivanja. DSC
ispitivanje fizicke smesSe istih koli¢ina polimera, koji je gradivni sastojak omotaca kapsule, 1
polu¢vrstih SMEDDS sa aciklovirom, ispitana je koriS¢enjem postupka koji je opisan u odeljku

3.2.3.4. DSC analiza.

3.2.6. In vitro ispitivanje oslobadanja aciklovira iz polu¢vrstih samo-mikroemulgujuéih
sistema u obliku tvrdih kapsula

Profil oslobadanja aciklovira iz kapsula punjenih uzorkom poluévrstin SMEDDS je ispitivan u
aparaturi sa rotirajucom lopaticom na uredaju Erweka DT70 (Erweka, Nemacka). Kao medijum
je korisc¢en fosfatni puffer pH 7,2 u koli¢ini od 900 ml, koji je zagrejan na 37 = 1 °C i ¢ija se
temperatura odrzavala nepromenjenom tokom ispitivanja, pri brzini mesanja od 50 £ 1 o/min.
Periodi¢no je uzorkovano priblizno 5 ml medijuma u toku 60 min (5, 10, 20, 30, 40, 50 i 60
min), i izvrsena je nadoknada istom kolicinom zagrejanog medijuma. Kumulativna koncentracija
oslobodenog aciklovira je odredena UV spektrofotometrijski (Evolution 300 spectrophotometer,
Thermo Scientific, SAD) na 252 nm. Dobijeni profili oslobadanja aciklovira su analizirani
primenom model-zavisnih i model-nezavisnih pristupa u cilju procene mehanizama oslobadanja.
Metoda koja je koris¢ena za poredenje profila brzine osobadanja aciklovira iz poluc¢vrstih
SMEDDS u obliku tvrdih kapsula (test formulacija) jeste izracunavanje faktora razlike (f;)

(Moore i Flanner, 1996). Ispitivani profili se mogu smatrati sli¢cnim ako je 0 < f; < 15.
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3.2.7. Procena stabilnosti poluc¢vrstih samo-mikroemulgujuéih sistema sa aciklovirom u

obliku tvrdih kapsula

Dovoljan broj tvrdih kapsula (veli¢ina 0) je punjeno sa 0,6 g ispitivanih polu¢vrstih SMEDDS
radi ispitivanja fizicke i hemijske stabilnosti pod uslovima od 25 °C/60% RH (u klima komori
Climatic Chamber EKOCH 1500 (Angelantoni, Italija)) i na 5£3 °C (u frizideru) tokom tri
meseca. Uzorci su ¢uvani u dobro zatvorenim bocama od tamnog stakla sa Sirokim grlom i
zatvaraCem od teflona. U odredenim vremenskim periodima (1, 2 1 3 meseca) su sprovedena
ispitivanja. Ispitivane su organolepticke karakteristike (oblik, boja, integritet, mehanicka
svojstva), sadrzaj aciklovira, kao i disperzibilnost i prose¢na veli¢ina kapi i profil in vitro
oslobadanja lekovite supstance. Za svaki vremenski period ispitivanja su ponovljena na tri
uzorka, koja su poredena sa polu¢vrstim SMEDDS koji nisu punjeni u kapsule (bulk) i ¢uvani su

pod istim uslovima.

3.2.7.1. Odredivanje sadrzaja aciklovira u poluc¢vrstim samo-mikroemulgujué¢im sistemima u

obliku tvrdih kapsula

Sadrzaj aciklovira u tvrdim kapsulama sa polu¢vrstim SMEDDS u odredenim vremenskim
periodima (1, 2 i 3 meseca) je odreden metodom HPLC na uredaju Agilent 1260 Infinity
(AgilentTechnologies, SAD), opremljenim sa UV/Vis detektorom. KoriS¢ena je kolona Agilent
Zorbax Extend C-18 150 x 4,6 mm,velicine ¢estica 5 um. Za analizu podataka je koris¢en softver
Agilent Open LAB (AgilentTechnologies, SAD).

3.2.7.2. Ispitivanje disperzibilnosti poluévrstih samo-mikroemulgujucih sistema sa
aciklovirom u obliku tvrdih kapsula

Disperzibilnost u fosfatnom puferu pH 7,2 je procenjena u odredenim vremenskim periodima (1,
2 i 3 meseca) tokom testa in vitro ispitivanja oslobadanja aciklovira na osnovu merenja
transparencije, odredivanja prosecne velicine kapi i polidisperziteta i testa centrifugiranja

disperzija formiranih od oslobodenog polu¢vrstog SMEDDS iz tvrdih kapsula. Navedena
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ispitivanja su izvedena pod istim uslovima kao prilikom prethodnog ispitivanja disperzibilnosti
tecnih i poluévrstin SMEDDS (3.1.2.4. Ispitivanje disperzibilnosti pseudoternarnih sistema sa
aciklovirom u vodenim medijumima i 3.2.3.2. Ispitivanje disperzibilnosti polucvrstih samo-

mikroemulgujucih sistema sa aciklovirom).

3.2.7.3. In vitro ispitivanje oslobadanja aciklovira iz polu¢vrstih samo-mikroemulgujuéih
sistema u obliku tvrdih kapsula

Za svaki vremenski period ispitivanja (1, 2 i 3 meseca) izvrseno je in vitro ispitivanje
oslobadanja aciklovira iz polu¢vrstih SMEDDS u obliku tvrdih kapsula i bulk SMEDDS
formulacija postupkom koji je opisan u odeljku 3.2.7. In vitro ispitivanje oslobadanja aciklovira

iz poluévrstih samo-mikroemulgujucih sistema u obliku tvrdih kapsula.

3.3. Treéa faza istrazivanja

Treca faza eksperimenata obuhvatila je izvodenje in vivo bioloskih testova u cilju procene
bioloske raspolozivosti aciklovira iz peroralno primenjenih SMEDDS i njihove neskodljivosti. U
bioloskim testovima su upotrebljeni uzorci polu¢vrstin SMEDDS koji su u okviru prethodne faze
ispitivanja pokazali najpovoljniji profil oslobadanja aciklovira uz zadovoljavaju¢u fizi¢ku i

hemijsku stabilnost u obliku tvrdih kapsula.
3.3.1. Materijali koji su koris¢eni u treéoj fazi eksperimentalnog rada

Reagensi koji su koris¢eni za izvodenje biohemijskih testova kupljeni su od Beckman Coulter
Inc. (Pasadena, Kalifornija, SAD). Za uvodenje zivotinja u opstu anesteziju koriséen je rastvor
uretana 25% V/V (Sigma Chemicals Co, St Louis, MO, USA). Mravlja Kiselina, acetonitril i voda

su nabavljeni od Fisher Scientific. Ovi rastvaraci su bili LC-MS Klase.
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3.3.2. Eksperimentalne Zivotinje

Ispitivanje je izvedeno u oktobru i decembru 2016. godine na Katedri za farmakologiju,
toksikologiju i klinicku farmakologiju, na Medicinskom fakultetu Univerziteta u Novom Sadu.
In vivo eksperimenti su sprovedeni na polno zrelim, zdravim belim laboratorijskim pacovima
soja Wistar, muskog pola, telesne mase 230 — 330 grama, koji su odabrani metodom slu¢ajnog
izbora iz okota sa Vojnotehnickog Instituta iz Beograda. Laboratorijske zivotinje su boravile u
ormanima za ¢uvanje laboratorijskih zivotinja, sa filterskim sistemom za protok vazduha (Uni-
Protect, Ehret, Emendingen, Nemacka), pod standardnim uslovima, na Katedri za farmakologiju,
toksikologiju i klinicku farmakologiju Medicinskog fakulteta u Novom Sadu. Zivotinje su
cuvane na prosecnoj temperaturi 20 — 25 °C, uz kontrolu vlaznosti vazduha (RH 55 * 1,5%),
izlozene smeni dana i no¢i u trajanju od po 12 ¢asova i bio im je omogucen slobodan pristup
vodi i hrani. Briga o zivotinjama i sve eksperimentalne procedure su sprovodene u skladu sa
etickim nacelima rada sa laboratorijskim Zivotinjama. Izvodenje ogleda je odobrila Eticka
komisija Univerziteta u Novom Sadu dajuéi svoju saglasnost za plan ovog ispitivanja, broj

odobrenja 01-78/16-3.

3.3.3. Priprema uzoraka za in vivo ispitivanja

3.3.3.1. Priprema polucvrstih samo-mikroemulgujudih sistema bez lekovite supstance

Polucvrsti samo-mikroemulgujuéi sistem bez lekovite supstance je pripremljen kao §to je
prethodno opisano (3.2.2. Formulacija polucvrstih Samo-mikroemulgujuéih sistema sa
aciklovirom) mesSanjem potrebnih koli¢ina wulja, surfaktanta, kosurfaktanta, hidrofilnog
korastvaraca i makrogola 8000, koris¢enjem magnetne mesalice IKAmag (IKA Werke GmbH &
Co. KG@G, Staufen im Breisgau, Nemacka), na 60 + 2 °C tokom 30 min, kako bi se dobila
homogena smesa. SmeSa je ostavljena da se ohladi do sobne temperature i nakon toga je cuvana

pod ambijentalnim uslovima u dobro zatvorenoj boci od tamnog stakla.
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3.3.3.2. Priprema poludévrstih samo-mikroemulgujudéih sistema sa aciklovirom

Poluc¢vrsti SMEDDS sa aciklovirom pripremljen je meSanjem odgovarajuce koli¢ine aciklovira 1
prethodno pripremljenog poluc¢vrstog SMEDDS pomoéu mesalice IKA RW 20 digital (IKA
Werke GmbH & Co. KG, Staufen im Breisgau, Nemacka) pri 1000 o/min tokom 24 h, na sobnoj
temperaturi. Koncentracija aciklovira u pripremljenom polué¢vrstom SMEDDS uzorku je bila 2,5

mg/ml.

3.3.3.3. Priprema vodenog rastvora i suspenzije aciklovira

Rastvor 1 suspenzija aciklovira su pripremljeni preciznim odmeravanjem potrebnih koli¢ina
aciklovira 1 vode u staklenu posudu sa navojnim poklopcem, a potom meSanjem na
laboratorijskom Sejkeru (HS 260 control, IKA, Nemacka) tokom 24 h, na sobnoj temperaturi.
SmeSe su Cuvane tokom 24 h pod ambijentalnim uslovima pre pocetka eksperimenta.
Koncentracija aciklovira u pripremljenom rastvoru oznosila je 1,0 mg/ml, a u pripremljenoj

suspenziji 2,5 mg/ml.

3.3.4. In vivo ispitivanje bioloSke rasploZivosti aciklovira iz poludvrstih samo-
mikroemulgujudih sistema

Ispitivanje uticaja samo-mikroemulguju¢eg nosaca na farmakokinetske osobine aciklovira u
poredenju sa Cistom supstancom kod pacova izvedeno je na 18 jedinki, a zivotinje su metodom

slucajnog izbora podeljene u 3 grupe po 6 jedinki.

1. Prvoj grupi pacova je intravenski, u lateralnu repnu venu, dato 5 mg/kg vodenog rastvora

aciklovira.

2. Drugoj grupi pacova je peroralno, preko gastri¢ne sonde, dato 5 mg/kg suspenzije aciklovira.

3. Trecoj grupi pacova je peroralno, preko gastri¢ne sonde, dat polucvrst samo-mikroemulgujuci

sistem sa aciklovirom (5 mg/kg aciklovira).
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Nakon obavljenih tretmana kod zivotinja iz grupe broj 1, 2, 3, u odredenim vremenskim
intervalima (5, 10, 20, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 240, 300, 360, 480 min) uzorkovana je krv
iz lateralne repne vene. Nakon toga je merena koncentracija aciklovira u svakom uzorku HPLC
metodom kako bi se ispitala bioloSka raspolozivost aciklovira nakon primene razli¢itih

farmaceutskih formulacija. Uzorkovanje krvi se vrsilo u ependorf kivete.

Uzorci krvi za ispitivanje su pripremljeni dodavanjem 1000 pl acetonitrila u 200 pl seruma,
nakon Cega je izvr§eno mesanje kori§¢enjem vorteksa. Nakon centrifugiranja 1 min na 10000 x
g, 1000 pl supernatanta je izdvojeno, izvrSena je evaporacija pomocu azota (Nz) a potom i

rekonstitucija pomoc¢u mobilne faze do volumena od 200 pl.

Hromatografska analiza uzoraka, odnosno odredivanje koncentracije aciklovira u serumu je
izvrSena na Accela Thermo Scientific UHPLC sistemu, opremljenim Accela pumpom i
autosemplerom (ThermoScientific™, SAD). Mobilna faza se sastojala od acetonitrila i 0,1%
mravlje kiseline (30:70 V/V), sa protokom od 500 pl/min. Koris¢ena je kolona Zorbax Eclipse
XDB-C8 150 x 4,6 mm, veli¢ine Cestica 3,5 um, sa pretkolonom Phenomenex C8 (Agilent
Technologies, SAD). Temperatura kolone je bila podeSena na 30 °C. Detekcija aciklovira se
vr§ila u pozitivnom modu, primenom tranzicije m/z 226 - m/z 152, na TSQ Quantum Access
MAX triplkvadripolskom masenom spektrometru, opremljenom elektrosprej jonizacionim
izvorom (HESI) (Thermo Scientific™, SAD).

Farmakokineticki parametri su izraCunati, ispitivanjem uzoraka seruma, iz pojedinacnih grafika
zavisnosti koncentracije leka u funkciji vremena pomocu nekompaktanskog farmakokinetickog
modela (NCA). Uzorak u nultom vremenu je sluzio kao osnovna vrednost. Vrednosti Cmax | Tmax
dobijene su direktno iz profila zavisnosti koncentracije lekovite supstance i vremena. PovrSine
ispod krive zavisnosti koncentracija/vreme (AUC.: i AUCy.) izracunate su Koriste¢i linearne
metode up/down. Konstanta brzine eliminacije (kel), kao i poluvreme eliminacije (t1,) izratunate
su iz faze terminalne eliminacije (koriste¢i 5-6 tacke). Izracunat je i volumen distribucije (Vd),
srednje vreme zadrzavanja (MRT) i klirens (Cl). Takode, nulta koncentracija (Co) i volumen
raspodele stacionarnog stanja (Vss) su procenjeni pomocu krive zavisnosti koncentracije leka i

vremena nakon intravenske primene. Odnos prose¢nih vrednosti AUCg., nakon oralne primene
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suspenzije ili polu¢vrstog SMEDDS i AUC., nakon intravenske primene predstavljen je kao
stepen apsorpcije iz svake formulacije (apsolutna bioloska raspolozivost (BA)). Statisticka
analiza je sprovedena pomocu ANOVA testa, koris¢enjem SPSS 17,0 (Systat Software Inc., San

Jose, CA). Razlike su se smatrale statisticki znac¢ajnim pri p < 0,05.
3.3.5. Procena neskodljivosti polu¢vrstih samo-mikroemulgujuéih sistema sa aciklovirom

Nakon perioda od 10 poluvremena eliminacije, 36 Zivotinja su koriS¢ene za dalja ispitivanja
neskodljivosti formulacija. Zivotinje su rasporedene u 6 grupa po 6 jedinki (grupe 1-6) (Tabela
7).

Tabela 7. Plan davanja ispitivanih uzoraka eksperimentalnim Zivotinjama pri proceni neskodljivosti

Grupa | Broj Zivetinja | Uzorak Kolicina Vreme
u grupi (dan)
1. 6 Oralni rastvor aciklovira 5 mg/kg 21
2. 6 Poluc¢vrst SMEDDS bez aciklovira 0,5ml 21
3. 6 Polu¢vrst SMEDDS 5 mg/kg 21
4 6 Oralni rastvor aciklovira 5 mg/kg 7
5. 6 Polu¢vrst SMEDDS bez aciklovira 0,5ml 7
6 6 Polué¢vrst SMEDDS 5 mg/kg 7

Prvoj grupi pacova je peroralno, preko gastrine sonde, davan oralni rastvor aciklovira (5 mg/kg)
tokom 21 dana. Drugoj grupi pacova je peroralno, preko gastricne sonde, davan poluc¢vrst
SMEDDS u koli¢ini od 0,5 ml, tokom 21 dana. Trecoj grupi pacova je peroralno, preko gastricne
sonde, davan polu¢vrst SMEDDS sa aciklovirom (5 mg/kg) tokom 21 dana. Cetvrtoj grupi
pacova je peroralno, preko gastricne sonde, davan oralni rastvor aciklovira (5 mg/kg) tokom 7
dana. Petoj grupi pacova je peroralno, preko gastricne sonde, davan polu¢vrst SMEDDS u
koli¢ini od 0,5 ml, tokom 7 dana. Sestoj grupi pacova je peroralno, preko gastri¢ne sonde, davan

polucvrst SMEDDS sa aciklovirom (5 mg/kg) tokom 7 dana.
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Nakon obavljenog tretmana, Zivotinje iz grupa 1-6 uvedene su u opstu anesteziju izazvanu 25%
W/W rastvorom uretana u dozi od 0,75 g/kg aplikovanog intraperitonealno. Zivotinje su potom
zrtvovane kardijalnom punkcijom u cilju uzimanja dovoljne koli¢ine krvi za biohemijska
ispitivanja (Slika 5). Serum je dobijen centrifugiranjem krvi (na 2000 o/min) nakon zavrSetka
procesa koagulacije. U serumu su odredivani: aktivnost jetrenih aminotransferaza (alanin

transaminaze (ALT) i aspartat transaminaze (AST)), koncentracija mokraéne kiseline, uree i

kreatinina.

Slika 5. Sakupljanje bioloskog materijala za biohemijsku analizu i procenu bioloske raspoloZivosti:
kardijalna punkcija (a i b) i uzorci seruma (c)

Sve analize su radene prema standardnim spektrofotometrijskim metodama na automatskom
sistemu za hemijske analize AU 480 (Beckman Coulter Inc., SAD) kori§¢enjem originalnog seta

reagenasa.

3.3.5.1. Procena parametara jetrene funkcije

Kataliticka koncentracija AST u serumu Zivotinja je merena metodom Medunarodne federacije
za klinicku hemiju i laboratorijsku medicinu (engl. International Federation of Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC)) (Bergmeyer i sar., 1986). U reakciji transaminacije,

izmedu L-Aspartata i 2-ketoglutarata nastaje oksalacetat. Oksalacetat u sledecoj, indikatorskoj
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reakciji, katalizovanoj od strane malat dehidrogenaze, oksiduje nikotinamid adenin dinukleotid
(NADH). U ovoj metodi promena brzine oksidacije NADH u indikatorskoj reakciji je

proporcionalna koncentraciji AST (Spasi¢ i sar., 2018).

Kataliticka koncentracija ALT u serumu zivotinja je merena metodom IFCC. U reakciji
transaminacije, izmedu L-Alanina i 2-oksoglutarata nastaje piruvat. Piruvat u sledecoj,
indikatorskoj reakciji, katalizovanoj od strane laktat dehidrogenaze, oksiduje NADH. U ovoj
metodi promena brzine oksidacije NADH u indikatorskoj reakciji je proporcionalna koncentraciji
ALT (Spasi¢ i sar., 2018).

3.3.5.2. Procena parametara bubreZzne funkcije

Koncentracija kreatinina u serumu Zivotinja je odredena metodom Jaffe (Spasi¢ i sar., 2018). U
reakciji kreatinina sa alkalnim pikratom nastaje Janovski kompleks, koji je crvenonarandzaste
boje. Merenjem apsorbance je odredena koncentracija kreatinina (O’Leary i sar., 1992; Viaishya
i sar., 2010).

Koncentracija uree u serumu zivotinja je odredena metodom GLDH-UV (Spasi¢ i sar., 2018). U
prvoj reakciji urea, pod uticajem enzima ureaze, hidrolizuje na amonijak i ugljen-dioksid. U
indikatorskoj reakciji formirani amonijumovi joni reaguju sa a-ketoglutaratom, u reakciji
katalizovanoj od strane glutamat dehidrogenaze (GLDH), gde istovremeno dolazi do oksidacije
NADH. Smanjenje koncentracije NADH je direktno proporcionalno sa koncentracijom uree u

uzorku.

Koncentracija mokraéne kiseline je odredena upotrebom urikaza-peroksidaza kineticke metode

(Spasi¢ 1isar., 2018).

Statisticka analiza je sprovedena pomocu ANOVA testa, koriS¢enjem SPSS 17,0 (Systat Software
Inc., SAD). Post hoc testiranje je uradeno koris¢enjem Tukey testa. Razlike su se smatrale

statisticki znacajnim pri p < 0,05.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA
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4.1. Rezultati i diskusija I faze istrazivanja

4.1.1. Izbor sastojaka sistema

ulje/surfaktant/kosurfaktant/korastvarac

pseudoternernih tipa

Pocetni korak u razvoju SMEDDS sa aciklovirom odnosio se na odabir farmaceutskih
ekscipijenasa koji ¢e biti upotrebljeni kao sastojci nosaca. Kao polazni kriterijum za izbor
ekscipijenasa razmatrana je eksperimentalno odredena rastvorljivost aktivne supstance u
pojedina¢nim sastojcima (uljima, surfaktantima 1 hidrofilnim korastvaracima). Rezultati
odredivanja rastvorljivosti aciklovira u ekscipijensima, koje je uradeno u okviru ove faze,

prikazani su u tabeli 8.

Tabela 8. Rastvorljivost aciklovira u ekscipijensima koji su razmatrani kao potencijalni sastojci

SMEDDS

Rastvorljivost aciklovira (mg/ml)
Eksperimentalno | Shishu i Kumar i Dedakia i Ramadan i
Ekscipijens odredena sar. (2009) | sar. (2011) | Majumdar sar. (2013)
rastvorljivost (2012)

Trigliceridi srednje
duZine lanaca 4,87° - - - 0,215+0,019°
Oleinska kiselina 3,305 - - - -
Polisorbat 20 10,03 - 1,37 £0,5 21+172 -
Labrasol® 12,06 0,04 - - 0,620 + 0,031
Kolliphor® RH40 11,78 ¢ - - - -
Plurol® Oleique CC 10,19 - - - -
497
Glicerol 9,38 7,96 - 25+15 -
Makrogol 400 10,19 - 3,19+£0,5 - -

& Crodamol® GTCC

Y| abrafac®Lipophile WL 1349

¢ Odredeno na temperaturi 30 + 1 °C
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U istoj tabeli su takode navedeni i odgovarajuéi podaci o rastvorljivosti aciklovira iz dostupne
literature koji su eksperimentalno odredeni od strane drugih autora (Dedakia i Majumdar, 2012;
Kumar i sar., 2011; Ramadan i sar., 2013; Shishu i sar., 2009). Pri izboru ulja, pored procene
rastvorljivosti aktivne supstance, kao dodatni Kriterijum razmatrana je i pogodnost ulja za
mikroemulgovanje. Prema podacima iz literature, rastvorljivost aciklovira u biljnim uljima je
relativno visoka (npr. u sojinom ulju (15 = 0,5 mg/ml), maslinovom ulju (3,0 £ 0,1 mg/ml) i
suncokretovom ulju (9,3 £ 0,3 mg/ml) (Dedakia i Majumdar, 2012)), medutim, navedena ulja
sadrze trigliceride dugog lanca koji nisu povoljni za spontano formiranje kapljica nanometarskih
dimenzija i1 dispergovanje u vodenoj fazi, u kombinaciji sa nejonskim tenzidima tipa
polioksietilena 1 poligliceril estara masnih kiselina. Kao Sto je ve¢ pokazano (Peki¢ 1 Primorac,
2008), ulja sa relativno niskom molarnom zapreminom, kao Sto su trigliceridi srednje duZine
lanca i estri masnih kiselina, u kombinaciji sa nejonskim tenzidima polioksietilenskog tipa i
poliglicerolskih estara masnih kiselina, su prikladniji za mikroemulgovanje. Takode, studija
Ramadana 1 saradnika (2013) ukazala je na to da ulja sa malom molarnom zapreminom,
ukljucujuéi trigliceride srednje duzine lanca, omogucavaju vecu rastvorljivost aciklovira u
odnosu na druga ulja. Zbog toga su trigliceridi srednje duzine lanca izabrani kao ulje za pripremu
pseudoternernih sistema u ovoj fazi eksperimentalnog rada. Eksperimentalno odredena
rastvorljivost aciklovira u ovom ekscipijensu iznosila je 4,87 mg/ml, a bila je 1 znac¢ajno veca od
ve¢ objavljene rastvorljivosti u ovom ulju (Tabela 8) i od eksperimentalno odredene
rastvorljivosti u oleinskoj kiselini koja je takode razmatrana kao potencijalni sastojak formulacije
(3,305 mg/ml). Dobijeno odstupanje izmedu podataka o rastvorljivosti koji su objavili razli¢iti
autori moze se pripisati potencijalnim kvantitativnim i kvalitativnim razlikama izmedu
komercijalno dostupnih ekscipijenasa razliCitih proizvodaca 1/ili raznolikosti eksperimentalnih

pristupa i analiti€¢kih metoda koje su koriS¢ene za odredivanje ovog parametra.

Surfaktanti koji su bili razmatrani kao potencijalni sastojci SMEDDS odabrani su u skladu sa
relevantnim podacima iz studija koje su pokazale da su povoljni za izradu samo-dispergujuéih
formulacija i smatra se da mogu uticati na povecanje bioloske raspoloZivosti oralno primenjenih
aktivnih supstanci (Fatouros i sar., 2007; Hauss, 2007). Nejonski tenzidi tipa polioksietilenskih
derivata (Labrasol® (HLB 12), polisorbat 20 (~ HLB 16,7), i Kolliphor® RH40 (HLB 14 — 16))

su ispitani kao potencijalni surfaktanti.
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Mikroemulzioni sistemi, kao i SMEDDS, koji prakticno predstavljaju mikroemulzione
prekoncentrate, uobicajeno se formulisu sa visokim koncentracijama povrsinski aktivnih materija
da bi se obezbedio nizak medupovrsinski napon koji je preduslov za proces mikroemulgovanja
(Wennerstrom i sar., 2006). Medutim, visoki nivoi surfaktanta Cesto nisu prihvatljivi zbog
nezeljenih efekata u GIT-u ili ekonomskih razloga. Zbog toga je izbor vrste povrSinski aktivnih
materija i njihovih koncentracija od klju¢nog znacaja prilikom dizajna ovih sistema. Dobro je
poznato da inkorporiranje drugog amfifila, kao kosurfraktanta, omogucava odrzavanje
efikasnosti surfaktanta kao kada se on primenjuje u odredenoj koncentraciji samostalno
(Hiuberts i Shah, 1997; Sagitani i Friberg, 1980). Interesovanje za koris¢enje biokompatibilnih
nejonskih surfaktanata nize HLB vrednosti kao kosurfaktanta u SMEDDS je potencijalno
znacajno za postizanja vece stabilnosti sistema, kao 1 nize toksi¢nosti 1 iritacije u GIT-u
(Lawrence i Rees, 2000), medutim, ovaj pristup do sada nije detaljno proucavan. U cilju
povecanja biokompatibilnosti SMEDDS sa aciklovirom, u okviru ove faze istrazivanja je
razmotrena moguénost upotrebe poligliceril-3-dioleata (Plurol® Oleique CC 497), kao
kosurfaktanta. To je nejonski surfaktant iz grupe biorazgradivih i1 biokompatibilnih

poliglicerolskih glicerida niske HLB vrednosti (HLB ~ 3).

Podaci u literaturi za rastvorljivost aciklovira bili su dostupni za polisorbat 20 i Labrasol®, a
znacajno su se razlikovali medu studijama razliCitih istrazivaca (Tabela 8). Eksperimentalno
odredene vrednosti za rastvorljivost aciklovira za ova dva surfaktanta bile su znac¢ajno razlicite u
poredenju sa literaturnim podacima. S druge strane, eksperimentalno odredene vrednosti za
rastvorljivost aciklovira bile su sli¢cne medusobno i kod surfaktanata visoke HLB vrednosti, kao i
kod kosurfaktanta, ¢ija je HLB vrednosti bila znatno niza, Sto je moglo da se smatra kao dodatna
pogodnost pri izboru kosurfaktanta za formulisanje SMEDDS sa ovom aktivnom supstancom
(Tabela 8).

Na osnovu literaturnih podataka, makrogol 400 i1 glicerol se mogu smatrati hidrofilnim
korastvara¢ima sa visokom rastvorljivos¢u aciklovira (Tabela 8). Rastvorljivost u ovim
korastvarac¢ima, koja je eksperimentalno odredena u ovom istraZivanju, bila je takode slicna sa
podacima dobijenim za rastvorljivost u surfaktanatima. Relativho visoke vrednosti

eksperimentalno odredene rastvorljivosti aciklovira u izabranim ekscipijensima Cinile su ih
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odgovaraju¢im kandidatima za formulaciju samo-dispergujucih sistema sa potencijalno visokim

kapacitetom za inkorporiranje ove aktivne supstance.

41.2. Fazno ponasanje pseudoternernih sistema tipa
ulje/surfaktant/kosurfaktant/korastvarac

Ukupno je pripremljeno 60 pseudoternernih sistema tipa trigliceridi srednje duZzine
lanaca/surfaktant/poligliceril-3-dioleat/korastvara¢ koji su se medusobno razlikovali po vrsti
surfaktanta, masenom odnosu surfaktanta i kosurfaktanta (Km vrednost), vrsti i sadrzaju
korastvaraca, kako je prethodno opisano u tabelama 4 i 5. Na slici 6 prikazan je kvantitativni
sastav  pripremljenith  pseudoternernih  sistema  tipa  trigliceridi  srednje = duZine
lanaca/surfaktant/poligliceril-3-dioleat/korastvara¢ u faznom dijagramu tipa izotermskog
psudoternernog trougla. Kao pseudokomponenta u faznom trouglu prikazan je zbir udela ulja
(10%) 1 korastvaraca (20%, odnosno, 30%).

0%

Surfaktant Kosurfaktant

50% >0%
]

0%

100% 50% 0%
Uljetkorastvarac

Slika 6. Fazni dijagram tipa pseudoternernog trougla sa prikazanim kvantitativnim sastavom
ispitivanih pseudoternernih sistema tipa trigliceridi srednje duZine lanaca/surfaktant/poligliceril-3-

dioleat/korastvarad sa 20% korastvaraca (o) i 30% korastvaraca (o)
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Pripremljeni pseudoternerni sistemi su bili homogeni i transparentni (izmereni procenat
transmitance (% T) iznosio je > 99%). Pripremljeni uzorci sa aciklovirom su ¢uvani 48 ¢asova
pod ambijentalnim uslovima. Tokom i nakon ovog perioda nisu uocene promene njihovih
organoleptiCkih osobina (boja, homogenost, prozirnost) koje bi ukazivale na nepotpunu
uzajamnu rastvorljivost (mesljivost) ekscipijenasa. Ispitan je njihov kapacitet za inkapsulaciju
aciklovira, a eksperimentalno odredene vrednosti za rastvorljivost aciklovira u ispitivanim

pseudoternernim sistemima su prikazane na slikama 7-10.

[] Polisorbat 20 B Kolliphor® RH40 [ Labrasol®
35 -

30
25
20
15

10

Kapacitet za inkapsulaciju aciklovira (mg/ml)

0,11 0,43 1,0 2,33 9,0
Km

Slika 7. Kapacitet za inkapsulaciju aciklovira u funkciji Km ispitivanih pseudoternernih sistema koji
sadrie razlicite surfaktante (polisorbat 20, Kolliphor® RH40 ili Labrasol®) i korastvaraé glicerol u
koncentraciji 20%
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[ ] Polisorbat 20 B Kolliphor® RH40 [ Labrasol®
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Kapacitet za inkapsulaciju aciklovira (mg/mil)

o
|

0,11 0,43 1,0 2,33 9,0
Km

Slika 8. Kapacitet za inkapsulaciju aciklovira u funkciji Km ispitivanih pseudoternernih sistema koji

sadrie razlidite surfaktante (polisorbat 20, Kolliphor® RHA40 ili Labrasol®) i korastvara¢ makrogol 400
u koncentraciji 20%

[] Polisorbat 20 B Kolliphor® RH40  [l] Labrasol®

w w
o (4.1
1 ]

25

- - N
(= 4.} (=
1 1 |

o
1

Kapacitet za inkapsulaciju aciklovira (mg/mil)

o
|

0,11 0,43 1,0 2,33
Km

Slika 9. Kapacitet za inkapsulaciju aciklovira u funkciji Km ispitivanih pseudoternernih sistema koji

sadrie razlicite surfaktante (polisorbat 20, Kolliphor® RH40 ili Labrasol®) i korastvaraé glicerol u
koncentraciji 30%
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[] Polisorbat 20 B Kolliphor® RH40  [l] Labrasol®
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Kapacitet za inkapsulaciju aciklovira (mg/ml)

o
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0,11 0,43 1,0 2,33
Km

Slika 10. Kapacitet za inkapsulaciju aciklovira u funkciji Km ispitivanih pseudoternernih sistema koji

sadrie razlicite surfaktante (polisorbat 20, Kolliphor® RH40 ili Labrasol®) i korastvaraé makrogol 400
u koncentraciji 30%

Rastvorljivost aciklovira u ispitivanim pseudoternernim sistemima varirala je od 0,18 mg/ml do
31,66 mg/ml. UocCeno je da vrsta surfaktanta i korastvaraca, kao i njihove koncentracije znacajno
utiCu na kapacitet ispitivanih pseudoternernih sistema za inkorporiranje lekovite supstance.
Maksimalna rastvorljivost aciklovira je odredena u sistemima koji su pripremljeni sa 20%
glicerola i iznosila je 5,92 mg/ml, 10,98 mg/ml i 24,06 mg/ml, kada su kao surfaktanti koris¢eni
polisorbat 20, Labrasol® i Kolliphor® RH40, redom. U sistemima sa polisorbatom 20 i
Kolliphor® RH40 primeéeno je da povecanje vrednosti Km (tj. sadrzaja surfaktanta u smesi sa
kosurfaktantom) poveéava rastvorljivost aciklovira, dok se u sistemima sa Labrasol®-om
kapacitet inkorporiranja lekovite supstance nije znacajno promenio u ispitivanom opsegu Km
vrednosti (Slika 7). Rastvorljivost aciklovira u pseudoternernim sistemima sa 20% glicerola i sa
Labrasol®-om ili polisorbatom 20 bila je u domenu rastvorljivosti lekovite supstance u

pojedina¢nim surfaktantima. Kapacitet za inkorporiranje aciklovira u pseudoternernom sistemu
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sa 20% glicerola i polisorbatom 20 bio je slican rastvorljivosti lekovite supstance u trigliceridima

srednje duzine lanca koji su upotrebljeni kao lipidna komponenta.

Rastvorljivost aciklovira u pseudoternernim sistemima koji su pripremljeni sa 20% makrogola
400 i Labrasol®-om takode nije bila znatajno promenjena na razli¢itim Km vrednostima, a
kretala se od 8,06 mg/ml do 10,09 mg/ml. Medutim, kada je kao surfaktant upotrebljen
polisorbat 20, rastvorljivost se smanjivala od 7,9 mg/ml do 4,77 mg/ml sa pove¢anjem Km
vrednosti, a kada je Kolliphor® RH40 kori¢en kao surfaktant kretala se u opsegu od 4,28 do
9,04 mg/ml (Slika 8). Ovi rezultati su bili u opsegu rastvorljivosti aciklovira u pojedina¢nim
ekscipijensima (Tabela 8). Prema tome, izbor korastvaraca, odnosno zamena glicerola sa
makrogolom 400, imao je uticaj na kapacitet inkorporiranja aciklovira samo u pseudoternernim

sistemima pripremljenim sa Kolliphor® RH40.

Maksimalna rastvorljivost aciklovira u pseudoternernim sistemima kod kojih je glicerol
upotrebljen u koncentraciji od 30%, bila je 8,65 mg/ml, 11,49 mg/ml i 31,66 mg/ml, kada je kao
surfaktant koris¢en polisorbat 20, Labrasol® i Kolliphor® RH40, redom. Sli¢no kao i za
pseudoternerne sisteme sa 20% glicerola, primeceno je da je rastvorljivost aciklovira bila sli¢na
kao u pojedina¢nim ekscipijensima kada se kao surfaktant koristi polisorbat 20 ili Labrasol®. U
prisustvu surfaktanta Kolliphor® RH40 doslo je do povecanja rastvorljivosti sa poveéanjem Km
vrednosti (Slika 9).

Rastvorljivost aciklovira u pseudoternernim sistemima pripremljenim sa 30% makrogol 400, bila
je nedto visa u prisustvu polisorbata 20 (6,75 - 12,15 mg/ml) i Labrasol®-a (5,27 - 10,9 mg/ml)
(Slika 10), u poredenju sa pseudoternernim sistemima koji su pripremljeni sa nizim
koncentracijama istog korastvaraca (Slika 8). Medutim, samo u sistemima koji u svom sastavu
imaju Kolliphor® RH40, rastvorljivost lekovite supstance se zna¢ajno poveéala u opsegu od 8,67

mg/ml do 18,02 mg/ml, §to je praceno povecanjem Km vrednosti (Slika 10).

Prikazani rezultati pokazali su da povecanje koncentracije korastvaraca, glicerola ili makrogola
400, uprkos smanjenju ukupnog sadrzaja nejonskih surfaktanata i ulja, moze dovesti do

povecéanja rastvorljivosti aciklovira u pseudoternernim sistemima sa sadrzajem korastvaraca u
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koncentraciji od 30%, kada je Kolliphor® RH40 koris¢en kao surfaktant. Izbor korastvarata za
obe ispitivane koncentracije, uticao je na rastvorljivost aciklovira u uzorcima, koja je bila
povecana prilikom upotrebe glicerola, iako je eksperimentalno odredeno da je rastvorljivost
aciklovira u oba korastvaraca bila sli¢na (Tabela 8). Osim toga, uticaj Km vrednosti na kapacitet
inkapsulacije aciklovira u pseudoternernim sistemima bio je najizrazeniji u sistemima izradenim
sa Kolliphor®-om RH40 i dostigao je maksimum pri najviSem ispitivanom Km (9,0) u prisustvu:
20% glicerola (24,6 mg/ml), 20% makrogola 400 (18,02 mg/ml) i 30% glicerola (31,66 mg/ml).
Dobijeni rezultati su ukazivali da je polarnost ovih sistema bila najpovoljnija za rastvaranje

aciklovira.

U nastavku istrazivanja kod formulisanih pseudoternernih sistema sa aciklovirom ispitivan je

uticaj formulacionih parametara na disperzibilnost i in vitro permeabilnost aktivne supstance.

4.1.3. Uticaj surfaktanata, kosurfaktanta i Kkorastvarac¢a na disperzibilnost ispitivanih
pseudoternernih sistema sa aciklovirom

Disperzibilnost pseudoternernih sistema trigliceridi srednje duzine lanaca/surfaktant/poligliceril-
3-dioleat/korastvara¢ sa aciklovirom je procenjena u vodenim medijumima razli¢itih pH
vrednosti. Sve ispitivane formulacije brzo su formirale vodene disperzije. Dobijene disperzije su
posmatrane kako bi se vizuelno proverila njihova prozirnost i homogenost. Koris¢enjem tehnike
UV/Vis spektrofotometrije izmerena je transmitanca (%T) nastalih disperzija i odredena je

prosecna veli¢ina kapi i njihova raspodela primenom tehnike PCS.
Na slikama 11 i 12 prikazana je raspodela veli¢ine kapi prema intenzitetu rasute svetlosti u

disperzijama koje su dobijene iz pseudoternernih sistema koji su u svom sastavu imali Labrasol®

kao surfaktant i glicerol kao korastvara¢. Njihova transmitanca navedena je u tabeli 9.
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Slika 11. Raspodela veli¢ine kapi prema intenzitetu rasute svetlosti u disperziji pseudoternernih
sistema sa acikloviromu 0,1 M HCI (a) i fosfathom puferu pH 7,2 (b). Pseudoternerni sistemi su
pripremljeni sa Labrasol®-om kao surfaktantom i 20% glicerola, a Km vrednost je iznosila: 9,0 (=),
2,33 (=), 1,0 (), 0,43 (==) i 0,11 (=)
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Slika 12. Raspodela veli¢ine kapi prema intenzitetu rasute svetlosti u disperziji pseudoternernih sistema
sa acikloviromu 0,1 M HCI (a) i fosfatnom puferu pH 7,2 (b). Pseudoternerni sistemi su pripremljeni
sa Labrasol®-om kao surfaktantom i 30% glicerola, a Km vrednost je iznosila: 9,0 (==), 2,33 (=), 1,0
(+), 0,43 (==) i 0,11 (=)
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Tabela 9. Transmitanca (%T) disperzija pseudoternernih sistema sa aciklovirom i Labrasol®-om u

kiselom i baznom medijumu (n=3) koji sadrze korastvarac glicerol u koncentraciji 20% i 30%

Koncentracija glicerola Km 0,1 M HCI Fosfatni pufer pH 7,2
% (T) % (T)
20% 9,00 0,53 +0,05 0,67 £0,03
2,33 0,33 +£0,02 0,33+£0,01
1,00 0,46 £0,03 0,65 0,03
0,43 0,83+£0,01 0,11 +£0,02
0,11 0,85+0,01 0,13+0,01
30% 9,00 0,83 £0,02 16,37 £1,33
2,33 0,29 £0,01 0,46 £ 0,02
1,00 0,74 £0,05 0,73£0,04
0,43 0,12 £0,02 0,15+0,01
0,11 1,81 £ 0,01 0,10 £0,01

Primecen je znacCajan uticaj vrste surfaktanta, Km vrednosti 1 vrste i koncentracije korastvaraca
na %T, Z-ave i Pdl dobijenih disperzija. Transmitanca uzoraka disperzija pripremljenih iz
sistema sa Labrasol®-om je bila manja od 20% (Tabela 9), a prosetna veli¢ina kapi bila je u
opsegu od 200 — 1000 nm u Kiseloj sredini (0,1 M HCI), i od 300 nm do 1500 nm u baznom
medijumu (fosfatni pufer pH 7,2), sa visokim indeksom polidisperziteta (Pdl > 0,250) (Slike 11 i
12). Ovo ukazuje na vrlo ogranienu sposobnost sistema koji sadrze Labrasol® za samo-
dispergovanje u ispitivanim vodenim medijumima kako bi se formirala mikroemulzija (samo-
mikroemulgovanje), te nisu ispunili kriterijume na osnovu kojih su mogli da budu klasifikovani

kao SMEDDS, i to za sve ispitivane Km vrednosti.
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Raspodela veli¢ine kapi u disperzijama pseudoternernih sistema koji su kao surfaktant sadrzali
polisorbat 20 i kao korastvara¢ glicerol prikazana je na slikama 13 i1 14. Njihova transmitanca
navedena je u tabeli 10. Pseudoternerni sistemi sa polisorbatom 20 takode nisu ispunili
kriterijume koji su postavljeni za SMEDDS. Iako je prosecna veli¢ina kapi bila u rasponu od 5 —
300 nm u oba medijuma, u ovim uzorcima raspodela veli¢ine kapi je bila veoma Siroka i u nekim
slucajevima je bila bimodalna ili su uoceni viSestruki pikovi, tako da se moglo smatrati da
vrednosti Z-ave nisu imale fizicki znacaj. Godderris i saradnici su na sli¢an nacin tumacili

rezultate analize veli¢ine kapi u polidisperznim nanodisperzijama (Goddeeris i sar., 2006).
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Slika 13. Raspodela veli¢ine kapi prema intenzitetu rasute svetlosti u disperziji pseudoternernih
sistema sa acikloviromu 0,1 M HCI (a) i fosfatnom puferu pH 7,2 (b). Pseudoternerni sistemi su
pripremljeni sa polisorbatom 20 kao surfaktantom i 20% glicerola, a Km vrednost je iznosila: 9,0
(=), 2,33 (=), 1,0 (), 0,43 (==) i 0,11 (—)
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Slika 14. Raspodela veli¢ine kapi prema intenzitetu rasute svetlosti u disperziji pseudoternernih sistema
sa acikloviromu 0,1 M HCI (a) i fosfatnom puferu pH 7,2 (b). Pseudoternerni sistemi su pripremljeni
sa polisorbatom 20 kao surfaktantom i 30% glicerola, a Km vrednost je iznosila: 9,0 (=), 2,33 (=),
1,0 (), 0,43 (=) i 0,11 (=)
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Tabela 10. Transmitanca (%T) disperzija pseudoternernih sistema sa aciklovirom i polisorbatom 20 u

kiselom i baznom medijumu (n=3) koji sadrie korastvarac glicerol u koncentraciji 20% i 30%

Koncentracija glicerola Km 0,1 M HCI Fosfatni pufer pH 7,2
% (T) % (T)
20% 9,00 97,24 + 1,17 68,33+ 1,05
2,33 0,27 £0,02 0,14 £0,02
1,00 0,06 +0,03 0,04 +0,03
0,43 0,05 £ 0,02 0,04 £0,01
0,11 0,03+0,01 0,02 £0,01
30% 9,00 0,06 £ 0,02 0,04 £0,03
2,33 0,07 +0,03 0,05 + 0,03
1,00 0,04 +0,02 0,04 +0,02
0,43 0,02 +0,01 0,04 +0,02
0,11 0,03+0,01 0,03+0,01

Rezultati u vezi sa disperzibilnoS¢u pseudoternernih sistema koji su u svom sastavu imali
surfaktante Labrasol® i polisorbat 20 u kombinaciji sa hidrofobnim kosurfaktantom poligliceril-
3-dioleatom ukazivali su na njihovu nedovoljnu sposobnost za stabilizaciju nanodisperzija tipa

ulje — u — vodi i za solubilizaciju aciklovira.

Za razliku od pseudoternernih sistema sa Labrasol®-om i polisorbatom 20, disperzije odredenih
pseudoternernih sistema pripremljenih sa Kolliphor®-om RH40 imali su karakteristike koje su
bile u skladu sa postavljenim kriterijumima za SMEDDS. Poredak HLB vrednosti ispitivanih
surfaktanta bio je: polisorbat 20 > Kolliphor® RH40 > Labrasol®, dok se duZina
polioksietilenskog lanca smanjivala slede¢im redosledom: Kolliphor® RH40 > polisorbat 20 >

Labrasol®. Prema tome, uoene razlike u smislu disperzibilnosti pseudoternernih sistema
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pripremljenih sa razli¢itim surfaktantima, mogle su se objasniti pre svega razlikama u njihovoj

hemijskoj strukturi i sposobnosti za solubilizaciju ulja i lekovite supstance u vodenoj fazi, nego

sa HLB vrednostima. Kao S§to je poznato, moguénost solubilizacije nejonskih surfaktanata

polioksietilenskog tipa povecava se sa pove¢anjem duzine hidrofilnog polioksietilenskog lanca

(Peki¢ i Primorac, 2008). Detaljni rezultati merenja transmitance i karakterizacija veli¢ine kapi

nakon dispergovanja uzoraka sa aciklovirom i Kolliphor® RH40 u kiselom i baznom medijumu,

prikazani su u tabelama 11-14 i na slikama 15-18.

Tabela 11. Transmitanca (%T) disperzija pseudoternernih sistema sa aciklovirom i Kolliphor® RH40 u

kiselom i baznom medijumu (n=3) koji sadrie korastvarac glicerol u koncentraciji 20% i 30%

Koncentracija glicerola Km 0,1 M HCI Fosfatni pufer pH 7,2
% (T) % (T)

20% 9,00 96,75 + 1,58 96,53 +1,43
2,33 80,82 £ 0,93 49,95 + 1,33
1,00 0,66 +0,07 0,12 +0,03
0,43 0,09 +0,01 0,10+0,01
0,11 0,05+0,01 0,09 +0,02

30% 9,00 84,39 +£1,60 10,73 +2,44
2,33 80,73 3,80 80,03 1,27
1,00 0,21 +0,05 0,02 + 0,01
0,43 0,22+0,06 0,14+0,02
0,11 0,07+0,02 0,04+0,01
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Medu ispitivanim formulacijama, najvec¢i procenat transmitance (%T > 95%) izmeren je u
disperzijama pseudoternernog sistema koji sadrzi 20% glicerola, pri Km 9,0 (Tabela 11), tj. kada
sadrzaj surfaktanta viSestruko prevladava nad sadrzajem kosurfaktanta. Ovo je bilo ocekivano
usled niske solubilizacione mo¢i kosurfaktanta, pa se solubilizaciona mo¢ smese surfaktanta i
kosurfaktanta povecavala sa povecanjem Km i dostize maksimum pri maksimalnom ispitivanom
udelu surfaktanta u smesi (Km 9,0). Medutim, u preliminarnom ispitivanju sli¢nih ternernih
sistema ulje/surfaktant/korastvara¢, bez kosurfaktanta, pokazano je da njihove karakteristike u
pogledu homogenosti, transparentnosti i disperzibilnosti u kori§¢enim vodenim medijumima nisu

bile zadovoljavajucée kako bi se oni mogli klasifikovati kao SMEDDS.

Procenat transmitance koji je izmeren za pseudoternerni sistem koji sadrzi 20% glicerola pri Km
2,33 je bio 80,82% u kiselom medijumu, ali je u baznom medijumu bio manji od 50% (Tabela
11). Vrednost ovog parametra bila je manja od 50% za disperzije svih ostalih ispitivanih
pseudoternernih sistema, a kod Km < 1,0 bile su manje od 1%. Kod pseudoternernih sistema koji
sadrze viSe koncentracije korastvaraca (30% glicerola), maksimalna vrednost transmitance
iznosila je do 84,39% u disperzijama pri Km 9,0 i 2,33. Procenat transmitance kod ostalih
disperzija dobijenih iz drugih pseudoternernih sistema sa 30% glicerola, bio je veoma nizak (%T
< 1%) na Km < 1,0, u oba medijuma (Tabela 11). Uoceno je da se izgled disperzija menjao od
prozirnih, preko opalescentnih do zamucenih, a procenat transmitance se smanjivao od vrednosti
blizu 100% do vrednosti manje od 1%, srazmerno smanjenju sadrzaja surfaktanta u smesi sa
kosurfaktantom. Dobijeni rezultati su povezani sa smanjenjem hidrofilnosti ispitivanih sistema
pri Km < 1,0, pri ¢emu je doslo do gubitka sposobnosti spontanog dispergovanja

(mikroemulgovanja) nakon meSanja sa upotrebljenim vodenim medijumima.
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Slika 15. Raspodela veli¢ine kapi prema intenzitetu rasute svetlosti u disperziji pseudoternernih sistema
sa acikloviromu 0,1 M HCI (a) i fosfatnom puferu pH 7,2 (b). Pseudoternerni sistemi su pripremljeni

sa Kolliphor®-om RH40 kao surfaktantom i 20% glicerola, a Km vrednost je iznosila: 9,0 (=), 2,33
(=), 1,0 (), 043 (=)i011(—)
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Slika 16. Raspodela veli¢ine kapi prema intenzitetu rasute svetlosti u disperziji pseudoternernih sistema
sa acikloviromu 0,1 M HCI (a) i fosfatnom puferu pH 7,2 (b). Pseudoternerni sistemi su pripremljeni

sa Kolliphor®-om RH40 kao surfaktantom i 30% glicerola, a Km vrednost je iznosila: 9,0 (=), 2,33
(=), 1,0 (), 043 (=) i011(—)
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Tabela 12. Prosecna veli¢ina kapi (Z-ave) i polidisperzni indeks (Pdl) ispitivanih pseudoternernih
sistema sa aciklovirom koji sadrfe Kolliphor® RH 40 kao surfaktant i glicerol kao korastvaraé u
koncentraciji 20% i 30% nakon dispergovanja u vodenim medijumima (0,1 M HCI i fosfatni pufer pH
7,2) (srednja vrednost + S.D., n=3)

.. Km 0,1 M HCI Fosfatni pufer pH 7,2
Koncentracija
glicerola Z-ave Pdl Z-ave Pdl
20% i
9,00 22,91+1,16 0,128+0,016 30,12+5,97 0,172+0,032
2,33 47 53+1,04 0,545+0,098 86,71+5,38 0,818+0,189
1,00 236,6+12.4 0,053+0,043 268,5+7,9 0,726+0,445
0,43 173,8+2,8 0,160+0,129 267+18 1,00
0,11 43,59+1,20 0,411+0,048 214,7+32.2 0,348+0,241
30%
9,00 29,86+1,52 0,61+0,050 360743931 0,902+0,109
2,33 42,12+2,17 0,139+0,006 37,46+1,23 0,15+0,019
1,00 161,249,5 0,228+0,031 193,346,3 0,059+0,008
0,43 862,2+84,7 1,00 629,2+167,8 | 0,619+0,473
0,11 169,6+20,6 0,156+0,104 42,46+2,17 0,374+0,074

'SMEDDS1, "SMEDDS3

Uticaj Km vrednosti i vrste i udela korastvaraca na Z-ave i indeks polidisperziteta (Pdl) u
ispitivanim disperzijama prikazan je u tabeli 12 i na slikama 15 i 16. Rezultati karakterizacije
veli¢ine kapi bili su u skladu sa rezultatima merenja transmitance za disperzije koje su
pripremljene iz pseudoternernog sistema koji je klasifikovan kao SMEDDS, a imao je u svom
sastavu 20% glicerola pri Km 9,0. Procenat transmitance ovog sistema je bio blizu 100% i
odgovarao je prosecnoj veli¢ini kapi koja je u opsegu nanoveli¢ina. Z-ave vrednost u ovom

sistemu sa glicerolom je iznosila je 22,91 nm (u kiselom medijumu) i 30,12 nm (u alkalnom
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medijumu) (Tabela 12), dok su raspodele veli¢ine kapi bile monomodalne u relativno uskom
opsegu veli¢ina (PdI < 0,250) (Slika 15 i 16). Zbog toga se moglo ocekivati da ovaj sistem
verovatno moze da formira mikroemulziju sa inkorporiranim aciklovirom nakon dispergovanja u
kiseloj i baznoj vodenoj sredini u Zelucu, odnosno, tankom crevu. Ostali pseudoternerni sistemi
koji su u svom sastavu imali 20% glicerola nisu imali disperzibilnost i transmitancu u okviru
granica koje su postavljene kao kriterijumi za njihovo diferenciranje kao SMEDDS.
Pretpostavljeno je da ovi sistemi verovatno imaju nisku i nedovoljnu hidrofilnost, jer imaju nizi
sadrzaj surfaktanta i ne mogu da obezbede oCuvanje integriteta medupovrSinskog filma, pa se
nakon dispergovanja u vodenim medijumima ne formira termodinamicki stabilna nanodisperzija
ve¢ nastaju privremeno stabilne (metastabilne) ili fizicki nestabilne disperzije. Fizicka
nestabilnost formiranih disperzija verovatno se ogleda u flokulaciji i koalescenciji kapi uljane
faze, Sto povecava njihov polidisperzitet 1 smanjuje transmitancu. Pored toga, u fizicki
nestabilnim disperzijama kapacitet za solubilizaciju aktivne supstance moze biti ogranicen,
odnosno, povecava se rizik od njene precipitacije, Sto je takode moglo da doprinese smanjenju

vrednosti transmitance.

Vrednosti ispitivanih parametara kod disperzija pseudoternernih sistema koji su u svom sastavu
imali 30% glicerola pri Km vrednosti 2,33 bile su u okviru postavljenih granica za SMEDDS
(Tabela 12, Slika 16). Rezultati su pokazali da ukoliko se poveca koncentracija korastvaraca od
20% do 30%, optimalna hidrofilnost i disperzibilnost sistema su bili postignuti sa nizim udelom
surfaktanta, tj. pri nizim Km vrednostima. Iz tabele 12 moze se videti da je vrednost Z-ave u
disperzijama koje su dobijene iz sistema pripremljenih sa 30% glicerola u kiselom i alkalnom
medijumu pri Km vrednosti 2,33, bila nesto veca (42,12 nm i 37,46 nm, redom), u poredenju sa
disperzijama koje su dobijene iz odgovarajucih sistema pripremljenih sa 20% glicerola pri Km
9,0. Uoceno povecanje veli¢ine kapi pripisano je razlikama u koncentraciji lekovite supstance,
surfaktanta, kosurfaktanta i korastvaraca, izmedu sistema, $to se moglo odraziti i na geometriju
medupovrsinskog filma i na hidrodinamicki pre¢nik dispergovane faze. Veéa Z-ave vrednost kod
sistema sa 30% glicerola bila je povezana sa nizim sadrzajem surfaktanta kao glavne

komponente medupovrSinskog filma.
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Rezultati odredivanja disperzibilnosti pseudoternernih sistema sa razli¢itim vrstama surfaktanata
(polisorbat 20, Kolliphor® RH40, Labrasol®) i glicerolom kao korastvaratem (20%, 30%)
pokazali su da su karakteristike SMEDDS imali samo oni koji su izradeni sa surfaktantom
Kolliphor® RH 40. Ostali sistemi koji su izradeni od polisorbata 20 i Labrasola® su iskljuceni iz
daljih istrazivanja, a u nastavku je ispitana i disperzibilnost pseudoternernih sistema sa

Kolliphorom® RH40, kori§éenjem makrogola 400 kao korastvaraca.

Tabela 13. Transmitanca (%T) disperzija pseudoternernih sistema sa aciklovirom i Kolliphor® RH40 u

kiselom i baznom medijumu (n=3) koji sadrZe korastvara¢ makrogol 400 u koncentraciji 20% i 30%

Koncentracija Km 0,1 M HCI Fosfatni pufer pH 7,2
makrogola 400
% (T) % (T)
20% 9,00 95,26 £1,16 95,82 £1,22
2,33 38,60 + 1,56 8,48 + 2,18
1,00 0,29 £0,01 0,06 £ 0,02
0,43 0,07 £0,01 0,08 £0,01
0,11 0,07 £0,01 0,05 £0,03
30% 9,00 83,96 + 4,40 86,25 +2,12
2,33 85,08 + 1,63 63,88 + 1,85
1,00 1,90 0,06 0,11+0,03
0,43 1,96 + 0,09 0,08 + 0,02
0,11 0,06 +0,01 0,04 +0,01

Medu ispitivanim formulacijama sa makrogolom 400 kao korastvaracem, najveéi procenat
transmitance (%T > 95%) izmeren je u disperzijama pseudoternernog sistema Koji sadrzi 20%

makrogola 400, pri maksimalnom ispitivanom udelu surfaktanta u smesi (Km 9,0) (Tabela 13),
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dok je procenat transmitance bio manji od 50% =za disperzije svih ostalih ispitivanih
pseudoternernih sistema, a kod Km < 1,0 bio je manji od 1%. Kod pseudoternernih sistema koji
sadrze viSe koncentracije korastvaraca (30% makrogola 400), maksimalna vrednost transmitance
iznosila je do 86,25% u disperzijama pri Km 9,0 i 2,33. Procenat transmitance kod ostalih
disperzija dobijenih iz drugih pseudoternernih sistema sa 30% makrogola 400, bio je veoma
nizak (%T < 2%) na Km < 1,0, u oba medijuma (Tabela 13).
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Slika 17. Raspodela veli¢ine kapi prema intenzitetu rasute svetlosti u disperziji pseudoternernih sistema
sa acikloviromu 0,1 M HCI (a) i fosfatnom puferu pH 7,2 (b). Pseudoternerni sistemi su pripremljeni
sa Kolliphor®-om RH40 kao surfaktantom i 20% makrogola 400, a Km vrednost je iznosila: 9,0 (—),
2,33 (=), 1,0 (), 0,43 (==) i 0,11 (=)
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Slika 18. Raspodela veli¢ine kapi prema intenzitetu rasute svetlosti u disperziji pseudoternernih sistema
sa acikloviromu 0,1 M HCI (a) i fosfatnom puferu pH 7,2 (b). Pseudoternerni sistemi su pripremljeni
sa Kolliphor®-om RH40 kao surfaktantom i 30% makrogola 400, a Km vrednost je iznosila: 9,0 (—),
2,33 (=), 1,0 (), 0,43 (==) i 0,11 (=)
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Tabela 14. Prosecna veli¢ina kapi (Z-ave) i polidisperzni indeks (Pdl) ispitivanih pseudoternernih
sistema sa aciklovirom koji sadre Kolliphor® RH 40 kao surfaktant i makrogol 400 kao korastvaraé u
koncentraciji 20% i 30% nakon dispergovanja u vodenim medijumima (0,1 M HCI i fosfatni pufer pH
7,2) (srednja vrednost + S.D., n=3)

.. Km 0,1 M HCI Fosfatni pufer pH 7,2
Koncentracija
makrogola Z-ave Pdl Z-ave Pdl
400
20% i
9,00 23,86 +1,43 0,203 + 0,003 2477 +155 | 0,202 +0,010
2,33 82,97 + 14,03 0,928 + 0,125 153+ 14,3 0,673 £ 0,023
1 187,1 £ 16,5 0,248 + 0,152 99,52 +4,29 | 0,534 +0,082
0,43 91,22 + 4,37 0,074 + 0,089 143+ 6 0,987 + 0,023
0,11 74,43 + 2,53 0,57 £0,033 36,14 +1,69 | 0,253+0,018
30%
9,00 244 + 3 0,535 + 0,058 32,03+1,58 | 0,438 +0,006
2,33 43,37 +£1,48 0,506 + 0,048 54,61 +3,06 | 0,752 +0,022
1 222,3+215 0,264 + 0,047 104,3+3,1 0,629 + 0,157
0,43 204,2 + 25,2 0,134 + 0,055 189,4 +5,.2 0,340 £ 0,160
0,11 93,01 +5,17 0,425 + 0,114 41,77 £3,05 | 0,299 + 0,055
"SMEDDS2
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U tabeli 14 i na slikama 17 i 18 je prikazan uticaj Km vrednosti i udela korastvaraca (makrogola
400) na Z-ave i indeks polidisperziteta (Pdl) u ispitivanim disperzijama. Kao i kod formulacija sa
glicerolom, rezultati karakterizacije veli¢ine kapi bili su u skladu sa rezultatima merenja
transmitance za disperzije koje su pripremljene iz pseudoternernih sistema sa makrogolom 400
koji su klasifikovani kao SMEDDS, a imali su u svom sastavu 20% makrogola 400 pri Km 9,0.
Z-ave vrednost u ovom sistemu je iznosila 23,86 nm (u kiselom medijumu) i 24,77 nm (u
alkalnom medijumu) (Tabela 14), dok su raspodele veli¢ine kapi bile monomodalne u relativno
uskom opsegu veli¢ina (PdI <0,250) (Slika 17). Takode, ostali pseudoternerni sistemi koji su u
svom sastavu imali 20% makrogola 400 nisu imali disperzibilnost i transmitancu u okviru

granica koje su postavljene kao kriterijumi za njihovo diferenciranje kao SMEDDS.

U pseudoternernim sistemima koji sadrze 30% makrogola 400, nisu bili ispunjeni Kkriterijumi
postavljeni za Z-ave za SMEDDS (Tabela 14). Veci sadrzaj i hidrofilnost makrogola 400 (log P
=-4,8) (Ma i sar., 1990) ¢ine ove sisteme znatno hidrofilnijim u odnosu na odgovarajucée sisteme
pripremljene sa glicerolom (log P = -1,76) (Hansch i sar., 1995). Pretpostavljeno je da je u
uzorcima sa 30% makrogola 400, tokom dispergovanja u vodenim medijumima, doSlo do
desorpcije molekula surfaktanata i korastvaraca sa medupovrsinskog filma, ali ne i do formiranja
kapi sa Z-ave < 100 nm. U ovom sluc¢aju je verovatno bila nedovoljna koncentracija surfaktanata
1 korastvaraca na medupovrsini, koji po pretpostavci znacajno utiu na proces mikroemulgovanja

i solubilizaciju aciklovira.

Dobijeni rezultati ukazivali su na to da se odgovarajuce karakteristike pseudoternernog sistema
koji ima svojstva SMEDDS mogu posti¢i kombinovanjem surfaktanata visokih i niskih HLB
vrednosti u odgovarajuéem masenom odnosu sa optimalnom koncentracijom odgovarajuceg
korastvaraca, kako bi se optimizovala hidrofilnost sam-odisperguju¢e (samo-mikroemulgujuce)
formulacije. Rezultati odredivanja disperzibilnosti pseudoternernih sistema pokazali su da su
karakteristike SMEDDS imali oni koji su izradeni sa 20% glicerola pri Km 9,0 (SMEDDSL1),
20% makrogola 400 pri Km 9,0 (SMEDDS?2) i 30% glicerola pri Km 2,33 (SMEDDS?3) (kao $to
je navedeno u tabelama 12 i 14). Ostali sistemi koji su izradeni od 20% glicerola ili 20%
makrogola 400 pri Km 2,33; 1,00; 0,43; 0,11, 30% glicerola pri Km 9,00; 1,00; 0,43; 0,11 i 30%
makrogola pri Km 9,00; 2,33; 1,00; 0,43; 0,11 nisu ispunili postavljene kriterijume u pogledu
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disperzibilnosti 1 opti¢kih karakteristika i iskljueni su iz daljih istrazivanja. Kapacitet
inkorporiranja aktivne supstance u SMEDDS razmatran je kao dodatni Kkriterijum za odabir
sistema za dalju evaluaciju. Kapacitet inkorporiranja aciklovira iznosio je 24,06 mg/mi
(SMEDDS1), 9,04 mg/ml (SMEDDS2) i 21,12 mg/ml (SMEDDS3). Poznato je da je najcesce
koris¢ena terapijska doza aciklovira 200 mg, a kada se primenjuje oralno u ovoj koli¢ini ima
profil lekovitih supstanci iz grupe 3 BSK (visoka rastvorljivost i niska permeabilnost) (Arnal i
sar., 2008). Za svaki odabrani sistem, u skladu sa eksperimentalno odredenim kapacitetom za
inkoroporiranje aktivne supstance, zapremine koje su sadrzale aciklovir u dozi od 200 mg bile su
8,31 ml (SMEDDS1), 22,12 ml (SMEDDS2) i 9,47 ml (SMEDDS3). lako su zapremine
SMEDDS bile u rangu uobicajeno primenljivih zapremina oralnih rastvora (Lein i Ng, 2015), sa
stanovista adherence, prednost se daje manjim koli¢inama farmaceutskog preparata. Prema tome,
za dalju procenu in vitro kinetike oslobadanja i permeabilnosti aciklovira su izabrani SMEDDSI1
i SMEDDS3. Takode, SMEDDS1 i SMEDDS3 su imali slican sadrzaj aciklovira, dok su se
razlikovali u pogledu koncentracije upotrebljenog glicerola kao korastvaraca (20% i 30%,
redom) i Km vrednosti (9,0 i 2,33, redom), i bili su pogodni za dodatno razmatranje ovih

formulacionih parametara.

4.1.4. In vitro kinetika difuzije aciklovira iz te¢nih samo-mikroemulguju¢éih sistema

U nastavku istrazivanja razmatrana je brzina difuzije aciklovira iz sistema SMEDDSI1 i
SMEDDS3. Buduc¢i da je aktivna supstanca bila rastvorena u sli¢noj koncentraciji u oba uzorka,
0Vo ispitivanje je sprovedeno sa ciljem da se utvrdi potencijalni uticaj izbora sastojaka SMEDDS
na brzinu oslobadanja rastvorene aktivne supstance difuzijom. Dobijeni profili difuzije aciklovira
iz uzoraka SMEDDS1 i SMEDDSS3 su prikazani na slici 19. Odnos koncentracije oslobodenog
aciklovira i vremena bio je linearan, pa su konstante brzine oslobadanja odredene kao nagibi
dobijenih krivih i navedene su u tabeli zajedno sa ukupnom koli¢inom oslobodenog aciklovira na

kraju eksperimenta, u poslednjoj merenoj vremenskoj tacki.
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Slika 19. Profili in vitro difuzije aciklovira iz SMEDDS1 i SMEDDS3

Uocena lincarnost pokazala je da je brzina oslobadanja lekovite supstance bila konstantna i
nezavisna od koncentracije lekovite supstance u nosacu. S druge strane, ovakav rezultat je
prvenstveno bio povezan sa uticajem membrane od regenerisane celuloze koja se koristila u
modelu difuzione celije 1 koja je mogla imati ulogu membrane koja kontroliSe brzinu
oslobadanja aktivne supstance difuzijom iz uzorka koji se nalazio u inhenser ¢eliji. Analiza
dobijenih profila oslobadanja aciklovira uklju¢ivala je izratunavanje faktora sli¢nosti (f1) 47,16 i
faktora razlike (f;) 53,21 ¢ime je pokazano da oni nisu sli¢ni. Koli¢ina oslobodene lekovite
supstance iz ispitivanin SMEDDS na kraju eksperimenta (posle 60 minuta) iznosila je 47,30 +
2,64% (SMEDDSL1) i 35,79 + 2.46% (SMEDDS3) (Tabela 15), §to znaéi da je iz SMEDDSI
oslobodena znacajno vecéa koli¢ina aciklovira nakon 60 min, iako su pocetne koncentracije

lekovite supstance u ova dva sistema bile veoma sli¢ne.
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Tabela 15. Parametri difuzije aciklovira iz ispitivanih formulacija SMEDDS1 i SMEDDS3: brzina
difuzije (ko), koeficijent korelacije (R), koli¢ina oslobodene supstance nakon 60 minuta (Qg)

Formulacija ko (mgcm?min™) R® Qso (%)
SMEDDS1 0,325 0,9734 47,30 = 2,64
SMEDDS3 0,323 0,9832 35,79 £ 2,46

S obzirom na rezultate prethodno izvrsene karakterizacije, uocene razlike u pogledu obima i
brzine difuzije aciklovira iz ispitivanih sistema su pripisane mogu¢em formiranju koloidnog
nosaca (ulje — u — vodi mikroemulzije) iz ispitivanog SMEDDS u difuzionom sloju formulacije
neposredno ispod semipermeabilne membrane. Opisane promene i formiranje koloidnog sistema
su pretpostavljene na osnovu ¢injenice da je bila moguca difuzija molekula vode iz akceptorskog
medijuma, kroz membranu, u inhenser ¢eliju i meSanje sa ispitivanim uzorkom. Ukoliko je doslo
do formiranja mikroemulzionog nosaca, on je mogao da obezbedi relativno veliku ulje/voda
medupovrSinu, preko koje se oslobada aciklovir, koji je u takvom nosaCu najverovatnije
solubilizovan u medupovrsinskom filmu, i difunduje u akceptorski medijum. Polaze¢i od
navedene pretpostavke za tumacenje dobijenih rezultata, uzeti su u obzir slede¢i parametri:
prosec¢na veli¢ina kapi, koncentracija korastvaraca i Km vrednost za svaku formulaciju. Prose¢na
velic¢ina kapi disperzije koja je nastala od SMEDDSI bila je neSto niza nego kod SMEDDS3,
sadrzaj korastavaraca je bio nizi, a sadrzaj hidrofilnog surfaktanta znac¢ajno veci. Zbog toga je
bilo oc¢ekivano da je, medupovrsinski film dostupan za oslobadanje lekovite supstance, bio veci
kod SMEDDS1. Sa druge strane, prethodna karakterizacija je pokazala da postoji rizik od
desorpcije hidrofilnih molekula surfaktanata i korastvarata sa medupovrSine izmedu uljane i
vodene faze ako im se koncentracije povecaju. Ovo je moglo da ima za posledicu smanjenje
hidrofobnih interakcija, kao i kapacitet nosaca za solubilizaciju aciklovira, a time i da poveca
njegovo oslobadanje iz nosaca. Uzimajuci u obzir kvalitativni i kvantitativni sastav, a naroc€ito
Km vrednost, kod SMEDDSI su se verovatno mogle oc¢ekivati opisane promene u vecoj meri, U
poredenju sa SMEDDS3 koji sadrzi manji procenat hidrofilnih komponenata, i u skladu sa tim

veci obim oslobadanja aciklovira difuzijom kroz membranu u akceptorski medijum.
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4.1.5. In vitro permeabilnost aciklovira iz te¢nih samo-mikroemulgujuéih sistema

Permeabilnost aciklovira iz ispitivanih SMEDDS ispitana je koriS¢enjem PAMPA testa i
uporedena je sa permeabilnoséu Ciste lekovite supstance. S obzirom da aciklovir predstavlja
supstancu koja permeira kroz bioloske membrane mehanizmom pasivne difuzije (Zhu i sar.,
2002), PAMPA test je koris¢en kao prikladan za procenu njegove permeabilnosti. Rezultati
PAMPA testa prikazani su u tabeli 16.

Tabela 16. Koeficijent permeabilnosti (Papp) aciklovira (Ciste supstance) i aciklovira inkorporiranog u
SMEDDS1 i SMEDDS3

Uzorak Papp (cms™, x107)
Aciklovir 0,84
SMEDDS1 1,35
SMEDDS3 2,04

Permeabilnost ¢istog aciklovira je bila sliéna ve¢ objavljenim rezultatima iz studije Zhu i
saradnici (2002). Dva ispitivana SMEDDS su pokazala znacajno ve¢u permeabilnost u poredenju
sa Cistim aciklovirom (p < 0,05), $to je potvrdilo da formulisani SMEDDS omoguéavaju
povecanje permeabilnosti ove aktivne supstance U baznom medijumu in vitro. Koli¢ine
aciklovira u uzorcima SMEDDS1 i SMEDDS3 koje su korisS¢ene u PAMPA testu su bile
priblizno iste (7,21 mg i 6,34 mg, redom) i nije dobijena statisticki znacajna razlika medu
formulacijama SMEDDS1 i SMEDDS3 (SMEDDS1 vs. SMEDDS3 p = 0,07). Dobijeni rezultati
idu u prilog stavu da PAMPA test ima potencijal da se koristi kao opsti model koji simulira
razli¢ite apsorpcione barijere, a dobijeni rezultati pokazali su da su oba ispitivana SMEDDS
imala slican uticaj na permeabilnost aciklovira in vitro. Kako su rezultati in vitro ispitivanja
difuzije aciklovira pokazali da je kumulativna koli¢ina oslobodene aktivne supstance bila

znacajno veca iz SMEDDSI, ovaj sistem je razmatran u daljim fazama istraZivanja.
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4.2. Rezultati i diskusija Il faze istrazivanja

Formulacija polu¢vrstih SMEDDS iz te¢nih SMEDDS, optimizovanih u prethodnoj fazi
istrazivanja, izvrSena je dodavanjem makrogola 8000 u koncentraciji od 5-10%. Uzorci
poluc¢vrstth SMEDDS su pripremljeni meSanjem precizno odmerenih koli¢ina sastojaka (ulja,
surfaktanta, kosurfaktanta, hidrofilnog korastvarata i1 makrogola 8000) uz zagrevanje na
temperaturi od 60 °C. Aciklovir je dodat uz meSanje laboratorijskom mesSalicom sa propelerskim
meSaCem, u koncentraciji koja je ekvivalentna kapacitetu za inkapsulaciju (koji je odreden u
prethodnoj fazi istrazivanja), kao 1 u koncentraciji pri kojoj se terapijska doza od 200 mg
primenjuje u punjenju kapsule veli¢ine 0. Uzorci polu¢vrstih SMEDDS su dalje ¢uvani na sobnoj
temperaturi, a njihova ispitivanja su sprovodena posle 48 h ¢uvanja pod ambijentalnim uslovima.
Poluc¢vrsti SMEDDS SD1-SD6 bili su pregledani vizualno u smislu boje, homogenosti i
konzistencije. Tokom postupka pripreme primeceno je da dodavanje makrogola 8000
homogenim i prozirnim mesavinama lipida, sufraktanata i glicerola uti¢e na njihov makroskopski
izgled i konzistenciju. Na sobnoj temperaturi, medu samo-disperguju¢im formulacijama sa
aciklovirom koje sadrze 20% glicerola, ona koja je sadrzala 5% makrogola 8000 bila je viskozna
te€nost, dok su uzorci sa 7,5% 1 10% polimera bili homogeni, neprozirni i polucvrsti. Sve samo-

dispergujuce formulacije sa 30% glicerola bile su te¢ne uguscene konzistencije.

Drugom fazom istraZivanja su pored formulacije poluc¢vrstth SMEDDS iz te¢nih uzoraka
dodatkom makrogola 8000, bila obuhvacena i fizicko-hemijska, farmaceutsko-tehnoloska i
biofarmaceutska karakterizacija polu¢vrstih SMEDDS za peroralnu primenu aciklovira u obliku
HPMC kapsula, u cilju identifikacije optimalnog polu¢vrstog SMEDDS za dalja in vivo

ispitivanja.
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4.2.1. Fizicko-hemijske Kkarakteristike poluévrstih samo-mikroemulgujuéih sistema sa
aciklovirom

Fizi¢ko-hemijska karakterizacija pripremljenih uzoraka je obuhvatila ispitivanja reoloskog
ponasanja na osnovu ¢ega je identifikovan najpogodniji poluc¢vrst SMEDDS za punjenje u tvrde
kapsule. Takode, za optimizovanu formulaciju ispitana je disperzibilnosti u vodenim
medijumima, a primenom opticke mikroskopije i DSC analize je procenjena morfologija

ispitivanih sistema i potencijalne interakcije aktivne supstance i sastojaka formulacije.

4.2.1.1. Reolosko ponasanje polucvrstih samo-mikroemulgujuéih sistema sa aciklovirom

Ispitivanje reoloSkog ponaSanja formulisanih polu¢vrstih SMEDDS pokazalo je da su imali
pseudoplasticno proticanje 1 njihov prividni viskozitet se smanjivao sa povecanjem brzine
smicanja. Vrednosti maksimalnog i minimalnog prividnog viskoziteta i histerezne povrSine

uzoraka prikazani su u tabeli 17.

Tabela 17. Vrednosti maksimalnog prividnog viskoziteta (#may) (odredenog na 22,2 + 0,1 s%),
minimalnog prividnog viskoziteta (#min) (odredenog na 200 + 0,1 s%), i histerezne poviSine (A)
poluévrstih SMEDDS SD1 - SD6

Uzorak Nimax Nmin A
(Pas) (Pas) (Pas™)
SD1 18,65 £ 0,07 4,15 + 0,06 35328,02
SD2 20,75+ 1,34 5,99 £ 0,05 52559,18
SD3 43,20 + 3,25 6,42 + 0,35 84456,42
SD4 14,58 £ 0,17 4,34 £ 0,15 23913,70
SD5 16,80 £ 0,28 3,52 £ 0,04 26903,47
SD6 19,80 £ 0,71 4,28 £ 0,22 38222,61
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Preliminarna reoloska karakterizacija dva tecna samo-dispergujuca sistema koja su izradena sa
20% glicerola pri Km 9,0 (SMEDDS1) i 30% glicerola pri Km 2,33 (SMEDDS3), i koja nisu
sadrzala polimer, je pokazala da su to Njutnovske tec¢nosti niskog viskoziteta ¢ije su vrednosti
iznosile 1,01 + 0,01 Pas (SMEDDS1) i 0,81 + 0,02 Pas (SMEDDS3). Stoga je promena u
reoloSkom ponasanju, odnosno, pseudoplasticno reolosko ponasanje ispitanih polu¢vrstih
SMEDDS bila direktno povezana sa uticajem polimera. U studiji koju su objavili Noda i
saradnici (2011) navedeno je da makrogol 4000, kada se doda u odgovarajucu ulje — u — vodi
emulziju (te¢ni parafin, cetanol, polietilenglikol monostearat, izopropil miristat, glicerol, d-
sorbitol), formira trodimenzionalnu matriksnu strukturu sa lipidnim sastojcima. Pretpostavljeno
je da kod ispitivanih uzoraka SD1-SD6 makrogol 8000 takode formira polimerni matriks sa
smeSom ulja, sufraktanata i korastvaraca koji su upotrebljeni kao sastojci ispitivanih tecnih 1
polu¢vrstih SMEDDS. Pored toga, primeceno je da su vrednosti prividnog viskoziteta bile
znacajno razli¢ite izmedu polucvrstih SMEDDS koji sadrze razlicite koncentracije glicerola
(uzorci SD1-SD3 sa 20% glicerola u odnosu na uzorke SD4-SD6 sa 30% glicerola). Vrednosti
minimalnog 1 maksimalnog prividnog viskoziteta polu¢vrstih SMEDDS sa 20% glicerola bile su
u rasponu od 18,65 Pas do 43,20 Pas i od 4,15 Pas do 6,42 Pas. U uzorcima sa 30% glicerola,
vrednosti minimalnih 1 maksimalnih prividnih viskoziteta su uopsteno bile nize 1 kretale su se u
rasponu od 14,58 Pas do 19,80 Pas i od 3,52 Pas do 4,34 Pas (Tabela 17). Polimerni matriks
nastaje usled preplitanja polimernih lanaca makrogola 8000. Visi sadrzaj glicerola verovatno je
uticao na smanjenje prividnog viskoziteta polimernog matriksa, zbog teznje da razblazi
koncentrovani region umrezenih polimernih lanaca, ¢ak i kada je koncentracija makrogola 8000
bila 10%. Za obe koncentracije glicerola, kada je sadrzaj polimera bio 5%, tiksotropija SMEDDS
bila je niska (Tabela 17). Tiksotropne polucvrste formulacije su pogodne za spreavanje curenja
iz kapsule i smanjenje sedimentacije suspendovanih Cestica lekovite supstance (Cole i sar.,
2008). Polucvrsta konzistencija i odgovarajuca tiksotropija postignute su u uzorku SD2 Koji
sadrzi nizu ispitivanu koncentraciju glicerola (20%) 1 polimer u koncentraciji od 7,5%.
Celokupan sastav ovog nosaca bio je trigliceridi srednje duzine lanaca (10%), makrogol glicerol
hidroksistearat (56,25%), poligliceril-3-dioleat (6,25%), glicerol (20%) i makrogol 8000 (7,5%).

Sistem SD2 je koriS¢en za dalje ispitivanje.
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4.2.1.2. Disperzibilnost polu¢vrstih samo-mikroemulgujuéih sistema sa aciklovirom u
vodenim medijumima

Disperzije SD2 u 0,1 M HCI (pH 1,2) i fosfatnom puferu (pH 7,2) formirale su se relativno brzo
(tokom 1 min) i bile su transparentne sa transmitancom (%T) 98,31% i 98,41%. Kako bi se
ispitalo da 1i su dobijene disperzije termodinamicki stabilne, odnosno, u cilju eliminisanja
metastabilnih (privremeno stabilnih) sistema, izvrSen je test centrifugiranja. Nije primeéeno da je
doslo do pojave zamucenja ili formiranja taloga (zbog precipitacije aktivne supstance) ili
raslojavanje ili separacije uljane i vodene faze. Raspodela veli¢ine kapi po intenzitetu rasute
svetlosti bila je unimodalna (Slika 20) i u uskom rasponu veli¢ina kojima je odgovarao indeks
polidisperziteta (PdI) od 0,158 + 0,030 i 0,150 £ 0,026, i prose¢nom veli¢inom kapi (Z-ave) od
26,04 £ 1,73 nm i 25,10 = 0,99 nm. Dobijeni rezultati su jasno potvrdili da su ispitivane
disperzije bile termodinamicki stabilni sistemi organizovani na nanoskali §to su klju¢na svojstva
sistema tipa mikroemulzija. Sistem SD2 imao je karakteristike SMEDDS na ¢iju in vitro
disperzibilnost u vodenim medijumima 1 prose¢nu veli¢inu kapi nije znacajno uticala pH

vrednost medijuma.
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Slika 20. Raspodela veli¢ine kapi prema intenzitetu rasute svetlosti u disperzijama ispitivanih
poluévrstih SMEDDS. Legenda: disperzija SD2 u 0,1 M HCI (=) i fosfatnom puferu pH 7,2(—); S-

SD2 disperzije u kiselom medijumu (- ) i alkalnom medijumu (=)
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Poredenja radi, takode je ispitana disperzibilnost u vodenim medijumima za polu¢vrsti SMEDDS
(SD5) koji sadrzi 30% glicerola i istu koli¢inu makrogola 8000 kao i SD2 (7,5%). Nasuprot SD2,
disperzije uzorka SD5 su bile opalescentne u oba vodena medijuma, sa odgovaraju¢im
vrednostima transmitance (%T) koje su bile manje od 95%. Takode, raspodela veli¢ina kapi u
ovim disperzijama, po svojim karakteristikama nije bila tipicna za sisteme tipa SMEDDS.
Razlike u disperzibilnosti uzoraka SD2 i SD5 objaSnjene su njihovom razli¢itom ukupnom
hidrofilno$¢u. Moglo se smatrati da je sistem SD2 bio hidrofilniji zbog viSeg relativnog sadrzaja
surfaktanta u odnosu na kosurfaktant, u poredenju sa sistemom SD5. Iz analize raspodela
veli¢ine kapi zakljueno je da se sa povecanjem relativne koli¢ine surfaktanta, verovatno
povecavala i adsorpcija molekula surfaktanta i kosurfaktanta na medupovrsini ulje/voda, $to je
dovelo do smanjenja medupovrSinskog napona koje je neophodno za formiranje homogenih
disperzija uljanih nanokapi u kontinuiranoj vodenoj fazi. Ukupna hidrofilnost sistema SD5 bila
je niza 1 nije bila optimalna za proces samo-mikroemulgovanja u ispitivanim vodenim
medijumima. Hassan i saradnici (2014) su za samo-nanoemulgujuce sisteme uocili da se pri
vecem udelu lipofilnih ekscipijenasa povecava hidrodinamic¢ki precnik kapi i polidisperzitet
disperzije u puferskom medijumu. Nepravilna distribucija veli¢ine kapi pri nizem sadrzaju
surfaktanta u odnosu na kosurfaktant kod SD5 potvrdena je i1 razdvajanjem faza nakon testa
centrifugiranja. Na osnovu dobijenih rezultata, rezimirano je da je na disperzibilnost uzoraka
SD2 i SD5 uticao maseni odnos sufraktanta i kosufraktanta i koncentracija hidrofilnog

korastvaraca. Poluc¢vrsti SMEDDS SD2 izabran je za dalju karakterizaciju.

Pored uzorka SD2 koji je sadrzao 2% aciklovira, u pogledu disperzibilnosti u vodenom
medijumu je ispitan i uzorak tipa suspenzije, sa oznakom S-SD2, koji je imao veéi sadrzaj
aciklovira (33,33%), trigliceride srednje duzine lanaca (10%), glicerol (20%), makrogol 8000
(7,5%) i Km 9,0. Proces dispergovanja uzorka S-SD2 u ispitivanim vodenim medijumima je
takode bio brz. Formirane disperzije bile su prozirne (%T > 95%), a raspodela veli¢ina kapi bila
je uskom rasponu veli¢ina (Slika 20) i vrednos$éu Z-ave od 26,84 = 1,24 nm (Pdl 0,130 + 0,004)
u kiselom medijumu (0,1 M HCI (pH 1,2)) i 27,35 + 1,07 nm (Pdl 0,129 + 0,010) u alkalnom
medijumu (fosfatni pufer (pH 7,2)). Veli¢ina kapi u disperzijama S-SD2 bila je slina sa
veli¢inom kapi disperzija SD2, iako je sadrzaj inkorporirane lekovite supstance bio znac¢ajno

veci, verovatno zbog nekoliko pretpostavljenih mehanizama: progresivne difuzije vode u
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polucvrsti matriks; inhibicije precipitacije Cestica lekovite supstance usled hidrofobnih
interakcija ili vodoni¢nih veza izmedu leka i hidrofilnog polimera (Overhoff i sar., 2008); brzog
formiranja mikroemulzionog nanonosaca sa dovoljno visokim kapacitetom za rastvaranje

lekovite supstance.

4.2.1.3. Uticaj sadrzaja aciklovira na opticke i termalne karakteristike poluc¢vrstih samo-

mikroemulgujucih sistema

Dalje ispitivanje ukljucivalo je dva polucvrsta SMEDDS koji su sadrzali aciklovir u
koncentracijama od 2% (SD2) i 33,33% (S-SD2). Oba sistema su bila bele boje, homogena i
polucvrsta na sobnoj temperaturi. Fizicki status inkorporiranog aciklovira ispitan je primenom

opticke mikroskopije 1 DSC analizom 1 dobijeni rezultati prikazani su na slikama 21 122.
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Slika 21. DSC termogrami uzoraka SD2, S-SD2 i aciklovira
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Slika 22. Fotomikrografije polucévrstih SMEDDS sa inkorporiranim aciklovirom u koncentraciji od:
2% (SD2) (a) i (33,33%) (S-SD2) (b) (uvelanje 400 X)
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Na mikrografijama oba sistema uoceno je prisustvo kristala aciklovira koji je bio suspendovan u
homogenom poluc¢vrstom vehukulumu (Slika 22). Aciklovir kao sintetski purinski nukleozidni
analog sa inhibitornom aktivno$cu protiv Herpes simplex virusa, ima nekoliko vrsta polimorfnih
oblika i1 hidrata. Birnbaum i saradnici (1984) su istrazivali kristalnu strukturu komercijalno
dostupnog aciklovira (hidrat aciklovir/voda 3:2) i razmatrali njegove konformacijske osobine.
Lutker 1 saradnici (2011) su proucavali kristalnu strukturu anhidrida i novog hidrata
aciklovir/voda 1:2, koriste¢i ne samo tehniku difrakcije X-zraka, ve¢ i razlicite spektroskopske
tehnike, kao $to su Ramanska, IR i NMR spektroskopija. Oni su pokazali da aciklovir moze da
ima najmanje dva bezvodna oblika koja su stabilna pri ambijentalnim uslovima, dva oblika koja
se ne stvaraju pri ambijentalnim uslovima, 1 dva hidrata. Medutim, precizan mehanizam fazne
transformacije koji se odnosi na proces dehidratacije joS nije razjaSnjen. Znacajne razlike u
medumolekulskim vodoniénim vezama uocene su medu razliCitim oblicima aciklovira 1
konzistentne su sa rezultatima analize NMR-om i vibracionom spektroskopijom koje pokazuju
razli¢ita hemijska pomeranja i frekvencije vibracija. Yonemochi i saradnici (2013) su ispitivali
mehanizam fazne transformacije za svaki oblik aciklovira (dva oblika anhidrata, 2/3 hidrat i
dihidrat) razmatraju¢i njihovu kristalnu strukturu i ponasanje pri promeni temperature i vlaznosti.
Novije studije su ukazale na amorfizaciju aciklovira nakon inkapsulacije u polimerne
nanocCestice (Gandhi i sar., 2014) i tiol-ksiloglukan polisaharidne nanocestice (Madgulkar i sar.,
2016), ¢ime je omoguéeno homogeno dispergovanje u polimernom matriksu. Kako bi se
objasnilo fizi¢ko stanje i termalne karakteristike aciklovira u ispitivanim uzorcima SD2 i S-SD2,
izvrSena je 1 DSC analiza 1 dobijeni termogrami su uporedeni sa termogramom c¢iste supstance
(Slika 21). U dobijenim termogramima prvi pik je uocen na 53 °C (SD2), odnosno, 54,8 °C (S-
SD2), nakon Cega je usledio endotermski proces u Sirem rasponu temperatura izmedu priblizno
70 °C 1 160 °C. Uoceni endotermni profili povezani su sa topljenjem poluc¢vrstog vehikuluma za
koji je prethodno pretpostavljeno da sadrzi matriks polimera makrogola 8000 (tacka topljenja
Cistog polimera je 55 — 62 °C (Ph. Eur. 9.0)), kao i sa termi¢kim razlaganjem triglicerida srednje
duZine lanca koje se odigrava u blizini temperature od 160 °C. Ovo zapaZanje podrzavalo je
prethodnu pretpostavku da je formiranje polucvrstog sistema bilo zasnovano na stvaranju
svojevrsnog polimernog matriksa u teénom SMEDDS. Relativno visoka tacka topljenja uzoraka
SD2 i S-SD2 ukazala je da njihova polu¢vrsta konzistencija moZe ostati nepromenjena na

temperaturama do 50 °C, te stoga curenje iz tvrdih kapsula nije oc¢ekivano na temperaturama
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koje su uobicajene za skladiStenje i upotrebu farmaceutskih preparata. Na termogramu ciste
supstance (Slika 21), oStar i1 jasan endotermni pik topljenja aciklovira je jasno detektovan na 259
°C, medutim, u termogramima uzoraka SD2 i S-SD2 nije uocen identican pik. Uoceno
odstupanje od tipicnog pika topljenja za lekovitu supstancu je verovatno posledica delimi¢nog
rastvaranja aciklovira u polu¢vrstom matriksu, koje je pospeseno zagrevanjem u toku DSC
analize, a koje se odigravalo pre dostizanja tacke topljenja lekovite supstance. Hassan i Mader
(2015) takode su ispitivali smanjenje tacke topljenja lekovite supstance u DSC termogramima
koji su dobijeni za poluc¢vrste SNEDDS sa progesteronom. Pokazano je da pri upotrebi
formulacija sa visim koncentracijama leka (15 mg/g i 50 mg/g), dolazi do smanjenja tacke
topljenja i koli¢ine toplote koja je razmenjena tokom endostermskog procesa topljenja u odnosu
na Cistu supstancu, usled rastvaranja supstance u polu¢vrstom matriksu zbog zagrevanja tokom
DSC analize. Pored toga, termogram uzorka SD2 pokazuje Sirok pik slabog intenziteta na oko
260 °C. Takode, na termogramu S-SD2 endotermski pik od aciklovira bio je slabog intenziteta i
pomeren je na vrednost 233,5 °C. Uocene razlike u termogramima SD2 i S-SD2 povezane su sa
razli¢itim koncentracijama lekovite supstance u ovim uzorcima. Uzorak SD2 sadrZi niZzu
koncentraciju aciklovira, dok uzorak S-SD2 sadrzi visestruko vecu koncentraciju suspendovane
lekovite supstance, pa se moglo ocekivati da je frakcija nerastvorenog aciklovira, koja podleze

topljenju, \ bila srazmerno veéa kod uzorka S-SD2.

4.2.1.4. In vitro kinetika difuzije aciklovira iz polu¢vrstih samo-mikroemulgujuéih sistema

Profili difuzije aciklovira iz uzoraka SD2, S-SD2 i suspenzije aciklovira, koji su dobijeni na
osnovu rezultata in vitro testa koris¢enjem modela difuzione Celije, bili su linearni (Slika 23) sa
koeficijentima korelacije R*> 0,95 (tj., vrednosti R? iznosile su 0,9798, 0,9962, i 0,963, redom).
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Slika 23. Profili difuzije aciklovira iz ispitivanih poluévrstih SMEDDS (SD2 (e) i S-SD2 (e)) u

poredenju sa suspenzijom aciklovira (o)

Utvrdena linearnost, iako tipicna za kinetiku nultog reda koja je uobicajena kod sistema sa
kontrolisanim oslobadanjem aktivne supstance, u ovom slucaju pripisana je membranom
kontrolisanoj difuziji aciklovira iz formulacije u okolni akceptorski medijum. Brzine difuzije bile
su odredene na osnovu nagiba krivih i uporedene. Minimalna brzina oslobadanja aciklovira
difuzijom dobijena je za suspenziju (2,91 pgcm?min™), koja sadrzi istu koncentraciju (33,33%)
lekovite supstance kao S-SD2 (99,80 ugcm™ min™). Brzina oslobadanja aciklovira iz SD2 (7,41
ngem? min) bila je sliéna brzini oslobadanja iz suspenzije, iako je koncentracija aciklovira u
ovom uzorku bila viSestruko niza (2%). Kao Sto je o€ekivano, brzina oslobadanja aciklovira iz
uzorka S-SD2 bila je znacajno veca u poredenju sa SD2, posto je sadrzaj lekovite supstance bio
viSestruko viSi. Uopsteno, difuzija aciklovira iz ispitanih polucvrstih SMEDDS bila je znafajno
povecana u poredenju sa Cistim aciklovirom. Pretpostavljeno je da prolazak akceptorskog
medijuma u SMEEDS propagira difuziju lekovite supstance. Lucas i saradnici (1987) su

prethodno pokazali visoku mobilnost vankomicin-hidrohlorida u matriksu na bazi makrogola.
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Druge studije opisuju funkciju makrogola kao komponenti koje formiraju svojevrsne “kanale” u
okviru strukture polu¢vrstih matriksa koji se sastoje iz hidrofilnih i lipofilnih ekscipijenasa, i
tako omogucavaju difuziju vode u matriks, usled osmotskog efekta (Baykara i Yuksel, 1991).
Pored toga, nedavne studije su pokazale da se hidrofilni polimeri, konkretno poloksamer 407
(polietilenoksid  (PEO)—polipropilenoksid (PPO)-PEO [(EO)101—(PO)s6—(EO)101] triblok
kopolimer), mogu ponasati kao kosufraktanti u te¢nim mikroemulzijama na bazi nejonskih
surfaktanata (Peki¢ i1 sar., 2015a) kao i u polucvrstim hidrogelovima baziranim na lecitinu
(Peki¢ 1 sar., 2015b), koji doprinose stabilizaciji koloidnih disperzija. Uprkos dobro poznatom
termoreverzibilnom karakteru vodenih rastvora poloksamera 407 per se, pokazano je, kao i kod
primene polietilenglikola, prvenstveno njegov uticaj kao potencijalnog kosurfaktanta i uticaj na

fizicko-hemijska svojstva nosaca kao i na profil oslobadanja lekovite supstance in vitro.

4.2.2. Kompatibilnost poluévrstih  poluévrstih samo-mikroemulgujué¢ih sistema sa
aciklovirom sa omota¢em tvrdih kapsula

Preliminarna ispitivanja su obuhvatila ispitivanje kompatibilnosti uzorka SD2 (trigliceridi
srednje duzine lanaca (10%), makrogol glicerol hidroksistearat (56,25%), poligliceril-3-diolea
t(6,25%), glicerol (20%), makrogol 8000 (7,5%)) polucvrste konzistencije i odgovarajucih tvrdih
zelatinskih kapsula. Zelatinske kapsule su bile napunjene sa 0,6 g SD2 i Guvane tokom perioda
od mesec dana pod ambijentalnim uslovima. Organolepti¢ka svojstva i integritet kapsula su
vizuelno pra¢ena i merena je njihova masa. Nakon isteka perioda ispitivanja, tezina, boja i fizi¢ki
integritet kapsula bili su vidno promenjeni. Zbog prisustva relativno visoke koncentracije (20%)
glicerola u ispitivanim formulacijama, doslo je do prolaska ovog hidrofilnog korastvaraca u
omota¢ kapsule zbog c¢ega je bio narusen njen fizicki integritet. HPMC kapsule se najcesce
koriste da se prevazidu problemi vezani za stabilnost koji su tipi¢ni za zelatinske kapsule, jer
imaju nizi sadrzaj vlage (4 — 6%) u poredenju sa zelatinskim kapsulama (13 — 15%), i stoga
manju verovatnoc¢u prolaska hidrofilnih ekscipijenasa u njen omota¢ (Al-Tabakha, 2010). Prema
podacima iz literature, sufraktant (Cremophor® RH 40), kosufraktant (Plurol Oleique® CC 497), i
makrogol 8000, koji su koris¢eni kao ekscipijensi u ispitivanim polu¢vrstim SMEDDS,

ponaosob se smatraju kompatibilnim sa HPMC kapsulama (Cole i sar., 2008; Honkanen i sar.,

111


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0928098702000325

2002; Nagata, 2002). Medutim, pri proceni stabilnosti tvrdih HPMC kapsula kao finalnog
farmaceutskog oblika, bilo je neophodno razmotriti kompatibilnost formulisanih SMEDDS sa

takvim omotacem kapsule. DSC termogrami za smese hipromeloze i ispitivanih SMEDDS (Slika

24), podudarali su se sa odgovarajuéim termogramima uzoraka SD2 i S-SD2 bez hipromeloze.

Zakljuceno je da hipromeloza nije uticala na endotermne procese uzoraka SD2 i S-SD2, sto je

ukazivalo na nizak rizik od interakcija omotaca HPMC kapsula sa ispitanim poluévrstim

SMEDDS.
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Slika 24. DSC termogrami fizickih smesa ispitivanih SMEDDS i hipromeloze: a) SD2/hipromeloza;

b) S-SD2/hipromeloza

Kako bi se ispitale potencijalne interakcije izmedu SD2 i S-SD2 i hipromeloze, primenom DSC

tehnike izvrsena je termalna analiza fizickih smesa hipromeloze sa aciklovirom, SD2 i S-SD2

(Slika 25).

112



“exa

Aciklovir

1aacy
V. 58100 mg

"

H
Wgn-1
o 20 40 60 B0 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 C
a) Lab: METTLER STAR® SW 12.10
Aaxo
Hipromeloza
1RHPMC
HPMC, 5,6300 mg
0,2
Wg”-1
o 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 C
b) Lab: METTLER STAR® SW 12.10

“exo

Aciklovir + hipromeloza
I&HPMC+ACY

i HPMC+ACY, 5,9400 mg
Y

Wg-1

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 2 240 260 280 °C
C) Lab: METTLER STAR® SW 12.10

Slika 24. DSC termogrami aciklovira (a), hipromeloze (b) i fizicke smesSe aciklovir/hipromeloza (c)
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4.2.3. In vitro oslobadanje aciklovira iz polucvrstih samo-mikroemulgujuéih sistema u
obliku tvrdih kapsula

Kumulativna koli¢ina oslobodenog aciklovira iz SD2 i S-SD2, u obliku tvrdih kapsula, u funkciji
vremena, prikazana je na slici 26. Sa ciljem da se proceni uticaj SMEDDS nosaca na profil
oslobadanja aciklovira, odnosno, eliminiSe uticaj omotaca kapsule, dobijeni profili uporedeni su
sa onim koji je dobijen za Cistu supstancu, koja je u odgovaraju¢oj dozi bila napunjena u tvrde

HPMC kapsule, koje su korisc¢ene i za ispitivane SMEDDS.

80 q

—8—SD2

—0O—S-SD2

Kumulativna koli¢ina oslobodenog aciklovira (%)

—&— Aciklovir

0 10 20 30 40 50 60

Vreme (min)

Slika 26. Profil oslobadanja aciklovira iz tvrdih kapsula sa SD2 (e), S-SD2 (e) i Ciste supstance (o) u
obliku tvrdih kapsula

Za ispitivane polucvrste SMEDDS (SD2, S-SD2) kao i za Cist aciklovir nakon prvih 10 minuta

uoceno je neznatno oslobadanje aktivne supstance, Sto je najverovatnije posledica postepene
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hidratacije i bubrenja omotaca kapsula od hipromeloze u termostatiranom medijumu (fosfatni
pufer pH 7,2). Tokom ove faze, bio je ocuvan fizicki integritet omotaca kapsule §to je ogranicilo
dostupnost aciklovira za rastvaranje u medijumu. Nakon toga, postepeno je doslo do raspadanja
omotaca kapsula i1 oslobadanja SMEDDS, odnosno, ¢istog aciklovira u okolni medijum.
Maksimalna koli¢ina rastvorenog aciklovira iz kapsule sa ¢istom aktivnom supstancom iznosila
je 67,98 + 3,01 mg i postignuta je za 30 min od pocetka eksperimenta. Nepotpuno rastvaranje
aciklovira navelo je na pretpostavku da je preostali deo doze aciklovira bio fizicki zadrzan u
hidratisanim 1 nabubrelim delovima omota¢a HPMC kapsule. U prilog ovoj pretpostavci iSao je i
rezultat DSC analize fizicke smeSe hipromeloze 1 aciklovira koji je ukazao na potencijal za
fizicke interakcije izmedu aktivne supstance i ovog polimera. U skladu sa zapazanjima Zillera
(1988) da se u suspenziji acetaminofena na povrSinu Cestica ireverzibilno adsorbuje
polivinilpirolidon, uspostavljanjem specificnih veza izmedu odgovaraju¢ih funkcionalnih grupa
aktivne supstance i polimera, bez uticaja na brzinu njenog rastvaranja, postojala je moguénost da
se u slucaju ispitivanth SMEDDS, polimerni lanci hipromeloze adsorbuju na povrsini Cestica

aciklovira, ¢ime je bio ograni¢en njen kontakt sa medijumom i proces rastvaranja.

Profili oslobadanja aciklovira iz tvrdih kapsula sa SD2 i S-SD2 znacajno su se razlikovali u
poredenju sa ¢istom supstancom u istom obliku. Vrednost fi je iznosila 63,31 (SD2) i 44,29 (S-
SD2). Na osnovu rezultata prethodne karakterizacije diperzibilnosti ispitivanih poluc¢vrstih
SMEDDS, ocekivano je da su se ovi sistemi, nakon narusavanja mehani¢kog integriteta omotaca
kapsula, dispergovali spontano u medijumu formirajuéi ulje-u-vodi mikroemulziju sa lekovitom
supstancom solubilizovanom u medupovrSinskom filmu na granici dispergovane uljane faze i1
vodene faze. Molekuli lekovite supstance oslobadali su se iz formiranog koloidnog nosaca u
medijum, odnosno, odigravao se proces raspodele izmedu koloidnog nosaca i medijuma. Nakon
pocetnih 10 min, profil oslobadanja aciklovira iz uzorka SD2 bio je linearan, pa je zaklju€eno da
je oslobadanje lekovite supstance bilo kontrolisano formiranim koloidnim nosac¢em. Koli¢ina
oslobodenog aciklovira na kraju testa, nakon 60 min, iznosila je 39,89 + 1,05 mg, Sto je bilo
manje u poredenju sa €istom supstancom. Linearnost u profilu oslobadanja lekovite supstance iz
S-SD2 primecena je izmedu 30-0g i 50-og minuta, a koli¢ina oslobodene lekovite supstance
nakon 60 min iznosila je 66,10 + 2,98 mg. Znacajno veca koli¢ina oslobodenog aciklovira iz S-

SD2 u poredenju sa SD2 (f; 34,14) konzistenta je sa prethodno uofenom znacajno vecom
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difuzijom aciklovira iz polu¢vrstog matriksa S-SD2. Na osnovu rezultata prethodne
karakterizacije o¢ekivana je ve¢a mobilnost i oslobadanje molekula aciklovira iz mikroemulzije
formirane iz S-SD2. Dobijeni rezultati in vitro oslobadanja aciklovira direktno su pokazali da
ispitivani SMEDDS, odnosno, formirani koloidni nosa¢, znacajno utiu na brzinu rastvaranja
inkorporiranog aciklovira i modifikuje ovaj proces u poredenju sa ¢istom (¢vrstom) lekovitom
supstancom koja se oslobadala iz tvrde kapsule i rastvarala u medijumu. U poslednjem slucaju,
kada je lekovita supstanca bila rastvorena u koncentraciji koja je bliska zasi¢enom rastvoru,
moze do¢i do smanjenja rastvorljivosti i precipitacije, dok je solubilizacijom lekovite supstance u
formiranom koloidnom nosacu minimizovan rizik od precipitacije ili interakcija u GIT-u (Feeney
i sar., 2016; Pekic i Primorac, 2014; Porter i sar., 2008; Pouton, 2006). Sa druge strane, molekuli
lekovite supstance oslobodeni iz koloidnog nosaca dostupni su za apsorpciju (Jannin i sar.,
2008). Stoga, moZe se smatrati da razvijeni poluc¢vrsti SMEDDS koji se sastoji od triglicerida
srednje duzine lanaca (10%), makrogol glicerol hidroksistearata (56,25%), poligliceril-3-dioleata
(6,25%), glicerola (20%) i makrogola 8000 (7,5%) predstavlja nosa¢ sa potencijalnom da
obezbedi efikasnu solubilizaciju aciklovira u slabo alkalnoj sredini (npr. kao §to je u tankom
crevu), te ga moZze uciniti dostupnim za apsorpciju uz minimalan rizik od smanjenja

rastvorljivosti na mestu apsorpcije.

4.2.4. Stabilnost polucvrstih samo-mikroemulgujuéih sistema sa aciklovirom u obliku
tvrdih kapsula

Stabilnost polucvrstih SMEDDS u obliku tvrdih kapsula razmatrana je kod formulacije sa 2%
aciklovira (SD2), sa ciljem da se minimizira znaCaj procesa rastvaranja suspendovanog
aciklovira, kada je prisutan u veéim koncentracijama, na procese hemijske degradacije,
dispergovanja SMEDDS, solubilizacije aktivne supstance i brzine njene difuzije iz formiranog

koloidnog nosaca.

HPMC kapsule su bile napunjene sa po 0,6 g SD2 ili S-SD2 i ¢uvane su tokom 3 meseca na 25
°C/60% RH, odnosno, na 5+3 °C. Organolepti¢cka svojstva i integritet kapsula su vizuelno
pracena i merena je njihova masa. Masa, boja i fizi¢ki integritet kapsula (Slika 27) ostali su

nepromenjeni tokom celokupnog perioda ispitivanja.
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(a)

(b)

Slika 27. Izgled HPMC kapsulana punjenih formulacijama SD2 (a) i S-SD2 (b)koje su ¢uvane tokom 3

meseca na 25 °C/60% RH (leva kapsula) i 5 + 3 °C (desna kapsula). Kroz zidove kapsule su se mogli

videti sitni mehuriéi vazduha koji su inkorporirani tokom pripreme SMEDDS, zbog relativno visokog

sadrzaja surfaktanata

Sadrzaj aciklovira u kapsulama SD2 i uzorcima SD2 ¢uvanih kao bulk je odreden metodom
HPLC nakon 1, 2 i 3 meseca ¢uvanja na 25 °C/60% RH, odnosno, 5 + 3 °C i dobijeni rezultati

prikazani su u tabeli 18. Rezultati su pokazali da nije bilo znac¢ajnih promena u sadrzaju lekovite

supstance kod uzoraka ¢uvanih pod navedenim uslovima tokom celokupnog perioda ispitivanja.

Tabela 17. Sadrzaj aciklovira u uzorcima SD2 u obliku kapsula i bulk nakon 1, 2 i 3 meseca ¢uvanja
na 25 °C/60% RH, odnosno, 5+ 3 °C

Sadrzaj aciklovira (%) posle odredenog vremenskog perioda ¢uvanja

1 mesec 2 meseca 3 meseca
Tvrda Bulk Tvrda Bulk Tvrda Bulk
Uslovi ¢uvanja kapsula kapsula kapsula
25 °C/60% RH 99,52 99,48 99,15 98,99 97,82 98,02
5+3°C 98,55 99,01 97,34 99,00 96,25 97,98
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Profili oslobadanja lekovite supstance iz polu¢vrstog SMEDDS SD2 koji su ¢uvani pod
razli¢itim uslovima tokom tri meseca (Slika 28 i1 29) bili su sli¢ni sa inicijalnim profilima
oslobadanja (0 < f; < 15).
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Slika 28. Profili oslobadanja aciklovira iz polucévrstih SMEDDS (SD2) u obliku tvrdih kapsula nakon
cuvanja na 25 °C/60% RH tokom 3 meseca (S.D. bila je manja od 20% i nije prikazana na grafikonu

zbog preglednosti)
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Slika 29. Profili oslobadanja aciklovira iz polucévrstih SMEDDS (SD2) u obliku tvrdih kapsula koji su
Cuvani na temperaturi od 5 £ 3 °C tokom 3 meseca (S.D. bila je manja od 20% i nije prikazana na
grafikonu zbog preglednosti)

Detaljni rezultati merenja veli¢ine kapi (Z-ave) 1 indeksa polidisperziteta (Pdl) nakon
dispergovanja uzoraka poluc¢vrstih SMEDDS sa aciklovirom (SD2) u obliku tvrdih kapsula
Cuvanih na 25 °C/60% RH, odnosno, na 53 °C i polu¢vrstih SMEDDS sa aciklovirom (SD2)
Cuvanih kao bulk na 25 °C/60% RH, odnosno, na 53 °C u kiselom i baznom medijumu,
prikazani su u tabeli 18 i na slikama 30-33. Uzorci su nakon 1 meseca, 2 meseca i 3 meseca
dispergovani u fosfatnom puferu (pH 7,2) i 0,1 M HCI (pH 1,2), a dobijeni rezultati bili su sli¢ni
sa inicijalnim merenjima i u okviru postavljenih granica za SMEDDS, ¢ime je jasno potvrdeno
da su ispitivane disperzije termodinamicki stabilni sistemi organizovani na nanoskali. Takode je
potvrdeno da na njihovu in vitro disperzibilnost u vodenim medijumima i prose¢nu veli¢inu kapi

nije znacajno uticala pH vrednost medijuma.
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Slika 30. Raspodela velicine kapi po intenzitetu rasute svetlosti u disperzijama ispitivanog polucvrstog
SMEDDS (SD2) sa aciklovirom u obliku tvrdih kapsula cuvanih na 25 °C/60% RH u klima komori
nakon: 1 meseca u fosfatnom puferu (pH 7,2) (—) i 0,1 M HCI (pH 1,2) (—); 2 meseca u fosfatnom
puferu (pH 7,2) (—) i 0,1 M HCI (pH 1,2) (---); 3 meseca u fosfatnom puferu (pH 7,2) ( )i01lM
HCI (pH 1,2) (---)
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Slika 31. Distribucija veli¢ine kapi po intenzitetu u disperzijama ispitivanog polucévrstog SMEDDS
(SD2) sa aciklovirom punjenim u HPMC kapsule i ¢uvanih na 5 £ 3 °C u klima komori nakon: 1

meseca u fosfatnom puferu (pH 7,2) (—) i 0,1 M HCI (pH 1,2) (—); 2 meseca u fosfatnom puferu (pH
7,2) (—) 10,1 M HCI (pH 1,2) (---); 3 meseca u fosfathom puferu (pH 7,2) ( ) 10,1 M HCI (pH

1.2) ()
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Slika 32. Distribucija veli¢ine kapi po intenzitetu u disperzijama ispitivanog poluévrstog SMEDDS
(SD2) sa aciklovirom ¢uvanog kao bulk na 25 °C/60% RH u klima komori nakon: 1 meseca u
fosfatnom puferu (pH 7,2) (—) i 0,1 M HCI (pH 1,2) (—); 2 meseca u fosfatnom puferu (pH 7,2) (—)
i 0,1 M HCI (pH 1,2) (---); 3 meseca u fosfatnom puferu (pH 7,2) ( ) 10,1 M HCI (pH 1,2) (---)
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Slika 33. Distribucija veli¢ine kapi po intenzitetu u disperzijama ispitivanog polucévrstog SMEDDS
(SD2) sa aciklovirom ¢uvanog kao bulk na 5 + 3 °C u klima komori nakon: 1 meseca u fosfatnom
puferu (pH 7,2) (—) i 0,1 M HCI (pH 1,2) (—); 2 meseca u fosfatnom puferu (pH 7,2) (—) i0,1 M
HCI (pH 1,2) (---); 3 meseca u fosfatnom puferu (pH 7,2) ( ) 10,1 M HCI (pH 1,2) (---)
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Tabela 19. Prosecna veli¢ina kapi (Z-ave) i indeks polidisperziteta (Pdl) (srednja vrednost + S.D., n = 3) u disperzijama ispitivanih SMEDDS

sa aciklovirom éuvanih pod razlic¢itim uslovima. Uzorci su nakon 1 meseca, 2 meseca i 3 meseca dispergovani u fosfatnom puferu (pH 7,2) i

0,1 M HCI (pH 1,2) i analizirani primenom tehnike fotonske korelacione spektroskopije

Uzorak Disperzije poll_lévrs_tog Disperzije polyévrs_tog Disperzije polucvrstog Disperzije polucvrstog
SMEDDS sa guklovw_om SMEDDS sa gaklovw_om SMEDDS sa aciklovirom | SMEDDS sa aciklovirom
(SD2) u obliku tvrdih (SD2) u obliku tvrdih < «
Kkapsula ¢uvanih na 25 °C K Ia uvanih na 4 °C (SD2) ¢uvanog kao bulk (SD2) ¢uvanog kao bulk
psufa cuvanii na apswa cuvamn na na 25 °C (RH ~ 60%) na 4 °C (RH ~ 60%)
(RH ~ 60%) (RH ~ 60%)
Vreme | Medijum | 7_ave (nm) Pdl Z-ave (nm) Pdl Z-ave (nm) Pdl Z-ave (nm) Pdl
1 pH 7,2 24,80 0,199 24,27 0,188 23,51 0,073 23,86 0,206
mesec +0,83 + 0,001 + 0,074 + 0,010 +1,11 +0,014 +0,97 + 0,005
pH 1,2 22,30 0,082 22,75 0,083 23,56 0,192 21,86 0,067
+ 0,64 + 0,016 +0,82 + 0,007 +0,88 + 0,032 +0,80 +0,012
2 pH 7,2 23,10 0,145 26,92 0,227 23,52 0,151 23,16 0,139
meseca +1,04 + 0,043 +1,20 + 0,006 +1,06 + 0,015 +1,20 + 0,036
pH 1,2 22,68 0,075 23,18 0,107 23,24 0,077 22,19 0,066
+1,15 + 0,006 +1,02 + 0,009 +1,16 + 0,027 +0,83 + 0,003
3 pH 7,2 22,84 0,076 23,37 0,102 23,74 0,083 22,73 0,145
meseca +0,37 + 0,005 +1,20 + 0,005 +1,18 +0.003 +0,31 + 0,001
pH 1,2 22,31 0,039 22,57 0,086 22,92 0,058 21,51 0,078
+0,89 + 0,020 +0,75 + 0,030 +0,91 +0,013 +0,24 + 0,000
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4.3. Rezultati i diskusija III faze istrazivanja

U prethodnoj fazi istrazivanja pripremljen je 1 ispitan SMEDDS sa nosac¢em koji sadrzi 7,5%
makrogola 8000 i 20% glicerola, kako bi se postiglo odgovarajuce reolosko ponasanje (prividni
viskozitet i tiksotropija) za punjenje u tvrde kapsule pogodne za oralnu upotrebu kao CEvrst
farmaceutski oblik. Dobijeni rezultati su potvrdili da ovaj uzorak, nakon razblaZivanja u kiselom
i alkalnom vodenom medijumu (0,1 M HCI i fosfatni pufer pH 7,2), prelazi u mikroemulziju sa
dovoljnim kapacitetom za solubilizaciju aciklovira. Pored toga, in vitro studija brzine
oslobadanja pokazala je da je pokretljivost molekula lekovite supstance u polu¢vrstom matriksu
SMEDDS nosaca bila velika, kao 1 da je formirani nosa¢ tipa mikroemulzije omogucio
izbegavanje rizika za precipitaciju lekovite supstance kada je njen sadrzaj u SMEDDS-u do
33,33%. Stoga se ovaj sistem mogao smatrati optimizovanim u pogledu Kkriterijuma koji su na
pocetku studije postavljeni za nosa¢ tipa poluévrstog SMEDDS, te je bio najbolji kandidat za in
vivo studiju koja je sprovedena u zavr$noj fazi istrazivanja. Pri tom je razmatran uticaj in vitro
optimizovanog polucvrstog SMEDDS nosaca na farmakokinetic¢ki profil aciklovira i njegovu

neskodljivost nakon peroralne primene kod Wistar pacova.

4.3.1. Uticaj polucvrstih samo-mikroemulgujucih sistema na bioloSku raspoloZivost
aciklovira

U tabeli 19 su prikazani farmakokineticki parametri koji su odredeni nakon oralne primene
ispitivanog uzorka polué¢vrstog SMEDDS (trigliceridi srednje duzine lanaca (10%), makrogol
glicerol hidroksistearat (56,25%), poligliceril-3-dioleat (6,25%), glicerol (20%), makrogol 8000
(7,5%)) sa aciklovirom u koncentraciji 2,5 mg/ml (5 mg/kg aciklovira), oralne primene

suspenzije aciklovira (5 mg/kg aciklovira) i i.v. primene rastvora aciklovira (5 mg/kg aciklovira).
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Tabela 20. Farmakokineti¢ki parametri (maksimalna koncentracija (Cnax), koncentracija u nultoj

tacki (Co), prosecno vreme potrebno za dostizanje Crax (Tmax), poviSine ispod krive zavisnosti

koncentracije od vremena (AUC,.i AUC,.,), konstanta eliminacije (ke), poluvreme eliminacije (ti),

volumen raspodele stacionarnog stanja (Vss), klirens (Cl), srednje vreme zadriavanja (MRT) i

apsolutna bioloska raspoloZivost (BA)) aciklovira posle i.v. primene rastvora i oralne primene

suspentzije i poluévrstih SMEDDS (podaci su predstavljeni kao prosecna vrednost £ S.D. (minimalna-

maksimalna vrednost)

Parametar Rastvor aciklovira Suspenzija aciklovira Polu¢vrst SMEDDS
primenjen i.v. primenjena per o0s (SD2) primenjen per os
Conax (Hg/ml) 26,23+ 9,30 0,29 + 0,09 0,92 £+ 0,21
(16,72 - 38,08) (0,17 - 0,39) # (0,58 - 1,13)##, x
Co (ug/ml) 25,94 + 12,41 / /
(11,18 - 38,52)
Tmax (Min) 8,00 + 2,74 26,00 + 5,48 14 + 10,84
(5 - 10) (20 - 30) # (5 - 30)##
AUC,., (minug/ml) 928,01 + 219,25 34,62 + 14,20 55,23 + 15,87
(762,72 - 1306,16) (26,69 - 59,82) # (41,71 - 79,28) x
AUCo.« (minpg/ml) 925,05 + 218,23 30,91 +7,49 54,97 + 15,71
(760,62 - 1302,06) (26,18 - 44,01) # (41,57 - 79,02) ##, x
Ker (1/min) 0,02 + 0,004 0,01 + 0,005 0,02 + 0,004
(0,01 - 0,02) (0,004 - 0,01) # (0,01 - 0,02) ##
ty2 (Min) 44,99 + 12,75 98,83 + 52,97 43,71 + 11,96
(34,47-65,86) (48,45 - 178,69) # (30,98 - 59,23)##
Vq (ml/kg)* 366,68 + 139,02 20107,36 + 6173,33 5750,79 + 712,08
(203,81 - 586,61) (13094,28 - 25925,56) # | (4845,33 - 6747,25)##
Vs (ml/kg) 238,52 + 102,27 / /
(89,96 - 322,26)
Cl (ml/min/kg)* 5,59 + 1,07 158,50 + 43,26 96,01 + 24,15
(3,83 - 6,56) (83,58 - 187,33) # (63,06 - 119,87)##, x
MRT (min) 41,71 + 15,72 137,32 + 37,42 87,45 + 31,73
(14,55 - 52,79) (97,63 - 192,49) # (54,02 - 137,93)##
BA (%)

3,7

5,9

*nakon oralne primene u zavisnosti od frakcije apsorbovanog aciklovira (F) drug (F), vd - F, CI - F

# i.v. primenjen rastvor aciklovira vs oralno primenjena suspenzija aciklovira, p < 0,05; x i.v.primenjen
rastvor aciklovira vs.oralno primenjen SMEDDS (oznaka), p < 0,05; ## oralno primenjena suspenzija
aciklovira vs oralno primenjen SMEDDS (oznaka), p < 0,05




Profil koncentracije aciklovira u serumu nakon i.v. primenjenog vodenog rastvora aciklovira kod
muskih Wistar pacova ukazao je na brz metabolizam, pri ¢emu je vise od 50% primenjene doze

aciklovira bilo metabolisano za 30 minuta (Slika 34).
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Slika 34. Profil koncentracije aciklovira u serumu tokom 480 minuta dobijen nakon i.v. primene

vodenog rastvora aciklovira (5 mg/kg) (podaci su predstavljeni kao srednje vrednosti + S.D.)
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Koncentracija ispitivane lekovite supstance u serumu u funkciji vremena nakon oralne primene
suspenzije aciklovira je prikazana na slici 35. Dobijeni profil zavisnosti koncentracije i vremena
je pokazao da je apsorpcija aciklovira iz gastrointestinalnog trakta nakon primene suspenzije
ogranic¢ena (Cmax 0,29 mg/ml, BA 3,7%) (Slika 35).

1,2

0,8

Suspenzija

- -& - SMEDDS

Serumska koncentracija aciklovira [ug/ml]

430

Vreme [min]

Slika 35. Koncentracioni profil aciklovira u serumu tokom 480 minuta dobijen nakon oralne primene
suspenzije (crni kvadrati) i SMEDDS (crni trouglovi) u dozi od 5 mg/kg (podaci su predstavljeni kao

srednje vrednosti £ S.D.)

Slaba apsorpcija aciklovira se obicno povezuje sa njegovom niskom rastvorljivoséu u vodi i
vecini nepolarnih rastvarata, kao 1 sa njegovom niskom permeabilnoséu. Povecanje
rastvorljivosti formiranjem kompleksa aciklovira sa ciklodekstrinima, kao i postizanje povecanja
bioloske raspolozivosti je dat kao primer jedne afirmativne studije (Anroop i sar., 2014). Druga
relevantna istraZivanja sugeriSu da je mehanizam apsorpcije aciklovira preteZzno pasivna difuzija
(Bork, 2000; Meadows i Dressman, 1990), tako da su glavni faktori niske bioloske raspoloZivosti
nizak koeficijent lipidno-vodene raspodele (logP -1,59 u n-oktanol/voda smesi na 25 °C) (Kasim

i sar., 2004) ili kratko zadrzavanje na mestu apsorpcije (duodenum i jejunum) (Meadows i
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Dressman, 1990). Takode, neki autori sugeriSu da apsorpcija aciklovira zavisi od vrste
formulacije koja se primenjuje, kao i od stanja u GIT-u, a bioloska raspoloZivost se smanjuje sa
poveéanjem doze (Akiyama i sar., 1996; Alcorn i McNamara, 2002, De Miranda i Blum, 1983;
Thomsen i sar., 2004). Frederick i saradnici (1995) su dobili prose¢ne vrednosti za Cpax U
rasponu od 0,4 - 0,8 pug/ml nakon oralne primene ¢vrstih farmaceutskih oblika (tableta) u ja¢ini
0d 200 mg i Cpax 1,6 ug/ml nakon primene doze od 800 mg.

U okviru ove faze ispitivanja, aciklovir koji je primenjen oralno u sastavu ispitivanog
polu¢vrstog SMEDDS pokazao je 1,6 puta ve¢u bioloSku raspolozivost, a Cnax je iznosila od
0,92 £ 0,21 ug/ml posle 14 + 10,84 minuta u poredenju sa dobijenom Cax Nakon oralne primene
suspenzije aciklovira (0,29 + 0,09 pug/ml posle 26 + 5,48 minuta) (Tabela 19, Slika 35). Dobijene
vrednosti za Cpnax Ukazuju na povecanje obima apsorpcije aciklovira u sistemsku cirkulaciju
upotrebom ispitivanog polu¢vrstog SMEDDS. Takode, upotreba SMEDDS dovela je do
statistiCki znacCajnog smanjenja Tmax 1 statisticki znacCajnog povecanja povrSine ispod krive
zavisnosti koncentracije od vremena (AUC.) u poredenju sa oralno primenjenom suspenzijom
aciklovira (Tabela 19). Vec¢e vrednosti AUC i koncentracije leka u krvi ukazivale su na poveéanu
apsorpciju aciklovira upotrebom polu¢vrstog SMEDDS u poredenju sa primenjenom
suspenzijom aciklovira oralnim putem. Patel i Sawant (2007) takode su u svom radu postigli
skoro 3,5 puta vecu bioloSku raspolozivost aciklovira nakon primene nosac¢a tipa SMEDDS, kod
muskih albino pacova. Medutim, u ovoj studiji je za poredenje koriSen rastvor lekovite
supstance, zbog Cega slaba rastvorljivost i proces rastvaranja nisu bili kriti¢ni parametri za
procenu apsorpcije. Ghosh i saradnici (2006) su u svom istrazivanju utvrdili 12,78 puta vecu
biolosku raspolozivost aciklovira posle peroralne primene formulacije tipa mikroemulzije u
poredenju sa komercijalno dostupnim tabletama. Cmax je postignuta nakon 3 sata, verovatno
usled spore difuzije lekovite supstance iz disperzne uljane faze u vodeni medijum, dok je Tmax za
tablete bio 30 minuta. Povecanje apsorpcije lekovite supstance upotrebom ispitivanog
polu¢vrstog SMEDDS je povezano sa izostankom precipitacije lekovite supstance zbog
efikasnog procesa samo-mikroemulgovanja koji je prethodno definisan u in vitro studiji.
Odredena je prosec¢na veli¢ina kapi od 26,04 + 1,73 nm u kiselom medijumu (0,1 M HCI (pH
1,2)) i 25,10 £ 0,99 nm u baznom medijumu (fosfatni puffer pH 7,2) i potvrdeno je brzo

formiranje nanodisperzija sa kapljicama ujednacene veli¢ine, S$to pokazuju vrednosti
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odgovarajuceg indeksa polidisperziteta (Pdl 0,158 + 0,030 u upotrebljenom kiselom medijumu i
0,150 + 0,026 u baznom puferu, $to je bilo u opsegu fizioloskih vrednosti u GIT-u. Podaci su
potvrdili o¢ekivanja zasnovana na rezultatima koji su dobijeni u prethodnim fazama istrazivanja,
pre svega u pogledu formiranja mikroemulzije nakon primene polu¢vrstih SMEDDS u lumenu
GIT-a sa malim veli¢inama kapi i velikom specificnom medupovrSinom na granici uljane i
vodene faze odgovornom za solubilizaciju molekula aciklovira, kao i sa dovoljnom stabilno$¢u
tokom procesa apsorpcije. Procenat apsorpcije je verovatno povecan zbog ocekivano brzog
procesa dispergovanja, rastvaranja i oslobadanja lekovite supstance iz nosaca u fizioloSkim

uslovima in vivo, kao $to je to prethodno pokazano i in vitro.

Pored toga, povecanje bioloske raspolozivosti aciklovira primenom polué¢vrstih SMEDDS moglo
je biti povezano sa povecanjem permeabilnosti lekovite supstance kroz membrane GIT-a
posredovanim nosa¢em tipa mikroemulzije i njegovih sastavnih komponenti. Ovo je bilo u
skladu sa prethodno uocenim in vitro povecanjem permeabilnosti aciklovira u PAMPA testu, gde
je poreden te¢ni SMEDDS slicnog sastava sa Cistom lekovitom supstancom. Efekat poboljSanja
permeabilnosti moze biti povezan i sa prisustvom ulja i surfaktanata, komponenata SMEDDS,
koji dovode do povecanja rastvorljivosti i do inhibicije efluksa jer kao i mnogi drugi ekscipijensi
poseduju karakteristike transportera kroz intestinalnu membranu, ¢ime se 0Omoguéava potpuno
rastvaranje lekovite supstance u fizioloskim uslovima u GIT-u i maksimalna inhibicija

relevantnog efluks transportera (Shah, 2011).

Dobijene vrednosti za Cl i MRT kod primene polu¢vrstih SMEDDS bile su smanjene, $to je
ukazivalo na vecu eliminaciju aciklovira u poredenju sa primenom oralne suspenzije. Povecana
eliminacija aciklovira primenjenog u polu¢vrstom SMEDDS takode je bila primec¢ena kroz nize
vrednosti ti, i veCu vrednost ke U poredenju sa oralnom suspenzijom (Tabela 19). Konstanta
eliminacije bila je sliéna onoj nakon i.v. primene. Treba napomenuti da, iako su vrednosti za Vd i
Cl mnogo vece nakon oralne primene, uzimajuci u obzir frakciju koja se apsorbuje, ovi parametri
nisu statisticki razli¢iti od onih nakon i.v.primene, S§to ukazuje na to da ispitivani polucvrsti

SMEDDS nije bitno uticao na distribuciju aciklovira.
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4.3.2. NeSkodljivost polucvrstih samo-mikroemulgujuéih sistema sa aciklovirom

Aciklovir ispoljava svoju antivirusnu aktivnost kompetitivnom inhibicijom virusne DNK
pomocu svog selektivnog vezivanja na HSV-timidin kinazu sa 200 puta ve¢im afinitetom nego
za isti enzim kod sisara (De Clercq, 2004), ¢ime se potvrduje njegova bezbedna primena kod
coveka. Tako su ekscipijensi koji su koris¢eni kao sastavni deo ispitivanih polué¢vrstih SMEDDS
dobro poznati i odobreni za oralnu primenu, njihova bezbednost nakon ponovljene primene
polu¢vrstih SMEDDS, procenjena je kvantifikacijom biohemijskih parametara u serumu pacova
koji su povezani sa funkcijom jetre i bubrega. Poreden je polu¢vrsti SMEDDS sa aciklovirom sa

polucvrstim SMEEDS bez aciklovira 1 rastvorom aciklovira.

Jetra je veliki, kompleksan organ koji ima centralnu ulogu u metabolizmu ugljenih hidrata,
proteina i masti, a ima i bitnu ulogu u metabolizmu i detoksikaciji raznih ksenobiotika koji mogu
dovesti do oSteCenja organizma, pa i nje same (Soares i1 sar., 2013). Hepatotoksic¢nost je
definisana kao ostecenje jetre koje je povezano sa poremecenom funkcijom jetre uzrokovanom
izloZzeno$¢u lekom ili nekom drugom neinfektivnom agensu (Soares i sar., 2013). Hepatotoksi¢ni
agensi mogu reagovati sa osnovnim celijskim strukturama i samim tim dovesti do skoro svih
vrsta lezija jetre. Oste¢enjem hepatocita dolazi do oslobadanja i porasta koncentracije enzima
aspartat aminotransferaze (AST) i alanin aminotransferaze (ALT) u serumu. Ova dva enzima se
nalaze u visokoj koncentraciji u hepatocitima, pa je zato njihova serumska koncentracija najbolji

pokazatelj ostecenja jetre (Soares i sar., 2013).

Porede¢i serumsku koncentraciju AST grupa Zivotinja koje su dobijale razlicite ispitivane
formulacije u dva razli¢ita vremenska intervala sa vrednostima kontrolnih grupa, nije uocena
razlika (Tabela 20). Tako u ovoj studiji u gotovo svakoj eksperimentalnoj grupi nije poveéana
koncentracija AST u serumu, statisti¢ki znacajna promena u koncentraciji AST je uocena samo
kod grupe koja je tokom 21 dan primala vodeni rastvor aciklovira (p < 0,05). Povecanje AST
moglo je biti povezano sa ¢elijskom nekrozom mnogih tkiva. Na primer, dobro je poznato da
patoloski procesi koji ukljucuju skeletne ili sréane miSice 1/ili jetreni parenhim, omogucéavaju

oslobadanje velikih koli¢ina ovog enzima u krv (Kaneko, 1980).
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Tabela 21. Rezultati biohemijke analize, kontrola po Raskovi¢u (Raskovié i sar., 2014; Raskovié i sar., 2015)

Polucvrst Polucvrst Polucvrst Polucvrst
Oralni rastvor SMEDDS SMEDDS Oralni rastvor SMEDDS SMEDDS
Biohemijski aciklovira bez aciklovira | sa aciklovirom aciklovira bez aciklovira | sa aciklovirom
parametar Kontrola 7 dana 7 dana 7 dana 21 dan 21 dan 21 dan
?S/-II_ 127,3+7,2 | 153,17 £ 25,57 | 134,33 +15,95 | 121,17 £+ 12,75 | 146,2 + 8,44 * | 160,25 = 26,40 | 170,50 = 35,89
[AUL/E 47338 | 4667+7,17 | 4767+501 | 400+6,07 | 4580+630 | 47,25+591 | 4225+4,72
*-p < 0,05 u odnosu na kontrolu
Tabela 21. Rezultati biohemijske analize, kontrola po Raskovi¢u (Raskovié i sar., 2014; Raskovié i sar., 2015)
Poludévrst Poluévrst Poludvrst Poluévrst
Oralni rastvor SMEDDS SMEDDS Oralni rastvor SMEDDS SMEDDS
Biohemijski aciklovira bez aciklovira | sa aciklovirom aciklovira bez aciklovira | sa aciklovirom
parametar Kontrola 7 dana 7 dana 7 dana 21 dan 21 dan 21 dan
[mUrT:?)?/I] 9,22 £0,44 467+235* | 475+048* | 4,75+£0.21* 53+0,37* | 555+040* | 502+050*
Kreatinin - - * *
[umol/l] 4550+0,72 | 38,33+£1,75 37,5%2,26 36,0 £1,79 41,00 £ 2,74 43 +1,83 42,75 + 3,10
Mokraéna
kiselina 62,0+ 1,73 71,33+17,6 | 55,17 +£9,04 67,0 £ 17,56 66,6 +£ 10,83 | 48,0 £ 10,86 56,0 + 20,86
[pmol/l]
* - p < 0,05 u odnosu na kontrolu
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Kako se AST nalazi u dovoljnoj koncentraciji i u kardiomiocitima, neuronima, nefronima,
miocitima i crvenim krvnim zrncima, a ALT u veoma niskim koncentracijama u miocitima i
nefronima, ALT predstavlja specifi¢niji indikator osteé¢enja jetre (Giannini i sar., 2005; Ozer i
sar., 2008; Soares i sar., 2013). U ovom ispitivanju nisu dobijene statisticki znac¢ajno razliite
vrednosti ALT kod zivotinja iz svih Sest grupa u poredenju sa kontrolnom grupom (Tabela 20).
Merenje vrednosti ALT je posebno Kkorisno u proceni jetrene nekroze, naro¢ito kod malih
zivotinja (Cornelius, 1989). Zbog toga je povecanje serumskih nivoa ALT specifi¢niji pokazatelj
oStecenja jetre. Aktivnosti ova dva enzimska markera oSteCenja jetre nisu bile znacajno
promenjene kod Zivotinja tretiranih dugoro¢no (21 dan) i kratkorocno (7 dana) polucvrstim
SMEDDS sa aciklovirom, u poredenju sa kontrolnom grupom, ¢ime je dokazano da ova

formulacija nije hepatotoksicna.

Pored odredivanja uticaja ispitivanog polu¢vrstog SMEDDS na funkcije jetre, u studiji je takode
istrazen uticaj pripremljenih formulacija ukljucuju¢i sve grupe zivotinja na bubreznu funkciju.
Kako bi se pratila funkcija bubrega u ovom istrazivanju odredivani su serumska koncentracija
kreatinina, mokraéne kiseline i uree. Dobijeni rezultati prikazani su u tabeli 21. Ovi biohemijski
parametri su korisni u proceni toksi¢nosti formulacija. Povecanje nivoa mokra¢ne kiseline kod
pacova odnosi se na povecanje katabolizma proteina, a nivo uree pukazuje na renalno ostecenje
(Eraslan i sar., 2007). U ovoj studiji, dobijena vrednost za ureu je bila statisticki znacajno
smanjena u svim grupama eksperimentalnih zivotinja u odnosu na kontrolu (p < 0,05). Kreatinin
je statisticki znac¢ajno smanjen u grupama koje su primale ¢ist rastvor aciklovira oralno 21 dan,
Cist rastvor aciklovira oralno 7 dana, polu¢vrst SMEDDS tokom 7 dana, i polu¢vrst SMEDDS sa
aciklovirom 7 dana u poredenju sa kontrolnom grupom (p < 0,05) (Tabela 21). Vrednosti
mokraéne kiseline nisu bile statisticki znacajno razli¢ite u svim grupama u poredenju sa
kontrolnom grupom (Tabela 21). Ponovljeni i kratkoro¢ni unos polucvrstih SMEDDS sa

aciklovirom nije znacajno uticao na bubreznu funkciju izlu¢ivanja.
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5. ZAKLJUCAK
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Pravilan odabir hidrofilnih ekscipijenasa i uskladivanje njihovih koncentracija za
formulaciju tecnih samo-mikroemulguju¢ih sistema (SMEDDS) baziran je na
sveobuhvatnom razmatranju 60 pseudoternernih sistema sastava ulje (trigliceridi srednje
duzine lanaca), surfaktanti (makrogol glicerol hidroksistearat, polisorbat 20 ili PEG-8
kaprilno/kaprinski gliceridi), kosurfaktant (poligliceril-3-dioleat), i korastvara¢ (glicerol
ili makrogol 400). Navedeni ekscipijensi su odabrani na osnovu eksperimentalno
dobijene relativno visoke vrednosti rastvorljivosti aciklovira u njima, koje su ih Cinile
odgovaraju¢im kandidatima za formulaciju potencijalnih  SMEDDS sa visokim

kapacitetom za inkorporiranje ove aktivne supstance.

Procenjen je uticaj vrste surfaktanta i korastvaraca, njihovih koncentracija, kao i masenog
odnosa surfaktanta 1 kosurfaktanta (Km vrednost) na Kkapacitet ispitivanih
pseudoternernin  sistema za inkorporiranje lekovite supstance. Ispitivanjem
pseudoternernih sistema sa 20% i 30% glicerola ili makrogola 400, primeceno je da je
rastvorljivost aciklovira bila slicna kao u pojedinacnim ekscipijensima kada se kao
surfaktant koristi polisorbat 20 ili PEG-8 kaprilno/kaprinski gliceridi, pri svim
vrednostima Km. U prisustvu surfaktanta makrogol glicerol hidroksistearata, koji ima
najduzi hidrofilni polioksietilenski lanac, doslo je do povecéanja rastvorljivosti aciklovira
sa povecanjem Km vrednosti i koncentracije korastvaraca (glicerola, odnosno, makrogola
400). Maksimalan kapacitet ispitivanin pseudoternernin sistema za inkapsulaciju
aciklovira je postignut koris¢enjem makrogol glicerol hidroksistearata kao surfaktanta pri
najviSem ispitivanom Km (9,0) 1 iznosio je: 24,6 mg/ml (u prisustvu 20% glicerola),

18,02 mg/ml (sa 30% makrogola 400) i 31,66 mg/ml (sa 30% glicerola).

Razmatrani formulacioni parametri (vrsta i koncentracija surfaktanta, maseni odnos
surfaktanta i kosurfaktanta (Km) i vrsta i koncentracija korastvaraca) imali su znacajan
uticaj na brzinu dispergovanja i formiranje ulje-u-vodi mikroemulzija po dispergovanju
pseudoternernih sistema u vodenim medijumima razli¢itih pH vrednosti (0,1 M HCI i
fosfatni pufer pH 7,2). Na osnovu izmerene transmitance i dobijene raspodele veli¢ine
kapi prema intenzitetu rasute svetlosti u disperzijama, pseudoternerni sistemi koji sadrze
PEG-8 kaprilno/kaprinski gliceride (Z-ave > 200 nm, Pdl > 0,250 T% < 20) ili polisorbat
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20 (veoma Siroka raspodela veli¢ine kapi), pri svim Km vrednostima pokazali su
ogranicenu sposobnost za samo-mikroemulgovanje u ispitivanim vodenim medijumima i
nisu ispunili kriterijume na osnovu kojih su mogli da budu klasifikovani kao SMEDDS
(Z-ave < 100 nm, PdI < 0,250). Karakteristike SMEDDS su imali samo oni sistemi koji
su u svom sastavu imali makrogol glicerol hidroksistearat kao surfaktant i koji su izradeni
sa 20% glicerola pri Km 9,0 (SMEDDS1), 20% makrogola 400 pri Km 9,0 (SMEDDS?2) i
30% glicerola pri Km 2,33 (SMEDDS3). Odreden je i kapacitet inkapsulacije aciklovira u
ova tri sistema i iznosio je 24,06 mg/ml (SMEDDS1), 9,04 mg/ml (SMEDDS?2) i 21,12
mg/ml (SMEDDS3), zbog Cega je iz daljeg istrazivanja isklju¢en SMEDDS2.

Ispitan je uticaj izbora sastojaka SMEDDS1 i SMEDDS3 na permeabilnost i na brzinu
oslobadanja rastvorene aktivne supstance difuzijom. Dva ispitivana SMEDDS su
pokazala medusobno slicnu ali znacajno vefu permeabilnost u poredenju sa Cistim
aciklovirom u baznom medijumu (fosfatni pufer pH 7,2) in vitro. Ukupna koli¢ina
oslobodene lekovite supstance iz ispitivanth SMEDDS iznosila je 47,30 =+ 2,64%
(SMEDDS1) i 35,79 + 2,46% (SMEDDS3), sto znaci da je iz SMEDDSI1 oslobodena
znacajno veca koli¢ina aciklovira, iako su pocetne koncentracije lekovite supstance u ova
dva sistema bile veoma sli¢ne. Razlog za uocenu razliku je povezan sa razlikama u
njihovom sastavu, odnosno, sadrzaju korastvaraca i hidrofilnog surfaktanta i sledstveno
hidrofobnih interakcija izmedu aciklovira i nosa¢a. SMEDDS1 je koris¢en za dalja

ispitivanja.

U nastavku istrazivanja formulisani su poluc¢vrsti SMEDDS iz tetnog SMEDDSI,
uvodenjem makrogola 8000 kao sredstva za povecanje viskoziteta. Reoloska
karakterizacija polué¢vrstih SMEDDS pokazala je da je na njihov prividni viskozitet
znaCajno uticala koncentracija makrogola 8000, kao sastojka za formiranje matriksa, i
glicerola, kao hidrofilnog korastvaraca, a optimalan prividni viskozitet i tiksotropija za
¢vrsto punjenje kapsule postignuti su u sistemu sastava trigliceridi srednje duzine lanaca
(10%), makrogol glicerol hidroksistearat (56,25%), poligliceril-3-dioleat (6,25%),
glicerol (20%), makrogol 8000 (7,5%).
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VI.

VII.

VIII.

Formulisani polu¢vrsti SMEDDS je omogucio formiranje nosaca tipa mikroemulzija u
kiselom i alkalnom vodenom medijumu (0,1 M HCI i fosfatni pufer pH 7,2) sa dovoljnim
kapacitetom za solubilizaciju lekovite supstance. Karakterizacija spektroskopskim
tehikama pokazala je da su ispitivane disperzije bile termodinamicki stabilni sistemi

organizovani na nanoskali §to su klju¢na svojstva sistema tipa mikroemulzija.

Uticaj sadrzaja aciklovira (2% i 33,33%) na opticke i termalne karakteristike polu¢vrstih
SMEDDS (SD2, odnosno, S-SD2) je ispitan primenom opticke mikroskopije i DSC
analizom. Mikrografije oba sistema su pokazale prisustvo kristala aciklovira koji je bio
suspendovan u homogenom polu¢vrstom vehukulumu, a pomoc¢u dobijenih endotermnih
profila potvrdena je pretpostavka da je formiranje poluévrstog sistema bilo zasnovano na

stvaranju svojevrsnog polimernog matriksa u tecnom SMEDDS.

Analiza in vitro kinetike difuzije aciklovira iz ispitivanih poluc¢vrstih SMEDDS dokazala
je da je mobilnost molekula lekovite supstance u polu¢vrstom matriksu SMEDDS bila
relativno visoka i da je in situ formiran nosa¢ tipa ulje-u-vodi mikroemulzije omogucio
izbegavanje brzog rastvaranja lekovite supstance i rizika od precipitacije i time

potencijalno obezbedio dostupnost lekovite supstance za apsorpciju.

Kompatibilnost uzoraka poluc¢vrstih SMEDDS (SD2 i S-SD2) sa omota¢em tvrdih
kaspula od hipromeloze (HPMC) je ispitana primenom DSC tehnike i bila je
zadovoljavaju¢a tokom mesec dana cuvanja pod ambijentalnim uslovima. Dobiejni
rezultati pokzali su da curenje iz tvrdih kapsula nije o¢ekivano na temperaturama koje su
uobiCajene za skladistenje i upotrebu farmaceutskih preparata. Hipromeloza nije uticala
na endotermne procese uzoraka SD2 i S-SD2, sto je ukazivalo na nizak rizik od

interakcija omota¢a HPMC kapsula sa ispitanim poluc¢vrstim SMEDDS.

In vitro ispitivanje Kkinetike oslobadanja aciklovira iz uzoraka SD2 i S-SD2 u obliku
tvrdih kapsula je izvrseno sa ciljem da se proceni uticaj SMEDDS nosaca na profil
oslobadanja aciklovira iz navedenog cvrstog farmaceutskog oblika, odnosno, da se

razmotri eventualni uticaj samog omotaca kapsule na ovaj biofarmaceutski aspekt.
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XI.

XI1.

Analiza dobijenih profila oslobadanja pokazala je da su ispitivani SMEDDS, odnosno, in
situ formirani koloidni nosaé, znaCajno uticali na brzinu rastvaranja inkorporiranog
aciklovira i mehanizam ovog procesa u poredenju sa Cistom (Cvrstom) lekovitom
supstancom koja se oslobadala iz tvrde HPMC kapsule i rastvarala u medijumu pod istim
uslovima. Potvrden je potencijal ispitivanih polu¢vrstih SMEDDS da obezbede efikasnu
solubilizaciju aciklovira u slabo alkalnoj sredini (npr. kao $to je u tankom crevu), uz
minimalan rizik od smanjenja rastvorljivosti pod navedenim uslovima, te ga mogu uéiniti
dostupnijim za apsorpciju u poredenju sa konvencionalnim formulacijama sa ¢vrstom

lekovitom supstancom.

Stabilnost ispitivanih polu¢vrstih SMEDDS u obliku tvrdih kapsula razmatrana je kod
formulacije sa 2% aciklovira (SD2) tokom 3 meseca na 25 °C/60% RH, odnosno, 53 °C
(u frizideru). Rezultati su pokazali da nije bilo znac¢ajnih promena u sadrzaju lekovite
supstance kod ispitivnaih uzoraka. Takode, rezultatima merenja veli¢ine kapi (Z-ave) i
indeksa polidisperziteta (Pdl) nakon dispergovanja u vodenim medijumima u opsegu
fizioloskih pH, kao i na osnovu dobijenih profila oslobadanja lekovite supstance iz
ispitivanih uzoraka, koja su ponovljena nakon 1, 2 i 3 meseca, potvrdeno je da su kod
ispitivanog sistema u ¢vrstom farmaceutskom obliku pogodnom za peroralnu primenu,

ocuvana svojstva SMEDDS pod navedenim uslovima ¢uvanja.

Utvrden je znacajan uticaj polu¢vrstih SMEDDS na farmakokineti¢ki profil aciklovira
oralno primenjenih kod Wistar pacova sa 1,6 puta pove¢anom bioloskom raspolozivoscéu
u poredenju sa ¢istom supstancom (primenjenom kao suspenzija). Dobijene vrednosti za
Cmax 0,92 + 0,21 pg/ml, AUCy., 55,23 + 15,87 minug/ml i AUCy 54,97 + 15,71
minug/ml ukazale su na povecanu kolicinu apsorbovanog aciklovira u sistemsku
cirkulaciju iz ispitivanog poluc¢vrstog SMEDDS, najverovatnije zbog brzog procesa
samo-mikroemulgovanja i oslobadanja lekovite supstance iz in situ formiranog
nanonosaca u intestinalnom lumenu pacova, koji su ranije postignuti pod uslovima in
vitro. Takode, upotreba poluc¢vrstih SMEDDS dovela je do statisticki znacajnog
smanjenja Tmax (14 £ 10,84 min). Dobijene vrednosti za Vd i Cl nisu bile statisti¢ki

znacajno razlicite od onih nakon i.v. primene, §to je ukazalo na to da ispitivani polucévrsti
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X1,

XIV.

SMEDDS nije bitno uticao na distribuciju aciklovira. Dobijeni farmakokineticki
parametri bili su povezani sa brzim odvijanjem procesa u GIT lumenu, ukljucujuéi
dispergovanje poluc¢vrstih SMEDDS, rastvaranje i oslobadanje lekovite supstance iz
koloidnog nosaca, kao i efekat povecanja permeabilnosti lekovite supstance kroz
membrane GIT-a posredovanim nosacem tipa mikroemulzije i1 njegovih sastavnih

komponenti.

Praceni su i osnovni biohemijski parametri koji su povezani sa funkcijom jetre i bubrega
u serumu zivotinja koje su tretirane polucvrstim SMEDDS tokom 7 i 21 dan, i nije bilo
promena koje bi ukazivale na ostecenje jetre i bubrega. Poreden je polu¢vrsti SMEDDS
sa aciklovirom sa polu¢vrstim SMEDDS bez aciklovira i rastvorom aciklovira. Nije
uocena indukcija promena serumskih transaminaza, odnosno aktivnosti dva enzimska
markera ostecenja jetre (aspartat aminotransferaza (AST) i alanin aminotransferaza
(ALT)) nisu bile znacajno promenjene kod Zivotinja tretiranih dugoro¢no (21 dan) i
kratkoro¢no (7 dana) polucvrstim SMEDDS sa aciklovirom, u poredenju sa kontrolnom
grupom, ¢ime je dokazano da ova formulacija nije hepatotoksi¢na. Dobijeni nivoi uree i
kreatinina su bili nizi od kontrolnih vrednosti, ¢ime je pokazano da ponovljeni i
kratkoro¢ni unos polucvrstin SMEDDS sa aciklovirom nije znacajno uticao ni na

bubreznu funkciju izlu¢ivanja i mogao se smatrati neskodljivim.

Celokupno razmatranje rezultata sprovedenih istrazivanja jasno je ukazalo da su
formulisani polu¢vrsti SMEDDS sa aciklovirom imali svojstva nove generacije
biokompatibilnih nosaca tipa lipidnih formulacija, c¢iji specifican sastav obezbeduje
zeljene in vitro karakteristike u pogledu brzog formiranja nanonosaca tipa ulje-u-vodi
mikroemulzije u kontaktu sa vodenim medijumima razli¢itih pH, zadovoljavajuceg
kapaciteta za solubilizaciju aciklovira u koncentraciji koja je prikladna za per os primenu
terapijske doze od 200 mg ove aktivne supstance u jednodoznom ¢vrstom farmaceutskom
obliku (tvrda kapsula veli¢ine 0) i sa demonstriranim potencijalom za poboljsanje oralne

bioloske raspolozivosti aciklovira in vivo na animalnom modelu.
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MHUIBEKBE

Owms ce notephyie 2a ETHuka KOMHCH]E 38 321THTY J06POGHTH OTICIHMX KHBOTHIEG Y HHBEPIHTETR
y Hoeom Cazy /aj¢ Car/lACHOCT 33 CBE CKCEPUMEHTINE TIPOTOKOIE WA OF/ICIHHM KHBOTHIAME YKBYHCHE ¥
m3poerne excnepUMenTansor feaa paan Josane Jankosuh, MarucTpa dapMalmjc,y OXKBUPY HIPALE OKTOPCKE
avcepraumje noa HasksoM Jn vive menwrmsame GHOJOmMKE PACHONOKHBOCTH, AKYTHC H Xponndmne
TOKCHYMOCTH AUNKIOBHPA KOjH je HUKANCYIMPAH ¥ HOCAY THOA CAMOMMKPOCMYATYjYRer cncTema Hakon
opaane ynorpede,

Cass excriepumenth Tie GHTH H3BCACHH M PYKOBOTIEHH ¥ CAITIACHOCTH €A BBPOTICKOM JICTHCAGTHBOM KOja
MOKPHBA SUITHTY KHBOTHILE ¥ HCTPamHMBAILUMA, nocebro Tupextusom 2010/63/EY on 22. 09, 2010, roa. o
JAMTHTH XHBOTHERA KOJE C€ KOPHCTE Y HAYHHS CBPXE, K0 W 3akonom o 1o0podury xueotHia Pemybimnke
Cpbuje on 10.06.2009.ron. M3 obpanioiesa NPOrpasa HCTPAKHBAIA MOKE 20 €€ JAKAYYH Aa De nprHumMnm
3P y pany DHTH npHMEILEHN.

JIHua Koja CIpOBOIE OINE] Cy KOMACTCHTHM M MCKYCHM MCTPOAMBAYM KOJH Cy ofyucHM 34 paa ca

OrNCAHAM KHBOTHILAMA,
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U3sjasa o ayTopcTey

Wwme 1 npeaume aytopa __JoBaHa Jankosuh
Bpoj WHaekca ___ 26/11

Usjaernsyjem
A2 je KOXTOPCKa AUCEPTaUM]a NoM HACNOBOM

DopMynaumja u KapaKTepuaaLmMia NoNyYEpCTUX CaMo-MUuKpoemMynryjyhiux cucrema kao
NOTEHUMJANHKX HOCAYa HOBE FeHepaLm|e 3a nepopanHy NPUMEHY aUMKNOBMPA

*  PEesyNTaT CONCTBEHOr UCTPAXMBAYKO! Paaa;

* 13 AMCepTaUMja Y UENWHU HK Y JEencBumMa Huje Guna NPeANOKEHa 33 CTULae
APyre QMNNoMe Npema CTYAMjCKMM NPOrpaMmMMa APYTUX BHCOKOWKONCKMX
' ycraMosa; -
* A8 Cy pesynraru KOPeKTHO HaBEAEeHW U

* /A HMCAM KPWWO/NA BYTOPCKa NPaBa M KOPUCTHO/NG WHTENEKTYanHy CeojuHy
ADYrUX nUua.

Mornuc ayvopa

\J

¥ Beorpagy, 22-10.2019.

157



OGpa3say 6.

W3jaBa 0 UICTOBETHOCTM WITaMNaHe U eneKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOpcKor paga

Wme u w” ayropa Joaana Jauxosuh
Bpoj uHaekca 28/11
Cryaunjcxn nporpam ACKTOPCKE axafeMcke CTyauje wa hapmaueyTcke TeXHONoruje
Dopmynaumja u KapaXTePHUIALIMA NONMYNBPCTIX CAMO-MUXDOSMYNTY]yNHX CHCTEME KE0
Hacnoe pana NOTEHUMIANHUX HOCA4A HOBE FEHEPAYW]E 38 NEPOPENHY NPMMEHY ALMKNOBUPA

MexTop AP cuy. JTbursana helh, saupeasm npodecop

Usjasroyjem Aa je wramnaka BEpIWja MOr AOKTOPCKOT pasa UCTOBETHa ENEeKTPOHCKO]
Bepaje Kojy Cam npeaao/na pagu noxpameHa y AUrHTanHom penoanTopujymy
yu_uupamﬂl y Beorpany.

HAozsorcapam fa ce objase Moju NUYHW NOABUM BesaMu 3a AoGujaibe axkanemcxor
Ha3MBE [OKTOPA HAYKA, KO LITO Cy UME W NPEINME, TOAUHA W MeCTD pofjera U AaTyM
onbpawe paga.

OsM nuuHW NogauM Mory ce ofj@BMTH Ha  MpexHWM CTpasMuaMa aururanse
Bubnuorexe, y enexTpoHckom xaranory Wy nyGnukauywjama Yuusepaurera y Beorpaay.

Nornuc ayTopa
Y Beorpagy, 22.10.2018,
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O6pazay 7,

Usjasa o kopuwhemy

Osnawhyjem YHusepaurercky GuSnmorexy -Ceetosap Mapxosuh® pa y urvranuu
PENCIUTOPUYM Yimeepsutera y Beorpasy ywece moly ACKTOPCKY AucepTaumjy nog
HacnosoM:

Mynayuja v KT€ ja non Camo-m amyn MX cHcTema

K30 NOTeHUMjanHKX Hocaya HoBe rexsepaumje za NBPOPANHY NPUMEHY auMKNOBKUpa

Koja je moje ayropcko aeno.

Axcepraumy ca ceum npunoauma NPeAao/na cam y enekrpoHcKoM dopmary norogHoM
38 TPajHO apxuBupaise,

Mojy  aoxTopecky AMCepTaLMly noxpamedy y  [urwranHom penosuTopuiymy
Vumv&wuawymwmmmnawem
xoju nowTyjy oapenbe caapuaHe y anabpasom Tuny nuueHue Kpeatusse aajenHuye
(Creative Commons) sa kojy cam ce oanyyuolna.
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2. AyTtopcTeo — HexoMepumjanko (CC BY-NC)
@wtopm;o — HexomepuwjanHo — Ges npepaga (CC BY-NC-ND)
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6. AyTopeTeo ~ genuTti noa wctum ycnosuma (CC BY-SA)

(Monumo aa 3S0KPYXMTE CAMO jeaHY Of WecT NoHyfeHux NAUSHUM.
KpaTax onuc nuuenum je cactasum aeo ose u3jase).

Motnuc ayropa

gt fostnd

Y Beorpagy, 22.10.2019.
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