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Karakterizacija i optimizacija binarnih i ternarnih  ¢vrstih disperzija i
ciklodekstrin-polimer sistema kao nos#a u cilju poboljSanja brzine rastvaranja

teSko rastvorljive lekovite supstance

Rezime

Formulacija farmaceutskih oblika za peroralnu pnmesa tesSko rastvorljivim
lekovitim supstancama predstavlja sveiy@goblem usled niske bioloSke raspolozivosti
ovih supstanci koja je ogramna njihovom niskom brzinom rastvaranja. Formuéacij
¢vrstih disperzija, u kojima je lekovita supstaneetyorena ili dispergovana unutar
polimernog matriksa, predstavljgesto korigen pristup u cilju pow&anja brzine
rastvaranja tesSko rastvorljivih lekovitih supstandako se formulacijomévrstih
disperzija ¢esto postize zrajno povéanje brzine rastvaranja teSko rastvorljivih
lekovitih supstanci, njihova primenadesto ogrartiena faktorima kao Sto su: problemi
sa obezb#enjem dugortne stabilnosti lekovite supstance, visok odnos J&&o
supstanca:polimer i problemi sa formulacijom firmgnfarmaceutskog oblika. Pored
formulacije ¢vrstih disperzija, grdenje inkluzionih kompleksa lekovitih supstanci sa
ciklodekstrinima takde predstavlja veoma efikasan pristup za pamg brzine
rastvaranja teSko rastvorljivih lekovitih supstancipak, niska efikasnost
kompleksiranja, uz veliku molekulsku masu ciklodeka ¢esto ogrardiava njihovu
primenu na formulaciju niskodoziranih lekovitih stgnci. Brojna istrazivanja se
sprovode kako bi se prevazisli nedostaci primamstih disperzija i lekovita supstanca-
ciklodekstrin kompleksa i neki od navedenih proldesu razmatrani i u ovom
istrazivanju.

U ovom istrazivanju razmatrana je mdégast primengvrstih disperzija, binarnih
lekovita supstanca-ciklodekstrin i ternarnih lekavsupstanca-ciklodekstrin-hidrofilni
polimer sistema kao no&a za povéanje brzine rastvaranja karbamazepina, kao tesko

rastvorljive i visokodozirane lekovite supstancgakpokazuje polimorfizam.

U prvoj fazi istraZzivanja razmatrana je mogast primene binarnihtvrstih
disperzija karbamazepina sa poloksamerom 188 ikpalnerom 407 u cilju po¢anja
brzine rastvaranja karbamazepina. Disperzije sadiMane primenom metoda topljenja
u karbamazepin:poloksamer masenim odnosima 1:1,112 Rezultati fizikohemijske

karakterizacije primenom diferencijalne skenitgu kalorimetrije, polarizacione



mikroskopije na zagrejanoj gioi difrakcije X-zraka na prasku pokazali su dasyem
uzorcima c¢vrstih disperzija karbamazepin prisutan u kristein@bliku i to u
termodinamiki najstabilnijem polimorfnom obliku 111 (monokligni oblik). Primenom
FT-IR spektroskopije pokazano je odsustvo karbapiazgoloksamer interakcija, 5to
zajedno sa teznjom molekula karbamazepina katuswbnoj agregaciji, Wenoj
primenom simulacije molekularne dinamike predstawjogude objasSnjenje za denu
kristalnu prirodu karbamazepina u uzorcima. Iz swhoraka ¢vrstih disperzija
postignuto je zn&@jno povéanje brzine rastvaranja karbamazepina. Tako sentoko
prvih 10 minuta ispitivanja rastvorilo vise od 8Mdrbamazepina izvrstih disperzija
izradenih sa poloksamerom 188 i 57-67% karbamazepiterstih disperzija izrdenih

sa poloksamerom 407, dok se iz uzoraistog karbamazepina rastvorilo tek oko 15%
ove lekovite supstance. Brze rastvaranje karbanm@@epostignuto je izc¢vrstih
disperzija izrdenih sa poloksamerom 188, u odnosu &aste disperzije sa
poloksamerom 407, Sto se objaSnjavaimeudelom hidrofilnih etilen oksidnih lanaca
kod poloksamera 188. Sa pdaejem udela poloksamera doSlo je do smanjenjaédrzin
rastvaranja karbamazepina, Sto moze predstavljasledicu termoreverzibilno

gelirajwih osobina poloksamera.

U drugoj fazi istrazivanja, prvi put je prikazanankbinovana primena tehnika
eksperimentalnog dizajna smeSe i v&dta neuronskih mreza u razvojtvrstih
disperzija. Ternarne karbamazepin-SoluPipsloksamer 188 &vrste disperzije
izradivane su metodom rastvaranja, uz variranje udethakaazepina, Soluplfis i
poloksamera 188 u okviru unapred postavljenih gaaniz izraenih ternarnintvrstih
disperzija postignuto je zt@jno poveéanje brzine rastvaranja karbamazepinageniu
se u toku prvih 10 minuta ispitivanja, kod 11 odi22dene formulacije, rastvorilo visSe
od 80% karbamazepina. Primenom D-optimalnog eksmgrialnog dizajna smese |
vesStakih neuronskih mreza tipa viSeslojnog perceptroobijdni su modeli koji dobro
opisuju zavisnost iznde udela svih komponenata u ternarnim karbamazepin-
Soluplu$-poloksamer 18&vrstim disperzijama i kotine rastvorenog karbamazepina
(%) nakon 10 (@) i 20 (@) minuta ispitivanja, Sto pokazuju dobijene vrednos
koeficijenta determinacije @Riznad 0,95. Dobijeni modeli pokazali su najvaticaj
udela karbamazepina i poloksamera 188 na Q.o, pri ¢emu su najvise vrednosti ovih

parametara zabelezene pri najviSim udelima poloksarh88 (20%) i najnizim udelima



karbamazepina (20%). Proverom sposobnosti pdedya dobijenih modela na test setu
podataka pokazana je bolja sposobnost pdedya modela vestkih neuronskih mreza
(R°=0,978) u odnosu na model dobijen primenom eksmariainog dizajna smese
(R°=0,741). Fizkkohemijskom karakterizacijom iztanih formulacija pokazano je da
je u svim uzorcima karbamazepin zastupljen u svermadinamiki najstabilnijem
polimorfnom obliku Il1.

U trecoj fazi istrazivanja ispitivana je moguost primene karbamazepin-
hidroksipropil$-ciklodekstrin binarnih i karbamazepin-hidroksipitef-ciklodekstrin-
hidrofilni polimer ternarnih sistema u cilju paanja brzine rastvaranja karbamazepina.
Ispitivanjem fazne rastvorljivosti karbamazepinakgmano je da rastvorljivost
karbamazepina linearno raste (0,56-102,20 mmold) orastom koncentracije
hidroksipropil$-ciklodekstrina (0-40% m/v), daju tzv. A_ tip dijagrama fazne
rastvorljivosti, koji ukazuje na formiranje inklumih kompleksa karbamazepina sa
hidroksipropil$-ciklodekstrinom u stehiometrijskom odnosu 1:1. Bid@m hidrofilnih
polimera (SoluplU8 i dva tipa hidroksipropilmetilceluloze ragiiog stepena
substitucije i viskoziteta-Metolo8e90SH-100 i Metolose 65SH-1500) rastvorima
hidroksipropil$-ciklodekstrina ostvaren je porast efikasnosti kiekgranja
hidroksipropil$3-ciklodekstrina za karbamazepin od 1,5 puta u odmassame rastvore
hidroksipropil$-ciklodekstrina. Simulacijom molekularne dinamike sistemu
karbamazepin-hidroksipropfl-ciklodekstrin-hidroksipropilmetilceluloza pokazane
da dolazi do interakcija iznda molekula karbamazepina koji disosuju iz kompleksa
hidroksipropil$-ciklodekstrinom i hidroksipropilmetilceluloze. Wene interakcije
mogu spréiti nastanak dimera karbamazepina i kristalizagjobodnih molekula
karbamazepina iz rastvora, Sto predstavlja nmegobjasnjenje za wden porast
rastvorljivosti karbamazepina u rastvorima hidrpkspil-3-ciklodekstrina nakon
dodatka hidrofilnih polimera. Primenom tehnike sy&erasprSivanjem dobijeni su
binarni  karbamazepin-hidroksiprogitciklodekstrin i  ternarni karbamazepin-
hidroksipropil$3-ciklodekstrin-hidrofilni polimer sistemi iz kojife postignuto zn&jno
brze rastvaranje karbamazepina, kako u odnostish&arbamazepin, tako i u odnosu
na fizickke smeSe ekvivalentnog sastava. Négvdrzina rastvaranja karbamazepina
postignuta je iz formulacija binarnih karbamazebpidroksipropil-ciklodekstrin i

ternarnih  karbamazepin-hidroksipropileiklodekstrin-Soluplu8  sistema, gde je



celokupna koliina karbamazepina rastvorena¢wveakon 5 minuta ispitivanja. Kod
formulacija izra@enih sa oba tipa hidroksipropilmetilceluloze (Met# 90SH-100 i
Metolos€ 65SH-1500) zabeleZeno je nedto sporije i nepotpuastvaranje
karbamazepina i to nafito kod formulacije izrdene sa tipom
hidroksipropilmetilceluloze W®g viskoziteta (MetoloSe 65SH-1500), gde je za
rastvaranje visSe od 90% karbamazepina bilo potreboko 60 minuta.
Fizickohemijskom karakterizacijom uzoraka pokazano jgeda svim formulacijama
dobijenim suSenjem rasprSivanjem karbamazepin farisu amorfnom obliku, Sto moze
ukazati na formiranje inkluzionih kompleksa sa bldipropil-ciklodekstrinom.
Primenom tehnika simulacije molekularnog vezivakgabamazepina i hidroksipropil-
B-ciklodekstrina i simulacije molekularne dinamikekpzano je prisustvo hemijskih
interakcija izmdu molekula karbamazepina i hidroksipropitiklodekstrina, Sto je
potvideno i primenom FT-IR spektroskopije. &me interakcije mogu ztajno
doprineti stabilizaciji nastalih inkluzionih komjiea.

Na osnovu dobijenih rezultata, moze se z&kijda formulacija binarnih i ternarnih
¢vrstih disperzija, kao i lekovita supstanca-ciklkstein binarnih i lekovita supstanca-
ciklodekstrin-hidrofilni polimer ternarnih sistempredstavlja uspeSan formulacioni
pristup za powvé&anje brzine rastvaranja karbamazepina. Kako je dwm#zepin
visokodozirana supstanca, prednost se moze datufaciji binarnih i ternarnikgvrstih

disperzija, posto sadrze visok udeo karbamazepina.

Klju ¢ne refi:  ciklodekstrini, ¢vrste disperzije, efikasnost kompleksiranija,
eksperimentalni dizajn smeSe, &izohemijska karakterizacija, hidrofilni polimeri,
karbamazepin, po¢anje brzine rastvaranja, simulacija molekularneniike, vesStéke

neuronske mreze
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Characterization and optimization of binary and temary solid dispersions and
cyclodextrin-polymer systems as carriers with the ian of improving dissolution

rate of poorly soluble drug

Abstract

Formulation of pharmaceutical dosage forms for mg¢radministration of poorly
soluble drugs represents growing problem due ta fh@or bioavailability, which is
limited with their low dissolution rate. Formulatioof solid dispersions where drug is
dissolved or dispersed within the polymeric matsxfrequently used approach for
improving dissolution rate of poorly soluble druddthough significant improvement
of drug dissolution rate is often achieved withigadlispersion formulation, their
application is often limited with factors, such @®blems with ensuring of long term
drug stability, high drug:polymer ratios and prab&ewith formulation of final dosage
form. Besides solid dispersions formulation, fornmatof drug-cyclodextrin inclusion
complexes is also very efficient approach for inwimg dissolution rate of poorly
soluble drugs. However, low complexation efficientggether with high molecular
weight of cyclodextrins often limits their applieat on the formulations with low dose
drugs. Numerous researches have been conductedvdmome aforementioned
drawbacks of solid dispersions and drug-cyclodestgomplexes and some of these

problems were studied in this research.

This study investigated possibility of using soliispersions, binary drug-
cyclodextrin and ternary drug-cyclodextrin-hydrdghpolymer systems, as carriers for
improving dissolution rate of carbamazepine, asrlgosoluble high dose drug that
exhibits polymorphism.

First phase of research evaluated application ofaryi solid dispersions of
carbamazepine with poloxamer 188 and poloxamerfdOimproving dissolution rate
of carbamazepine. Solid dispersions were prepargd ntelting method in
carbamazepine:poloxamer weight ratios of 1:1, 1md al:3. The results of
physicochemical characterization obtained usintghtial scanning calorimetry, hot-
stage polarized light microscopy and powder X-rdfrattion showed that in all solid
dispersion samples, carbamazepine was preseret dryistalline state, in its most stable

polymorphic form Il (monoclinic form). FT-IR speciscopy showed absence of



carbamazepine-poloxamer interactions, which togetlith tendency of carbamazepine
molecules toward aggregation, observed using miaecdynamics simulation is
possible explanation for observed crystalline rextir carbamazepine in the samples.
From all of the solid dispersion samples, signiiicancrease of carbamazepine
dissolution rate was observed. During the firshii@utes of testing, more than 80% of
carbamazepine was dissolved from poloxamer 188l sidipersions and 57-67% from
poloxamer 407 solid dispersions, while only 15%afbamazepine was dissolved from
the samples of pure drug. Faster carbamazepineldlis®m was achieved from solid
dispersions prepared with poloxamer 188, comparesblid dispersions prepared with
poloxamer 407, which can be explained with highepprtion of hydrophilic ethylene
oxide chains in poloxamer 188. Increasing in thepprtion of poloxamer led to
decreasing of carbamazepine dissolution rate ansl ¢hn be consequence of

thermoreversible gelation properties of poloxamers.

The second phase of the research for the first tdemonstrated combined
application of mixture experimental design andfiarél neural networks in the solid
dispersions development. Ternary carbamazepinepBsfapoloxamer 188 solid
dispersions have been prepared by solvent castiethaa, with variation in the
proportions of carbamazepine, Solufilusnd poloxamer 188, within the predefined
constraints. Significant increase of carbamazepissolution rate was achieved from
ternary solid dispersions, wherein from 11 of 28gared formulations more than 80%
of carbamazepine was dissolved during the firstniiutes of testing. D-optimal
mixture experimental design and multi layer peraapiartificial neural networks gave
models that well describe dependence between gropsrof all components in the
ternary carbamazepine-Soluptusoloxamer 188 solid dispersions and amount of
dissolved carbamazepine (%) after 10Jand 20 (@Qy) minutes of the testing, as
indicated by the coefficient of determination®(fuigher than 0.95. Obtained models
showed the largest influence of the proportionsasbamazepine and poloxamer 188 on
both Qo and Qq, wherein the highest values of these parameters aleserved with
the highest proportions of poloxamer 188 (20%) dhd lowest proportions of
carbamazepine (20%). Testing of the predictabdityhe obtained models on test data
set showed better predictability of artificial nalrnetwork model (R=0.978),

compared to mixture experimental design modef=(R741). Physicochemical



characterization of prepared formulations showes@mnce of the most stable crystalline
polymorphic form Il of carbamazepine in all saegl

Third phase of the research studied possibilityusing binary carbamazepine-
hydroxypropyl$-cyclodextrin and ternary carbamazepine-hydroxypkr@p
cyclodextrin-hydrophilic polymer systems with thémato increase carbamazepine
dissolution rate. Phase solubility study showededm increase of carbamazepine
solubility (0.56-102.20 mmol/l) with increase of drgxypropylf-cyclodextrin
concentration (0-40% m/v), giving Aype phase solubility plot that indicates formatio
of carbamazepine-hydroxypropfdeyclodextrin  inclusion complex in 1:1
stoichiometric ratio. Addition of hydrophilic polyens (Soluplu8 and two types of
hydroxypropyl methylcellulose of different degred substitution and viscosity-
Metolos€ 90SH-100 and MetoloS8e65SH-1500) to hydroxypropy-cyclodextrin
solutions led to 1.5 times increase of complexatdiiciency of hydroxypropy-
cyclodextrin for carbamazepine, compared to purardwypropyl$-cyclodextrin
solutions. Molecular dynamics simulation in carbaemmne-hydroxypropyp-
cyclodextrin-hydroxypropyl methylcellulose systenhowed interactions between
hydroxypropyl methylcellulose and carbamazepine emudes that dissociate from
complexes with hydroxypropy-cyclodextrin. Observed interactions can prevent
formation of carbamazepine dimers and crystalliratf free carbamazepine molecules
from the solution and this can be possible explanafor observed increase of
carbamazepine solubility in the hydroxyprogytyclodextrin solutions upon addition
of hydrophilic polymers. By using of spray dryingechnique, both binary
carbamazepine-hydroxypropfiteyclodextrin and ternary carbamazepine-
hydroxypropyl$-cyclodextrin-hydrophilic polymer systems were pegd, which
resulted in significantly higher carbamazepine @igson rate compared to both pure
carbamazepine, as well as to physical mixturesgafvalent composition. The highest
carbamazepine dissolution rate was achieved frommutations of binary
carbamazepine-hydroxypropfiteyclodextrin and ternary carbamazepine-
hydroxypropylg-cyclodextrin-Soluplu$ systems, where the entire amount of
carbamazepine was dissolved after 5 minutes ointesFormulations prepared with
both types of hydroxypropyl methylcellulose (Metsdd 90SH-100 and MetoloSe
65SH-1500) exhibit somewhat slower and incompledgb@mazepine dissolution,



particularly in the case of formulation preparedhwihydroxypropyl methylcellulose
type of higher viscosity (Metolo8e565SH-1500), where 60 minutes was necessary for
dissolution of more than 90% of carbamazepine. ebghemical characterization
showed presence of amorphous carbamazepine irallufations prepared by spray
drying, which can indicate on the formation of umibn complexes with
hydroxypropyl$-cyclodextrin. Molecular docking simulation betweearbamazepine
and hydroxypropyB-cyclodextrin and molecular dynamics simulationsoveéd
presence of chemical interactions between carbgmmezeand hydroxypropyp-
cyclodextrin molecules, which was confirmed by gsiof FT-IR spectroscopy.
Observed interactions can significantly contribuite stabilization of the resulting

inclusion complexes.

Based on the obtained results, it can be conclald@dformulation of binary and
ternary solid dispersions as well as binary drugadextrin and ternary drug-
cyclodextrin-hydrophilic polymer systems repressuatcessful formulation approach
for improving solubility of carbamazepine. Sincebmmazepine is administered in high
doses, preference can be given to the formulatidrinary and ternary solid dispersions

which contain higher carbamazepine content.

Key words: artificial neural networks, complexation efficignc cyclodextrins,
hydrophilic polymers, carbamazepine, improving drdgsolution rate, mixture
experimental design, molecular dynamics simulatpdrysicochemical characterization,

solid dispersions
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1. UvOD

1.1.Cvrste disperzije

1.1.1. Uvod

Vec¢ina novosintetisanih lekovitih supstanci pokazugds rastvorljivost u vodi, Sto
posledéno moze dovesti do niske bioloSke raspolozivoskonaoralne primene i
problema u ispoljavanju terapijskog efekta leka.aBm se da je kod supstanci sa
rastvorljivoZu u vodi manjom od 100 pg/ml resorpcija ogéania brzinom rastvaranja
(Horter i Dressman, 2001), a procenjuje se da @b 4d svih preparata sa trenutnim
oslobatanjem dostupnih na trziStu sadrzi upravo takveue&supstance (Takagi i sar.,
2006). Povéanom udelu teSko rastvorljivih lekovitih supstazciaajno je doprineo
razvoj tehnika kombinatorne hemije i visoko efikastehnika ispitivanja (enghigh
throughput screening koje su omogtile sintezu i ispitivanje aktivnosti velikog broja
supstanci kandidata za novi lek, péemu su fizikohemijske osobine poput
rastvorljivosti supstance stavljene u drugi plaipithski i sar., 2001). Kako je, zajedno
sa permeabiln@$i, rastvorljivost najzngjnija karakteristika lekovite supstance koja
utice na njenu bioloSku raspolozivost nakon peroralm@gne, razvoj formulacija sa
teSko rastvorljivim lekovitim supstancama predgtayedan od najwgh izazova sa

kojima se susk@ farmaceutska industrija (Leuner i Dressman, 2000)

Porast broja tesko rastvorljivin lekovitih supstaruporedno je pkgen i sve
intenzivnijim razvojem tehnika za poboljSanje raskwosti i brzine rastvaranja takvih
lekovitih supstanci. Jedan oddnm@a za poboljSanje rastvorljivosti tesSko rastveil)i
lekovitih supstanci predstavlja njihova hemijska difikacija, Sto se moze poéii
gradenjem soli ili rastvorljivih prolekova. lako s&sto primenjuje, tehnika gtanja
soli nosi sa sobom rizik od rekonverzije wemi slabo rastvorljivi kiseli ili bazni oblik
supstance u gastrointestinalnom traktu (Vascondedas, 2007). Ostali pristupi koji se
primenjuju obuhvataju smanjenje \tie cestica lekovite supstance, kdeje
razlicitih polimorfnih oblika, solubilizaciju molekula kevite supstance pono
korastvaraa i/ili povrSinski aktivnih materija, formulaciju ikroemulzija, nanoemulzija

I nanosuspenzija, gtanje kompleksa sa ciklodekstrinima i formulacifivrstih
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disperzija (Leuner i Dressman, 2000; Vo i sar.,301ako smanjenje veiine ¢estica
dovodi do povéanja specifine povrSine i brzine rastvaranja lekovite supstaove
Cestice sucesto podloZzne aglomeraciji, a pdaaje slobodne povrSine dovodi do
otezanog kvaSenja kod hidrofobnih supstanci (Vaselms i sar., 2007; Leuner i
Dressman, 2000). Solubilizacijom lekovite supstanweXe se dobijaju tEni
farmaceutski oblici, a takie postoje i problemi vezani za obedéeje posebnih
bezbednosnih uslova pri kot&nju organskih rastvata, njihovu visoku cenu i
potencijalni Stetni efekat na zdravlje ljudi i Ztma sredinu (Vasconcelos i sar., 2007).
Formulacija lekovite supstance u oblikurstin disperzija, iako poznata viSe od 50
godina, poslednjih nekoliko godina dozivljava valikkspanziju m#&u tehnikama za

poveanje rastvorljivosti i brzine rastvaranja tesSkavadjivih lekovitih supstanci.

1.1.2. Definicija i klasifikacija

Cvrste disperzije se definisu kao disperzije jedievise lekovitih supstanci u
inertnom noséu ili matriksu, uc¢vrstom stanju, dobijene metodom topljenja, metodom
rastvaranja ili kombinacijom ova dva metoda (ChidRiegelman, 1971). U zavisnosti
od fizickog stanja u kome se nalazi lekovita supstancatétna, amorfna, rastvorena)
ili matriks (kristalan, amorfan)¢vrste disperzije se mogu klasifikovati u nekoliko
grupa.

Eutektitka smeSaredstavlja smeSu dve komponente koje se u poghium@sSaju u
tecnom stanju, a u vrlo ograf@nom obimu wvrstom stanju. Kada se smeSa otopljenih
komponenata A i B tano definisanog kvantitativhog sastava podvrgnetdria, obe
komponente péinju da kristaliSu istovremeno, d&usmeSu koja ima temperaturu
topljenja nizu odkistih komponenata (Chiou i Riegelman, 1971; LeunBressman,
2000; Aldhubiab, 2010). U slaju eutekitke smeSe kojwine lekovita supstanca i
matriks, matriks dovodi do slabljenja kristalne etk® lekovite supstance, Sto se
manifestuje kroz snizenjedee topljenja smeSe u odnosu &atu lekovitu supstancu
(Aldhubiab, 2010). Kada se eutalkta smeSa rn#e u kontaktu sa vodenim medijumom,
dolazi do rastvaranja hidrofilnog matriksa, dokedevita supstanca osloie u obliku
disperzije finih kristala, koji zahvaljugiivecoj slobodnoj povrsini pokazuju ¥e brzinu
rastvaranja (Chiou i Riegelman, 1971; Leuner i Bmesn, 2000). Pored smanjenja

velicine kristala, povéanju brzine rastvaranja doprinosi i gore navedelabljsnje
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privlacnih sila u kristalnoj reSetki lekovite supstanceéme se smanjuje energija
potrebna za rastvaranje lekovite supstance.

Cvrsti rastvori predstavljaju, n@p&e, jednofazne sisteme u kojima je lekovita
supstanca dispergovana do molekulskog nivoa. Kakekjovita supstanca rastvorena u
matriksu, brzina rastvaranja supstance u vodenordijuneu odréiena je brzinom
rastvaranja samog matriksa (Leuner i Dressman,)2@QD@avisnosti od stepena u kome
se supstanca meSa sa matriksowsti rastvori mogu bitkontinuirani kod kojih se
komponente meSaju u svim odnosintiskontinuiranj kod kojih je rastvorljivost jedne
komponente u drugoj ograeina. Prema rk&u na koji je lekovita supstanca
distribuirana u odnosu na matriksysti rastvori mogu biti supstitucioni, interstigifi i
amorfni. Kod supstitucionihévrstih rastvora, molekuli lekovite supstance zamenjuju
molekule matriksa u kristalnoj reSetki, dok kiatersticijalnih zauzimaju mesta iznda
molekula matriksa. Valina molekula lekovite supstance je Kiu faktor od koga
zavisi koji od prethodna dva tip&arstih rastvorace biti zastupljen. Kodamorfnih
(staklastih) ¢vrstih rastvora molekuli lekovite supstance su nepravilno distiriéni
unutar amorfnog matriksa. Ovaj tévrstih rastvora spada u dage, posto je vé@na
polimera koji se koriste u izradévrstih disperzija amorfne strukture (Chiou i
Riegelman, 1971, Leuner i Dressman, 2000). Kakagerorljivost supstanci u matriksu
ograntena icesto vrlo niska, Goldberg i saradnici su predloddi se termirtvrsti
rastvor koristi samo kada rastvorljivost lekovitgpstance u matriksu prelazi 5 %. Kod
amorfnih (staklastih) suspenzijekovita supstanca je u svom amorfnom obliku
dispergovana u amorfnom matriksu. Lekovita supstdakaie moze biti suspendovana
u kristalnom obliku unutar amorfnog matriksa, katstajukristalne suspenzije
amorfnom matriksuUkoliko lekovita supstanca precipitira u amorfnaliku unutar
kristalnog matriksa, nastapmorfni precipitati u kristalnom matriksikoji se odlikuju
vecom brzinom rastvaranja u odnosu na disperzije umkojje lekovita supstanca u
kristalnom obliku. Hidrofilni polimeri, kao Sto jpolivinilpirolidon i polietilenglikoli,
imaju sposobnost gianjakompleksasa lekovitim supstancama, Sto moze dovesti do
poveanja brzine rastvaranja i bioloSke raspolozivostkolitih supstanci, ali je
potrebno uzeti u obzir i vrednost konstante dismgg kompleksa (Chiou i Riegelman,
1971). Kako je za oddevanje ta&ne kategorijec¢vrstih disperzijac¢esto potrebno

primeniti veoma sloZzene anatitie tehnike cesto seivrste disperzije klasifikuju samo
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na osnovu fizikog stanja lekovite supstance i to gdarste kristalne suspenzijéyrste

amorfne suspenzijedvrste rastvore. Sematski prikaz klasifikadijestih disperzija dat
je naslici 1.

Crste disperzije
A 4
(1) Eutekticke (2) Suspenzije (3) Amorfni (4) Suspenzije (5) Crsti
smese kristalnog leka precipitati leka amorfnog leka rastvori
u amorfnom u kristalnom u amorfnom
matriksu matriksu matriksu
/ N\ N —
Y . . . .
Dvofazni sistemi .{ednf)fazm . (Ic.({ntlnulran{
Svrsti rastvori) ili dvofazni
sistemi (diskontinuirani
&vrsti rastvori) l
Crste kristalne Cyrste amorfne Crsti rastvori
suspenzije suspenzije
Lek Kristalan Amorfan Molekulski
dispergovan
Kristalan (1) Kristalan (3) Kristalan
Matriks <:
Amorfan (2) Amorfan (4) Amorfan

B Lek u kristalnoj formi
* Lek u amorfnoj formi

Slika 1. Sematski prikaz klasifikacij&rstih disperzija

Cvrste disperzije se mogu klasifikovati i na osnosastava matriksa detiri
razlicite generacije. Prva generacijarstih disperzija sadrzi matriks kristalne prirode,

dok je kod ¢vrstih disperzija druge generacije lekovita supssamlispergovana ili
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rastvorena u matriksu amorfne prirode. lako je pnenamorfnih polimera u formulaciji
cvrstih disperzija druge generacije omoim znaajno povéanje brzine rastvaranja
lekovite supstance, deni su problemi, kao Sto su precipitacija rastverégkovite
supstance u gastrointenstinalnom traktu i rekiidalja amorfne lekovite supstance
tokom procesa izrade @uvanjacvrstih disperzija. Primena povrsinski aktivnih nrgée
kao komponenti matriksatvrstih disperzija omogila je zna&ajan napredak u
prevazilazenju ovih problema. Adsorbovanjem na japnjoj povrSinicesticacvrste
faze, kao i formiranjem micela koje omdgwaju solubilizaciju molekula lekovite
supstance, povrSinski aktivne materije poboljSavapasenje ¢estica hidrofobne
lekovite supstance i spi@aju precipitaciju rastvorene lekovite supstarcestanja
superzasienja. Pored toga, molekuli amfifilne strukture magmpboljSati sposobnost
meSanja molekula lekovite supstance i komponentiriksa, ¢ime se povéava
stabilnost sistema, odnosno smanjuje brzina refidscije lekovite supstanc€etvrta
generacijavrstih disperzija je osmisljena sa ciljem istovreimg postizanja povanja
rastvorljivosti teSko rastvorljivih lekovitih sustci i produZzenog oslofianja lekovite
supstance iz tako iztenih sistema. Dodatak nerastvorljivih polimera lipera, koji
imaju sposobnost bubrenja, omégua postizanje kontrolisanog osldbaja lekovite
supstance i2vrstih disperzija (Vo i sar., 2013).

Poveanje rastvorljivosti i brzine rastvaranja lekovishpstanci izvrstih disperzija
objasnjava se kombinacijom viSe mehanizama. Ukolj&olekovita supstanca u
disperziji prisutna u amorfnom obliku, ili u obliktvrstog rastvora, pri procesu
rastvaranja ne dolazi do utroSka energije na rarguekristalne reSetke, Sto za rezultat
ima znatno véu brzinu rastvaranja lekovite supstance (LeunerrésBman, 2000;
Taylor i Zografi, 1997). lako se amorfni oblici l@kite supstance odlikuju viSim
vrednostima rastvorljivosti i brzine rastvaranjpareienju sa kristalnim oblicima, zbog
viSeg sadrzaja energije amorfni oblici su termodiid&i nestabilni i pokazuju
tendenciju ka rekristalizaciji tokom vremena. Bka nestabilnost amorfnih oblika
lekovite supstance je i glavni razlog koji otezaydovu Siru komercijalnu primenu.
Dodatni mehanizmi, odgovorni za pa@emje rastvorljivosti i brzine rastvaranja
primenom ¢vrstih disperzija ukljguju smanjenje veline cestica | smanjenje
aglomeracije, poboljSano kvaSenje i solubilizaclgkovite supstance molekulima
komponenti matriksa (Chiou i Riegelman, 1971; Cra@0?2).
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Oslobaanje lekovite supstance izvrstin disperzija moze biti kontrolisano
lekovitom supstancom ili matriksom. Prilikom kontaKkvrste disperzije sa vodenim
medijumom matriks se, ili brzo rastvara, ili apsgebvodu i formira koncentrovani sloj
oko cestica lekovite supstance. Kod oslébiaja lekovite supstance koje je kontrolisano
matriksom, lekovita supstanca se rastvara u matikssloju dovoljno brzo kako bi se
spretilo oslobatanje intaktnihéestica lekovite supstance u medijum. Visok visleaizit
matriksnog sloja zri@jno usporava difuziju molekula lekovite supstantako da
difuzija molekula matriksnog sloja u okolni rastyedstavlja ogratavajui faktor za
rastvaranje lekovite supstance. Ucslu da se lekovita supstanca ne rastvara, ili se
veoma slabo rastvara u matriksnom sloju, dolaziodtmbaianja intaktnihcestica
lekovite supstance u okolni medijum i brzina rasiwga je odréena karakteristikama
same lekovite supstance (w@fia cestica, rastvorljivost, polimorfni oblik)Cesto
oslobaanju lekovite supstance izvrstinh disperzija istovremeno doprinose oba
navedena mehanizma, s obzirom da se lekovita s\gastsamo u ogratenom obimu
rastvara u matriksnom sloju (Craig, 2002; Vo i s&013). Karavas i saradnici su
ustanovili da udeo lekovite supstanceiwrstoj disperziji moze dominantno odrediti
njen mehanizam oslobanja. Tako je utvdeno da je pri nizim udelima lekovite
supstance dominanto zastupljen mehanizam difuzkontrolisanog osloltanja, dok
je pri viSim udelima osloltanje lekovite supstance kontrolisano procesom gjeno
rastvaranja (Karavas i sar., 2007). Poznavanje mema koji dominatno kontroliSe
proces oslob#anja lekovite supstance &rstih disperzija moze biti veoma zZiagno
kako bi se postigao optimalan profil osldbaja lekovite supstance. Brojna istrazivanja
su pokazala povanje brzine rastvaranja lekovite supstance sa dqaoyem udela
polimernih komponenti matriksa, kao posledica hoemjgg dispergovanja lekovite
supstance i smanjenja njenog stepena kristalini@ta predstavlja primer mehanizma
oslobatanja lekovite supstance izvrstih disperzija koji je kontrolisan samim
osobinama lekovite supstance (Okonogi i sar., 19%8 druge strane, u &hju
matriksom kontrolisanog procesa osld@aja lekovite supstance, p@amje udela
matriksnog polimera dovodi do smanjenja brzineviasinja lekovite supstance, kao
posledica formiranja matriksnog sloja koji pred§eabarijeru procesu difuzije lekovite
supstance (KolaSinac i sar., 2012; Vo i sar., 2013)
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1.1.3. Metodi za izraduévrstih disperzija

Cvrste disperzije se mogu izraditi metodom topljenjaetodom rastvaranja ili
postupkom koji kombinuje prethodno dva navedenade{Chiou i Riegelman, 1971).
S obzirom na veliki napredak nauke i tehnike, ulgaigih nekoliko decenija razvijene
su brojne moderne tehnike za izragwstih disperzija, ali se ¥&a njih moze svrstati u

neku od prethodno navedene tri grupe.

1.1.3.1. Metod topljenja

Metod topljenjapredstavlja prvu primenjenu tehniku za izradustih disperzija.
Ovaj metod su primenili Sekiguchi i Obi davne 196tdine za dobijanje euteékie
smesSe sulfatiazola i uree (Sekiguchi i Obi, 1964¢tod se sastoji od topljenja smese
lekovite supstance i komponenti matriksa, zatim ofgrzhlaienja takve smeSe,
pulverizacije i prosejavanjgime se dobija praskasti produkt definisanedned cestica
(Leuner i Dressman, 2000). lako je metod relatijganostavan, potrebno je obratiti
paznju na brojne faktore koji se mogu odraziti raakteristike finalnog proizvoda.
Temperatura na koju se zagreva smeSa zavisi odetatope topljenja (J njenih
sastavnih komponenata. Kako lekovite supstaiesto imaju visoke {J zagrevanje do
njihovog topljenja moze uzrokovati degradaciju kst ili same lekovite supstance.
Zato se pored metoda topljenja smeSe lekovite anpsti matriksa, sve viSe koristi
metod dispergovanja lekovite supstance u otopljemeatriksu, cime se omogtava
jednostavna izradavrstih disperzija lekovitih supstanci sa visokonikam topljenja
(Vippagunta i sar., 2007; Li i sar, 2006). Temparatna koju se smeSa hladi, kao i
brzina hla@enja, mogu zn@mjno uticati na karakteristike dobijeri@rste disperzije.
Brzim hlaienjem se utie na kinetiku procesa kristalizacije, odnosno @kease vreme
koje je raspolozivo za proces nukleacijane se postize da se lekovita supstanca u
finalnoj disperziji nalazi u amorfnom obliku, ili @bliku finih kristala. Shah i saradnici
su pokazali da temperatura na koju se smeSa hiathjno utte na brzinu osloladanja
lekovite supstance, ptiemu je brze osloldanje zabeleZzeno ako je smeSaibte do
nizih temperatura, Sto se pripisujecgm udelu lekovite supstance u amorfnom obliku
(Shah i sar., 2007). Jedno od ogtenja primene metoda topljenja predstavlja
mogunost razdvajanja faza usled ograame sposobnosti meSanja lekovite supstance i

matriksa u otopljenom stanju. Pored dobijanja netgenog proizvoda, ovo se moze
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negativno odraziti i na stabilnost samog sisterndt@je kod sistema kod kojih je doSlo
do razdvajanja faza izrazena tendencija ka rekaataji lekovite supstance. Stabilnost
lekovitih i poma@&nih supstanci na poviSenoj temperaturi tkanatno ogratava
primenu metoda topljenja u izragirstih disperzija (Vo i sar., 2013). U toku poslgkdn
godina intenzivho se radilo na razvoju tehnika kojmoguavaju prevazilazenje

navedenih nedostataka konvencionalnog metoda tj@lje

Osamdesetih godina prosSlog veka u izragrstih disperzija p&inje da se
primenjuje tehnikakstruzije topljenjerrkoja se do tada Siroko primenjivala u industriji
plasténih masa (Leuner i Dressman, 2000). U toku proe&s#uzije topljenjem smesa
lekovite supstance i ekscipijenasa se topi ili reg$ava pod dejstvom poviSene
temperature i pritiska koji proizvode pokretni el koji ovakvu masu pokéea kroz
kontejner, primoravaji je da prolazi kroz otvore na kraju dega (Crowley i sar.,
2007; Kolter i sar., 2011). U zavisnosti od prineerg temperature i svog udela, lekovita
supstanca biva otopljena, ili pak rastvorena gpé@rgovana u matriksu. Rekristalizacija
lekovite supstance nakon l&nja smeSe je otezana zahvakujuisokom viskozitetu
rastopa polimera koji smanjuje pokretljivost molisku otezava proces nukleacije
(Leuner i Dressman, 2000). U zavisnosti od tiparewog elementa ekstruderi mogu
biti klipni i puzasti. Pored ekstrudera sa jedninZg@stim elementom, razvijeni su i
uredaji sa dva ovakva elementa (ertgin screw extrudejs koji doprinose boljem
meSanju smeSe, lakSem dispergovanju lekovite sugpestakao i kréem vremenu
zadrzavanja supstanci u kontejnetime se smanjuje rizik od pregrevanja i degradacije
komponenata smeSe. Izrad&vrstin disperzija ekstruzijom toplijenjem, pored
plastifikatora koji snizavanjem temperature stakigs prelaza (J) polimera
omoguiavaju odvijanje procesa pri nizim temperaturam&o lalakSava sam proces
izradecvrstih disperzija, dodatak plastifikatora se moggativno odraziti na stabilnost
ovakvih disperzija. Snizavanjemy,Tkao posledica dodatka plastifikatora, p&ae se
molekularna pokretljivost u sistemu, a samim timizik od rekristalizacije aktivne
supstance (Crowley i sar., 2007).

Nedavno je u izradiévrstih disperzija metodom topljenja primenjena ivao
KinetiSof’ tehnika. Ova tehnika omoémva prevazilazenje nekih od nedostataka, kako

tradicionalne metode topljenja, tako i ekstruziglienjem. KinetiSdt tehnikom se



borde Medareu, Doktorska disertacija, 2015.

pomciu elemenata koji rotiraju velikom brzinom unutadingdricnog kontejnera
omoguava generisanje toplote kombinacijom sila smicarj@nja. Na ovaj nén je
omoguen brz porast temperature do Zeljene vrednostupeirebe spoljasnjeg izvora
toplote (Hughey i sar., 2011). U toku procesa seqo softvera kontinuirano prati
brzina okretanja rotirajih elemenata 1 temperatura i kada se dostigne nzelje
temperatura masa se automatski prazni iz kontejfi@tdunzio i sar., 2010a). Ovako
zagrejana masa se odmah hladi presovanjemdizrdege ohldene plée, a zatim se
ohlatena masa melje (DiNunzio i sar., 2010b). Glavnalpost KinetiSdt tehnike u
odnosu tradicionalni metod topljenja i ekstruzijoplfenjem predstavlija zgdajno
skraenje vremena izlaganja proizvoda visokoj temperaiutoku procesa. Dok kod
ekstruzije topljenjem vreme zadrZavanja materijaloontejneru iznosi i do 10 minuta,
kod KinetiSof tehnike ono iznosi manje od 30 sekundi (DiNunzieai., 2010c).
Primenom ekstrudera sa dva puzasta elementa d@®oguje vreme zadrzavanja
materijala od oko 2 minuta (Breitenbach i sar., 200to je zn&jno kra&e od
konvencionalnih ekstrudera, ali ipak daleko duZednosu na KinetiS8I tehniku.
DiNunzio i saradnici su u nizu publikacija pokazala se primenom KinetiSbtehnike
omoguwava izrada homogenitvrstih disperzija bez dodatka plastifikatora, ggmu su
dobijene disperzije pokazale bolju fiku stabilnost u odnosu na disperzije dobijene
ekstruzijom topljenjem. (DiNunzio i sar., 2010a)b,c

1.1.3.2. Metod rastvaranja

Druga velika grupa metoda za izradhrstih disperzija zasniva se na kéggju
razlicitih, nage&e organskih rastvata. Jedna ili viSe lekovitih supstanci i komponente
matriksa (najeXe razltite vrste hidrofilnih polimera) se rastvaraju u @tinoj
zapremini organskog rastvées a zatim se rastvaraklanja primenom tehnika, kao sto
su uparavanje u vakuumu, uparavanje Kengem rotirajgeg evaporatora, susenje
rasprSivanjem, suSenje smrzavanjem, ultra brzo zaranje, primena superkiitiog
fluida (Vo i sar., 2013). Masa dobijena posle ujdara organskog rastvaia se zatim
moze podvrgnuti pulverizaciji i prosejavanju kakiosk postigla kontrolisana veéina
cestica (Vasconcelos i sar., 2007). Kako se u famsijaimacvrstih disperzija néese
sréu hidrofobne lekovite supstance i hidrofiine komeote matriksa, izbor

odgovarajdeg rastvaréa moze predstavljati problem (Serajuddin, 1999)jc¢éie
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primenjivani rastvaré su etanol, metanol, aceton, hloroform, dihlormeteao i smeSe
ovih rastvaréa, a mogde je i Koristiti razléite rastvarée za rastvaranje lekovite
supstance i komponenata matriksa. Zbog defhh prednosti u odnosu na metod
topljenja, metod rastvaranja postaje popularanh7i080-ih godina proSlog veka. Posto
se u toku procesa nisu koristile visoke temperatpranenom ovog metoda bilo je
mogLee izraditicvrste disperzije termolabilnih lekovitih supstantakaie, korigenjem
rastvarga omogiena je izrada matriksavrstih disperzija sa komponentama koje imaju
visoku T;, odnosno §, kao Sto je polivinilpirolidon (Leuner i Dressma200). Ipak,
primena ovog metoda zahteva velike &ole organskih rastvata, Sto sa sobom
povlai i visoke troSkove proizvodnje, dok njihovo uklanje iz proizvoda zahteva
posebne uslove. Tale je prisutan i problem zaostatka rezidua u finadrroizvodu,
Sto moZe imati Stetne posledice na zdravlje patajeRezidualni rastvatanoze takde
delovati i kao plastifikator i snizavanjemy @lisperzije dovesti do razdvajanja faza, kao
posledica pouwaane molekulske pokretljivosti u sistemu (Leuner ne§sman, 2000;
Vasconcelos i sar., 2007; Vo i sar., 2013). Takgookazano je da male varijacije u
uslovima pod kojima se rastvdraiklanja mogu dovesti do velikih promena u
karakteristikama finalnog proizvoda (Taylor i Zofyral997). Svi ovi razlozi su
doprineli tome da se ekstruzija topljenjem danastemmetodom izbora za izradu
¢vrstin disperzija. Ipak, danas su razvijene brdgienike koje omogtavaju gotovo

potpuno uklanjanje rastvasa prilikom izradeivrstih disperzija.

Veoma jednostavan &ia za izradu ¢vrstin disperzija metodom rastvaranja
predstavlja tehnik&oprecipitacije Kod ove tehnike lekovita supstanca i komponente
matriksa se prvo rastvaraju u organskom rastvara zatim nakon dodatka rastusai
kojem se komponente ne rastvaraju (tzv. antiragtyalolazi do njihove precipitacije.
Dobijena suspenzija se filtrira i ispira kako biddonio zaostali organski rastvéra
nakon susSenja dobija gersta dispezija lekovite supstance u matriksu. iddecvrstih
disperzija tehnikom koprecipitacijgesto se koriste polimeri sa pH zavisnom
rastvorljivo%u, kao Sto su: polimetilakrilati, polimetilmetalil, celuloza acetat ftalat,
hidroksipropilmetilceluloza acetat ftalat, hidrgkpilmetilceluloza acetat sukcinat.
Zahvaljujii pH zavisnoj rastvorljivosti ovih polimera, kao taastavé se najese

.....

precipitacije lekovite supstance i polimera. Glavipaednost primene tehnike
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koprecipitacije predstavlja to Sto se uklanjanjetvar&a vrSi bez primene poviSene
temperature, koja moze zZtagno uticati na fiztko stanje lekovite supstance u disperziji,
kao i stabilnost lekovite i pondaih supstanci. Takie, ova tehnika omogava primenu
rastvarga koji teZe isparavaju. Pored primene na labofjakmm nivou, tehnika
koprecipitacije se moze primeniti i na industrijgkaivou, kao u slktaju komercijalnog
preparata Zelbor&f(Genentech, SAD), koji predstavijarstu disperziju vemurafeniba
u polimernom matriksu kogini hidroksipropilmetilceluloza acetat sukcinat (Vear.,
2013; Smithey i sar., 2013).

Tehnika suSenja rasprSivanjenpredstavlja pogodan &a za izradu ¢vrstih
disperzija na industrijskom nivou. Sam proces sasSeasprsivanjem se sastoji iz vise
faza. U prvoj fazi procesa rastvor ili suspenzig gom@u pumpe dovodi do
rasprSivéa, gde se rasprsuje u sitne kapi. Zatim rasprSepe dolaze u kontakt sa
gasom za suSenje, koji je tege vazduh, a u nekim slajevima i azot. Mali dijametar
kapi, odnosno veliki odnos povrSine i zapremineatihwlo brzog uklanjanja rastvéea
Poslednja faza procesa predstavlja odvajanje pstatkgprodukta suSenja od gasa za
suSenje, Sto se postize kéagjem ciklonskih separatora i/ili filterskih i@ Ciklonski
separator omogiava razdvajanjecestica po vedini, pri ¢emu se vée cestice
prikupljaju, dok sitnije¢estice napusStaju komoru u struji gasa za suSernijesd&gotom
filtrira kako bi se spr&@lo zagatenje okoline (Paudel i sar., 2013). Tehnika suSenja
rasprsivanjem uspesno je primenjena za dobijargpapataivrstih disperzija Incivek
(Vertex Pharmaceuticals, SAD) i Intelefiqgdanssen Pharmaceuticals, SAD) (Smithey i
sar., 2013).

Za uklanjanje organskog rastvéaapri izradicvrstin disperzija moze se Koristiti i
tehnikasuperkrittnog fluida lznad kritenih vrednosti temperature i pritiska(TP)
superkriténi fluid postoji u stanju koje je iznde gasa i t&nosti, odnosno poseduje
gustinu skénu teEnosti, kompresibilnost i viskozitet kao gasovi, dmk sposobnost
difuzije viSa nego kod tmosti. Kao superkritni fluid nagese se koristi ugljen-
dioksid, zbog svoje netoksiosti, nezapaljivosti, Siroke dostupnosti i niskednosti
kriticne temperature (Karanth i sar., 2006). Proces swjsa rastvaranju lekovite i
pomainih supstanci u pogodnom rastwara istovremenom rasprsivanju rastvora i
ugljen-dioksida u komoru udaja. Kako se rastvor rasprSuje u komoru, rastvae

brzo ekstrahuje superkigtim fluidom Sto dovodi do precipitacijgestica cvrste

11
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disperzije (Vasconcelos i sar., 2007). Prednostng@ne superkritinog fluida su: visok

prinos procesa, mognost izradecvrstin disperzija termolabilnih lekovitih supstanci
nizak sadrzaj rezidualnog rastvéasa moguénost dobijanja Zeljenih karakteristika
superkrittnog fluida podeSavanjem temperature i pritiska ¢daselos i sar., 2007;
Karanth i sar., 2006).

NanosSenje rastvora lekovitih supstanci i hidrafilpolimera na neutralne pelete
predstavlja ob&avajuiu strategiju u poboljSanju bioloSke raspolozivos&sko
rastvorljivin lekovitih supstanci. Tehniku je relato lako mogide primeniti i na
industrijskom nivou, Stocesto predstavlja problem kod tehnika za izrasstih
disperzija. Trenutno je komercijalno dostupan prapaSporanoX (Janssen
Pharmaceuticals, SAD), tvrde Zelatinske kapsule jgmén peletama oblozenim
rastvorom itrakonazola i hidroksipropilmetilcelubbzi smeSi etanola i dihlormetana.
Ovim procesom omogeno je da se nakon suSenja dobyjesti rastvor itrakonazola u
hidroksipropilmetilcelulozi. Kada se preparat pritnepostize se koncentracija
superzasienja itrakonazola u gastrointenstinalnom traktujake stabilna dovoljno
dugo da bi doSlo da apsorpcije (Gilis i sar., 19%hang i saradnici su uspesno
primenili tehniku sprej oblaganja na formulacijvrste disperzije lansoprazola u
polivinilpirolidonu. Pri odnosima lekovita supstanpolimer od 1:2 i viSim dobijena je
¢vrsta disperzija amorfnog lansoprazola, Sto jeltexalo i zn&ajnim porastom brzine

rastvaranja ove lekovite supstance (Zhang i sa08p

1.1.4. Nagee koris¢ene poma@ne materije u izradi évrstih disperzija

Najceke kori¥ene poméne materije u izradévrstin disperzija koje s&njavaju
njihov matriks su: polietilenglikoli (PEG) i polimilpirolidoni razli¢cite molekulske mase
(PVP), polivinil alkohol (PVA), unakrsno vezani pohilpirolidon, polivinilpirolidon-
polivinilacetat kopolimer (PVPVA), poloksameri, deati celuloze
(hidroksipropilmetilceluloza (HPMO), hidroksipropdluloza (HPC),
hidroksipropilmetilceluloza ftalat (HPMCP), hidrogsopilmetilceluloza acetat sukcinat
(HPMCAS), karboksimetilceluloza (CMC)), derivati I@krilne i polimetakrilne
kiseline i polioli (sorbitol, manitol) (Leuner i Bssman, 2000). U daljem tekstu
navedene su najztegnije karakteristike polimera koji su odabrani izeadu ¢vrstih

disperzija u istrazivanju.
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Poloksameri odnosno hemijski polioksietilen-polioksipropilémblok kopolimeri,
predstavljaju nejonske polimere, sastavljene iz rdfilthih polioksietilenskih i
hidrofobnih polioksipropilenskih segmenata (Slika Qesto se koriste kao emulgatori
ili solubilizatori u farmaceutskoj industriji. Komajalno su dostupni u vise raglih
tipova, koji se razlikuju po molekulskoj masi ilagvnom udelu hidrofilnih
etilenoksidnih i hidrofobnih propilenoksidnih laac (Collett, 2009). Visok
solubilizacioni kapacitet, niska temperatura taghe(<60°C) i povoljan bezbednosni
profil ¢ine poloksamere natto pogodnim za izradwvrstih disperzija metodom
topljenja (Newa i sar., 2007), mada je zabelezemghova uspesna primena u metodi
rastvaranja (Yin i sar., 2005; Qian i sar., 200”pkazano je da se formulacijom
ibuprofena (Newa i sar., 2007, 2008), bikalutami8ancheti i sar., 2008), nifedipina
(Chutimaworapan i sar., 2000) i etorikoksiba (Kareksar., 2009) dvrste disperzije sa
poloksamerima postize z¥gno poveéanje brzine rastvaranja lekovite supstance, Sto se
objaSnjava poboljSanim kvaSenjem i solubilizacijonolekula lekovite supstance,
smanjenjem vetine cestica lekovite supstanceiwurstoj disperziji i smanjenjem njihove
aglomeracije, a u nekim gslajevima je zabelezeno i formiranje amorfnog oblika
lekovite supstance (Newa i sar., 2007; Sancheiti.j 2008; Karekar i sar., 2009; Shah i
sar., 2007; Ghareeb i sar., 2009). Noviji radovipskazali da wvrstim disperzijama
lekovite supstance BMS-347070 sa poloksamerimajedoim susenjem rasprSivanjem,
lekovita supstanca kristaliSe u obliku nanokristaliaze, Sto predstavlja posledicu
kinetike procesa kristalizacije u disperziji lekiavi supstanca-polimer, odnosno
ravnoteze izméu procesa nukleacije i rasta kristala (Yin i s2005; Qian i sar., 2007).
Smatra se da su nanokristalni sistemi manje pradieém sa aspekta obezbenja

dugora@ne stabilnosti u odnosu na sisteme koji sadrze famdekovitu supstancu.

CH3
H{U 0 o/\}OH
a b a

Slika 2. Strukturna formula poloksamera (a-broj etilenoksidjedinica, b-broj

propilenoksidnih jedinica)
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Soluplu§, odnosno hemijski polietilenglikol-polivinilkapraktam-polivinilacetat
graft kopolimer (Slika 3) je relativno nov termogtigni polimer amfifiinih osobina,
prevashodno razvijen za primenu u izradistih rastvora tesko rastvorljivih lekovitih
supstanci. Pored funkcije polimernog matriksa uasassvrstih disperzija, Solupl¥s
ima sposobnost solubilizacije lekovite supstancanezmom micelarne solubilizacije.
Pokazano je da SolupfUsispoljava visoku efikasnost solubilizacije za leite
supstance raglite hemijske strukture u Sirokom opsegu pH vredna&hvaljujLei
niskoj temperaturi staklastog prelaza i termostatsiti, Soluplu8 je nargito pogodan
za izradugvrstih disperzija ekstruzijom topljenjem, pfemu nije potreban dodatak
plastifikatora (Hardung i sar., 2010). Izradémstih disperzija ekstruzijom topljenjem
uz kori&enje Soluplud polimera postignuto je zttajno povéanje brzine rastvaranja
vise razltitih teSko rastvorljivih lekovitih supstanci, kactoSsu karbamazepin,
spironolakton, itrakonazol (Lim, 2012; Nagy i sa20Q13; Zhang i sar., 2013), a
zabelezena je i uspesSna primena ovog polimera adingtstvaranja (Lust i sar., 2013;
Shamma i Basha, 2013). Pokazano je i da se izranwstih disperzija sa Soluplfis
polimerom metodima topljenja i rastvaranja postifporedivi rezultati u pogledu

pove&anja brzine rastvaranja karbamazepina (Lim, 2012).

HO

O
n m
O
):O
(0]
HO

Slika 3. Strukturna formula Soluplfigpolimera
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Kako je broj trenutno dostupnih polimera koji segudkoristiti za izradwvrstih
disperzija ograrten, ¢esto je ih je neophodno kombinovati, kako bi setigteszeljene
osobinecvrste disperzije u odnosu na meégast izrade, stabilnost disperzije i brzinu
rastvaranja lekovite supstance (Bley i sar., 20B@thodno je pokazano da se izradom
ternarnih¢vrstih disperzija kombinacijom polietilenglikolgpplivinilpirolidona (Bley i
sar., 2010; Papadimitriou i sar., 2012), polietjidmola i polivinilpirolidon-vinilacetat
kopolimera, polietilenglikola i Eudradit EPO polimera (Bley i sar., 2010),
polietilenglikola i hidroksipropilmetilceluloze (dasens i sar., 2007, 2008) péaea
brzina rastvaranja lekovite supstance i stabilra@bijenih disperzija u odnosu na
binarne lekovita supstanca-polimerste disperzije.

1.1.5. Metodi za karakterizacijuévrstih disperzija

Karakterizacijacvrstin disperzija zasniva se na komplementarnomeni viSe
analitickih tehnika, od kojih su najvaznije tehnike terneabmalize, difrakcija X-zraka,
vibraciona spektroskopija (infracrvena i Raman $skopija) i ispitivanje brzine
rastvaranja lekovite supstance (Leuner i Dressi®@00). Rezultati dobijeni primenom
razlicitih tehnika, ¢esto mogu biti kontradiktorni, tako da je za dompSekonanih
zakljutaka neophodno prethodno iskustvo, kao i dobro pama fizickohemijskih
karakteristika komponenata disperzije.

Medu tehnikama termalne analize najSiru primenu je lanadiferencijalna
skeniraju’a kalorimetrija (eng. Differential scanning calorimetry-DSGDva tehnika
omoguava detekciju i kvantifikaciju svih procesa kojitzavaju energiju, ili dovode do
oslobatanja energije. U karakterizacifivrstin disperzija diferencijalna skenirédp
kalorimetrija se koristi za ispitivanje fidog stanja lekovite supstance u disperziji, kao
I za procenu stepena meSanja lekovite supstanceaeksom, ili rastvorljivosti
lekovite supstance u matriksu pri r&#lm temperaturama. Odsustvo pika koji
karakteriSe topljenje lekovite supstance na DS@agramu ukazuje da je supstanca u
¢vrstoj disperziji prisutna u amorfnoj formi ili ubbku ¢vrstih rastvora. Pomeranje u
poziciji pika topljenja ka viSim ili nizim temperatama moze ukazati na postojanje
interakcija, odnosno mesSanja izoelekovite supstance i matriksa. Ipak, prilikom
tumaenja rezultata diferencijalne skeniré&gukalorimetrije treba biti obazriv. Ovom

tehnikom nije mogée detektovati supstance u kristalnom obliku u masemudelu
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manjem od 2%. Taki®, u toku samog procesa zagrevanja uzorka moze dio
rastvaranja kristalne supstance u otoplienom nstrilspod njene (Ti samim tim
nestanka pika topljenja supstance na DSC termograitau dovodi do pogreSnog
zakljwka da se lekovita supstanca u disperziji prethodal@azi u amorfnom obliku
(Leuner i Dressman, 2000, Gibson i sar., 2009).

Mikroskopija na zagrejanoj ptd (hot-stagemikroskopija) predstavlja kombinaciju
tehnika mikroskopije i termalne analize. Ovom té&bnm omogdeno je vizuelno
pracenje fizikih karakteristika materijala u funkciji temperatur vriemena, Sto moze
dodatno pomé@ u interpretaciji DSC termograma. Kakoéirea ovakvih urdaja sadrzi
polarizacioni mikroskop, lako je moée otkriti da |i je supstanca u kristalnom ili
amorfnom obliku. Odsustvo dvojnog prelamanja swttlgpredstavlja dokaz da je
supstanca u amorfnom obliku. Mikroskopija na zagrej pl@&i omogutava ispitivanje
polimorfnih prelaza na osnovu raite kristalne morfologije polimorfnih oblika i
njihove razléite T;. lzdvajanje mehuéa gasa iz uzorka pripremljenog uz dodatak
mineralnog ulja, ukazuje na prisustvo solvata u rkizo Ipak, za protavanje
polimorfizma neophodna je komplementarna primendrugih tehnika, kao Sto su
difrakcija X-zraka i diferencijalna skeniraja kalorimetrija (Stieger i sar., 2012).

Difrakcija X-zraka na praskyeng. powder X-ray diffraction-PXRPDpredstavlja
nezaobilaznu tehniku u karakterizacijvrstog stanja, kojom se pouzdano moze
ustanoviti da li je lekovita supstanca curstoj disperziji prisutna u kristalnom ili
amorfnom obliku i identifikovati prisutan polimoifoblik. Na difraktogramu kristalne
supstance pokazuju karakterdsge pikove, specifne za svaki kristalni oblik
pojedingne supstance, dok amorfne supstance pokazuju takoziip "oreol"
difraktograma, bez izrazenih pikova. Za razliku atiferencijalne skenirajie
kalorimetrije, difrakcijom X-zraka se detektuje ifigo stanje lekovite supstance u
¢vrstoj disperziji na sobnoj temperaturi i ne posbt@jazan od eventualnog uticaja same
tehnike na promenu figkog stanja supstance. Ipak, pridara je pojava Sirenja pikova
u slwaju prisustva nanokristalne faze, 8&sto moze dovesti do pogresSnih zaddjka o
prisustvu amorfne faze. Difrakcijom X-zraka nije gudée pouzdano detektovati
kristalne supstance u masenom udelu manjem od 386d®i sar., 2009).

Primenominfracrvene spektroskopijmogite je detektovati oddene promene u

kristalnoj strukturi molekula. Ipak, ova tehnikalam glavnu primenu u otkrivanju
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interakcija izmdu lekovite supstance i matriksawrstim disperzijama. Pokazano je da
su intermolekulske interakcije lekovite supstanceatriksa od izuzetne vaznosti u
stabilizaciji ¢vrstih disperzija amorfne lekovite supstance u kst Pomeranje pikova
karakteristénin za funkcionalne grupe ispitivanih supstanci alka na prisustvo
intermolekulskih interakcija izndel lekovite supstance i matriksa (Leuner i Dressman,
2000).

Ispitivanjem brzine rastvaranjéekovite supstance potrebno je pokazati da li je
formulacijom ¢vrstih disperzija postignuto pos@nje brzine rastvaranja lekovite
supstance i koliko dugo se odrzava koncentracieerastenja u rastvoru. Kako bi se
stekao uvid u mehanizam odgovoran za pauge brzine rastvaranja lekovite supstance,
ispitivanje je potrebno izvesti na uzorciastih disperzijagiste lekovite supstance i
fizickih smeSa lekovite supstance i ekscipijenasa. Waofiema zn&jnih razlika u
poveanju brzine rastvaranja lekovite supstancéviatih disperzija u odnosu na ke
smesSe, dominantni su efekti solubilizacije | pofafjog kvasSenja lekovite supstance
pod dejstvom komponenata matriksa. Tek ukoliko gjosazlika u brzini rastvaranja
izmedu fizickih smeSa kvrstih disperzija, moze se govoriti 0 stvarnim Hémea od

formulacijecvrstih disperzija (Leuner i Dressman, 2000).

1.1.6. Trenutna ogranéenja primene ¢vrstih disperzija

| pored velikog potencijala za primentyrstih disperzija, do danas je svega
nekoliko preparata koji sadrggrste disperzije naslo svoje mesto na trzistu (Teafi
Ovo predstavlja posledicu nedostatakestih disperzija i brojnih problema koji se
mogu javiti pri njihovoj formulaciji. Naje<i problemi koji prate formulacijigvrstin
disperzija su: visok odnos lekovita supstanca:gkjscis, koji jecesto neophodan kako
bi se postiglo Zeljeno povanje brzine rastvaranja lekovite supstance i kap kakav
otezava formulaciju finalnog farmaceutskog oblikatezan prenos procesa izrade
¢vrstin disperzija sa laboratorijskog na industiijskivo; slaba reproduktivnost
fizickohemijskih karakteristika disperzije usled velikagicaja parametara procesa
izrade na karakteristike dobijendvrstih disperzija i problemi vezani za obedérje
dugor@ne fizickohemijske stabilnosti izdgnog preparata. Pored visokog odnosa
lekovita supstanca:ekscipijens, formulacija fin@npreparatacesto je otezana i

lepljivom i voskastom konzistencijom izradenih ¢vrstih disperzija, koja moze
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Tabela 1. Preparaticvrstih disperzija dostupni na trziStu (adaptiraneema Vo i sar.,

2013)
Nazv preparata | Lekovita supstanca | Matriksni polimer | Farmaceutski oblik
Afeditab CF nifedipin Poloksamer i PVF tablete
Certicar? everolimus HPMC tablete
Cesamét nabilon PVP tablete
Crestof rosuvastatin HPMC tablete
Fenoglid® fenofibrat PEG tablete
Gris-PEG griseofulvin PEG tablete
Incivek® telaprevir HPMCAS tablete
Intelencé& etravirin HPMC tablete
Isoptin SR-E verapamil HPC/HPMC tablete
Kaletrd® lopinavir, ritonavir PVPVA tablete
Nivadil® nivaldipin HPMC tablete
Prograf takrolimus HPMC tvrde kapsule
Rezulir® troglitazon HPMC tablete
Sporanof itrakonazol HPMC tvrde kapsule
Zelboraf’ vemurafenib HPMCAS tablete

onemoguiti izradu ¢vrstin farmaceutskih oblika na standardnoj opre#natajno
ograntenje primenecvrstih disperzija predstavlja i otezan prenos psace&rade sa
laboratorijskog na industrijski nivo. Procesi fepia i hlaienja mase kod metoda
topljenja, odnosno uklanjanje rastugaakod metoda rastvaranja znatno su otezani kod
rada sa vé@m koli¢inama materijala na industrijskom nivou u pteeju sa radom sa
svega nekoliko grama materijala na laboratorijskarou. Ovo za posledicu moze
imati naruSavanje stabilnosti preparata i/ili promnefizickohemijskih karakteristika
¢vrstin dispezija prilikom prenosa procesa izrade imdustrijski nivo (Serajuddin,
1999). Poznavanje mikrostrukturévrstin disperzija neophodan je preduslov za
obezbéenje njihove dugorme stabilnosti. Zbog toga je u svim fazama razvejatih
disperzija neophodna primena metoda ckehemijske karakterizacije, Sto znatno
poveava cenu razvoja proizvoda. Smatra secelaazvoj i usavrSavanje industrijski

primenljivih tehnika izrade, kao Sto su ekstruzippljenjem, suSenje rasprsivanjem i
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sprej oblaganj€vrstih disperzija na inertne pelete, uz svéwdostupnost tehnika za
fizickohemijsku karakterizaciju, doprineti Siroj primewirstih disperzija u proizvodniji

lekova.

1.2. Ciklodekstrini

Ciklodekstrini predstavljaju cikine oligosaharide koji nastaju enzimskom
degradacijom skroba pod dejstvom enzima ciklomaksttin glukanotransferaze, koji
prirodno I&i bakterijaBacillus maceranskKao proizvod ove reakcije dobija se smeSa
prirodnih ciklodekstrina izgrgenih od Sestof-ciklodekstrin), sedampB¢ciklodekstrin) i
osam f-ciklodekstrin) glukopiranoznih jedinica povezarfiil,4)-glikozidnom vezom
u ciklicnu strukturu (Slika 4) (Kurkov i Loftsson, 2013). ¢ineSi se u malom udelu
mogu nai i ciklodekstrini sa viSe od osam glukopiranozighdlinica, koji zbog svoje
manje hemijske stabilnosti, visoke cene i slabpesebnosti kompleksiranja nemaju
vecu primenu u farmaceutskoj industriji (Brewster i fisson, 2007; Loftsson i
Brewster, 2010). Molekuli ciklodekstrina zauzimdajarakteristtan oblik zarubljene
kupe, gde su primarne i sekundardne alkoholne grompentisane ka spoljasnjoj
povrSini, dok su ka unutrasnoj Supljini kupe orfjsani atomi ugljenika
glukopiranoznih jedinica i kiseonika etarskih gruf@lika 5). Ovakva strukturaini
spoljasnju povrSinu molekula ciklodekstrina hiddim, dok je unutrasnja Supljina
lipofilna (Loftsson i Brewster, 2010). | pored hadiinih osobina, prirodni
ciklodekstrini, a naréto B-ciklodekstrin, se odlikuju niskom rastvorljiv@as u vodi.
Smatra se da je ovo posledica jakih intramolekblskodonénih veza u kristalnoj
reSetki ciklodekstrina. Supstitucijom primarnih i sekundarnih alkoholnih grupa

Slika 4. Prikaz strukturez- (a-CD), - (6-CD) i y-ciklodekstrina §-CD)
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prirodnih ciklodekstrina, cak i lipofilnim supstituentima, dolazi do kidanja
intramolekulskih vodornih veza, ¢ime se zn&jno poveéava rastvorljivost
ciklodekstrina u vodi. Od ovako nastalih derivata farmaceutsku primenu su
najznaayjniji: hidroksipropilf3-ciklodekstrin, hidroksipropit-ciklodekstrin, metilp-
ciklodekstrin, sulfobutiletap-ciklodekstrin i tzv. razgranati ciklodekstrini kagio je
maltozil3-ciklodekstrin  (Loftsson i sar., 2004; Loftsson ire®ster, 2010).
Fizickohemijske osobine derivata ciklodekstrina zavise Bamo od prirode
supstituenata, ¥ei od broja supstituenata i mesta njihovog veziga@jpog toga se za
supstituisane ciklodekstrine definiSe molarni stepapstitucije (engmolar degree of
substitution-M$ koji predstavlja prosan broj supstituenata koji reaguju sa jednom

glukopiranoznom jedinicom (Loftsson i Brewster, Q1

Slika 5. Prikaz strukture zarubljene kupeciklodekstrina

Zahvaljuji specificnoj prirodi molekula, sa hidrofilnom spoljaSnjomvp§inom |
lipofilnom Supljinom, koja omogtava formiranje inkluzionih kompleksa, ciklodekstrin
su nasli Siroku primenu u farmaceutskoj, hemijskmjehrambenoj industriji. Danas se
oni koriste u farmaceutskoj industriji u cilju pdemja rastvorljivosti i bioloSke
raspolozivostitesSkorastvorljivih lekovitih supstancipovetanja stabilnosti lekovitih
supstanci, smanjenja iritativnog delovanja lekoitgstance na sluznice, eliminisanja
neprijatnog ukusa i/ili mirisa, spfavanja lek-lek i/ili lek-ekscipijens interakcija i
prevaienja té€nih formulacija u formulacijecvrste konzistencije, koje su znatno
stabilnije i lakSe za manipulaciju. Prvi preparatcsklodekstrinima koji se pojavio na
trziStu bile su sublingvalne tablete Prostarmon ED¥o Pharmaceutical, Japan), koje

su sadrzale prostaglandin EB-ciklodekstrin. Preparat je registrovan na trzi&pana
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1976. godine (Brewster i Loftsson, 2007). DanasaérziStu nalazi visSe od 40 lekova
koji sadrze ciklodekstrine i namenjeni su za pémuraparenteralnu, bukalnu, nazalnu,
rektalnu, oftalmolosku i dermalnu primenu (Loftss@rewster, 2010). Siroka primena
ciklodekstrina u farmaceutskoj industriji posledigg i njihovog povoljnog
toksikoloSkog profila. Zbog svoje velike molekulskease, izrazite hidrofilnostiqgP
nage&e iznosi izmdu -8 i -12) i velikog broja donora i akceptora vadmih veza,
bioloSka raspolozivost ¥ae ciklodekstrina nakon oralne primene je veonskani tako
da se za njih moze u pravom smislti a vrSe funkciju nosa lekovite supstance-
ciklodekstrin podleze razgradnji pod dejstvom paakne i salivarne amilaze, daki
B-ciklodekstrin podlezu razgradnji tek pod dejstvbakterija prisutnih u kolonu. Jedini
izuzetak od ovog pravila predstavlja mektiklodekstrin, koji zbog vee lipofilnosti
(logP=-2,4) pokazuje nesSto ve bioloSku raspolozivost, pa je stoga njegova [anar
primena ograena. Nakon parenteralne primene viSe od 90% prigneg
ciklodekstrina se izkuje nepromenjeno preko bubrega. U preparatima mnfealnu
primenu koriste se:a-ciklodekstrin, y-ciklodekstrin, hidroksipropip-ciklodekstrin,
hidroksipropily-ciklodekstrin i sulfobutileta-ciklodekstrin. B-ciklodekstrin se ne
moze koristiti u preparatima za parenteralnu prunebog svoje niske rastvorljivosti,
nefrotoksénosti, kao i hemolitkog dejstva koje je takie izrazeno i kod metip-
ciklodekstrina i takde onemogéava njegovu parenteralnu primenu. Zbog potencijalne
nefrotoksénosti, parenteralna primenaciklodekstrina je takde ograntena i on se u
parenteralnim preparatima nalazi u veoma niskintkatracijama (Loftsson i Brewster,
2010).a-, B- i y-ciklodekstrin se nalaze na tzv. GRAS (efxgnerally Recognized As
Safg listi pomanih materija Amekike uprave za hranu i lekove (FDA)-, B- i v-
ciklodekstrin, kao i hidroksipropit-ciklodekstrin imaju svoje monografije u trenutno
vazeim izdanjima Evropske i Ameike farmakopeje (Kurkov i Loftsson, 2013).

Do formiranja lekovita supstanca-ciklodekstrin kweksa dolazi usled
inkorporiranja celog ilicee samo dela molekula lipofilne lekovite supstanoetar
lipofilne Supljine ciklodekstrina. Pokretiee sile za proces kompleksiranja predstavljaju
elektrostatike i Van der Valsove sile, voda@me veze, smanjenje konformacionog
naprezanja i proces prenosa elektrona. Procesiirioia i disocijacije nastalog
kompleksa su u dinakkoj ravnotezi, pricemu u ovim procesima ne dolazi do

formiranja ili raskidanja kovalentnih veza (Liu u@, 2002; Kurkov i Loftsson, 2013).
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Reverzibilan proces nastanka lekovita supstandadwkstrin kompleksa moze se

predstaviti ravnoteznom reakcijom (1), sa odgowgmn konstantnom ravnoteze, koja

se ozn&ava kao konstanta stabilnosti lekovita supstankiamaekstrin kompleks# (2)

(Kurkov i Loftsson, 2013):

mL+n[CD [~ L, CD, il
__[t.cp)]

* [t deo)

gde je [L] koncentracija lekovite supstancf;D] koncentracija ciklodekstrina i

K (2)

[LCDy] koncentracija nastalog lekovita supstanca-ciklstték kompleksa

1.2.1. Analiza fazne rastvorljivosti u sistemu lekata supstanca-ciklodekstrin
Odralivanjem fazne rastvorljivosti u sistemu lekovitgstanca-ciklodekstrin moze
se izr&unati vrednost konstante stabilnosti kompleksaci do korisnih informacija u
vezi same stehiometrije nastalog kompleksa (Loftsdrewster, 2010). Sam metod se
zasniva na dodavanju lekovite supstance u viskivaoama koji sadrze raste
koncentracije ispitivanog ciklodekstrina. Gekim prikazivanjem koncentracije
rastvorene lekovite supstance u zavisnosti od kurmeje ciklodekstrina dobija se
dijagram fazne rastvorljivosti. Dijagrami fazne tresljivosti se na osnovu razltog
oblika mogu podeliti u dva osnovna tipa: tip Ap 8 (Slika 6). Kod dijagrama tipa A,
rastvorljivost lekovite supstance raste sa porastmncentracije ciklodekstrina. U
okviru ovog tipa dijagrama, mogu se razlikovati godtipa: tip A, koji se odlikuje
linearnim rastom rastvorljivosti lekovite supstantip Ap, kod koga postoji pozitivho
odstupanje od linearnosti (pri viSim koncentracgamiklodekstrina ostvaruje se
efikasnija solubilizacija lekovite supstance) i #, kod koga se u@va negativho
odstupanje od linearnosti pri viSim koncentracijasiglodekstrina, odnosno manje
efikasna solubilizacija molekula lekovite supstanc&, tip dijagrama fazne
rastvorljivosti ukazuje na formiranje kompleksa@yvweda u odnosu na ciklodekstrin, a
prvog ili viSeg reda u odnosu na lekovitu supstattkoliko je nagib dijagrama Atipa
manji od jedan, moZe se pretpostaviti da dolazifalmniranja kompleksa lekovita
supstanca-ciklodekstrin u stehiometrijskom odnosu Kod A dijagrama pri viSim
koncentracijama ciklodekstrina dolazi do formirakgmpleksa viSeg reda u odnosu na
ciklodekstrin. Stehiometrijaovih kompleksanajjednostavnijese procenjujeanalizom
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AL

Bs

Koncentracija rastvorenog leka

v

Koncentracija ciklodekstrina

Slika 6. Prikaz osnovnih tipova dijagrama fazne rastvorlgtio

stepena zakrivljenosti dijagrama. Ukoliko se krivajbolje uklapa u kvadratni
matematiki model, to ukazuje na formiranje lekovita supstgiklodekstrin
kompleksa u stehiometrijskom odnosu 1:2, dok kuimodel ukazuje na formiranje
kompleksa u odnosu 1:3. ZaAip dijagrama se pretpostavlja da je posledicanema
koje u rastvar&u nastaju pod uticajem ciklodekstrina, kao i asmige molekula
ciklodekstrina pri viSim koncentracijama. Tip Balirama fazne rastvorljivosti ukazuje
na formiranje kompleksa ogr&ene rastvorljivosti (B tip), ili nerastvorljivih
kompleksa (B tip). Tip B dijagrama fazne rastvorljivosti je k&teristtan zap-
ciklodekstrin, koji se karakteriSe niskom rastvedgéu, dok se primenom
supstituisanih derivata ciklodekstrina (hidroksyte-ciklodekstrin i sulfobutiletaf-
ciklodekstrin) dobija tip A dijagrama (Brewster oftsson, 2007).

Na osnovu eksperimentalno dobijenog dijagramadaastvorljivosti A tipa, moze

se izr&unati vrednosKs. Ukupna rastvorljivost lekovite supstan[d.q] jednaka je zbiru
osnovne rastvorljivosti lekovite supstance u mediju bez cihodekstrina[LO] [
koncentracije nastalog lekovita supstanca-ciklottekskompleksa [LmCDn] (4)
(Brewster i Loftsson, 2007):

[L]=[L] 3)
[L.]=[Lo]+ mL,cD, ] @
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Analogno se ukupna koncentracija ciklodekstrina astworu moze predstaviti
jedn&inom:

[cD,]=[cD]+n(L,cD,] 5)
gde je [CDU] ukupna koncentracija ciklodekstrina, [GD] koncentracija slobodnog
ciklodekstrina u rastvoru. 1z prethodnih jedima vrednosti zz{LmCDn] i [CD] se mogu

izraziti na sledé& nadin:
[L,co,] =Lr;[“’] 6) (

[eo]=[cp,]-n[L,cD,] (7)
Zamenom navedenih izraza u izrazkzg2), u sl¢aju kompleksa koji su prvog reda u
odnosu na ciklodekstrin (n = 1) dobija se:

L]= miK, (L, ]" fjcp, ]

ek ®)

Grafickim prikazivanjem[Lu] u zavisnosti oc{CDu] dobija se prava linija sa ods®m

na y-osi koji je jednal{Lo] i nagibom, koji je definisan jedtimom:
nagib= w 9)

U slwaju lekovita supstanca-ciklodekstrin kompleksa alagt u stehiometrijskom
odnosu 1:1 (m = 1), izraz 2& se moze napisati na slédeacin (Brewster i Loftsson,
2007):
_ nagib
* " [L,]J(a-nagib)

(10)

Iz navedenog izraza vidi se da na émaatu vrednosKs veliki uticaj ima vrednost
odreiene rastvorljivosti lekovite supstantﬁbo]. lako bi trebalo da vrednost odka
dijagrama fazne rastvorljivosti bude jedna[d%], cesto se ove vrednosti razlikuju,
narcito u slwaju tesko rastvorljivin lekovitih supstanc{Lg]<1 mg/ml). Postoji

nekoliko objaSnjenja za ovu pojavu. Lekovita supssa moze da formira dimere,
trimere ili agregate viSeg reda koji su rastvorljivvodi, kao i agregate sa kar&him
ekscipijensima prisutnim u medijumu za komplekgganako su nastali agregati

rastvorljivi u vodi, oni ne mogu da formiraju koregke sa ciklodekstrinima, &eo
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mogu samo pojeditai molekuli lekovite supstance. Neidealna, struidoa priroda
vode kao rastvata, formiranje inkluzionih i neinkluzionih lekovitasupstanca-

ciklodekstrin kompleksa, kao i neprecizno ekspentalmo odrdivanje [LO] takaie
mogu predstavljati razlog za ¢ene razlike u vrednos[Lo] i odse&ka dijagrama fazne

rastvorljivosti. Zbog svih navedenih faktora, kajnogu dovesti do greSaka u
odreaiivanju Kg, uveden je parametar koji se nazefikasnost kompleksiranja (CHoji
omoguiava bolju procenu kako solubilizacionog kapacitgtdodekstrina za razlite
lekovite supstance, tako i uticaja réilh ekscipijensa na solubilizaciju molekula
lekovite supstance ciklodekstrinima. CE predstaujdnos izméu koncentracije
ciklodekstrina u kompleksu i slobodnog ciklodeksdti CE se rana iz nagiba

dijagrama fazne rastvorljivosti i nezavisna je aednosti [LO] U slutaju nastanka

lekovita supstanca-ciklodekstrin kompleksa u steteitsijskom odnosu 1:1, CE se moze
izracunati prema sledej jedn&ini (Loftsson i sar., 2005):
LCD '
ce =10 [ 1k, - nagib_ (11)
|CD| 1-nagib
gde je [LCDn] koncentracija rastvorenog kompleks{@,D] koncentracija rastvorenog

slobodnog ciklodekstrina. 1z vrednosti CE mozZe gexunati odnos lekovita
supstanca:ciklodekstrin  u  medijumu za komplekseanrastenim lekovitom
supstancom, na osnovu jedime (Loftsson i sar., 2005):

L : CD molarniodnos=1: CE; ! (12)

Analizom procesa kompleksiranja ciklodekstrina gazli¢itim lekovitim
supstancama, ustanovljena je ptosevrednost za CE od 0,3, na osnéega se moze
zakljwiti da od svakacetiri molekula ciklodekstrina prisutna u medijumwa z
kompleksiranje, samo jedan gradi kompleks sa lekavisupstancom. Imajuu vidu
relativno visoku molekulsku masu ciklodekstrinaisku efikasnost kompleksiranja,
kompleksiranje lekovitih supstanci sa ciklodekstnia ¢esto za rezultat ima porast
mase formulacije iznad prihvatljive granice za paltu primenu. Stoga je
kompleksiranje sa ciklodekstrinima prihvatljivdra za formulaciju samo visoko do
umereno potentnih lekovitih supstanci uz relativieoku CE. Zbog toga se intezivno
radi na razvoju tehnika za padanje CE. Neke od n&gXe primenjivanih tehnika

ukljucuju: dodatak hidrofilnih polimera, jonizaciju moldlk lekovite supstance i
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gradenje soli, dodatak hidroksikarboksilnih kiselinaddtak isparljivih kiselina i baza i
dodatak korastvata (Loftsson i sar., 2005; Loftsson i Brewster, 2012

1.3. Simulacija molekularne dinamike (engmolecular dynamics simulations)

1.3.1. Osnovni principi na kojima se zasniva simuldja molekularne dinamike

Ve¢ dugo vremena je poznato da sudkohemijske karakteristike materijala na
makroskopskom nivo odidene fenomenima koji se deSavaju na molekulskom
(mikroskopskom) nivou. Kako uspostavljanje veze a2m makroskopskih
karakteristika materijala i fenomena na molekulskawou primenom konvencionalnih
eksperimentalnih  tehnika nije jednostavno, pridtupise razvoju naprednih
kompjuterskih sistema, kojima se u veg&iastvorenim uslovima mogu simulirati
deSavanja na molekulskom nivou.

Dobro je poznato da nakon dovoljno dugo vremenasstemi prelaze u stanje
ravnoteZze (ekvilibrijuma) u kome pod definisanimrmedinamékim uslovima
(temperatura, pritisak i sastav smeSe) viSe nezdala promena makroskopskih
karakteristika sistema. Sistemi koji su od &aja za farmaciju se, ili nalaze u stanju
ekvilibrijuma (rastvori, kristalni oblici, kokrista mezofaze, téni kristali), ili su u
procesu ekvilibracije (metastabilni polimorfni at}iamorfni oblici, emulzije, liposomi)
sa tendencijom prelaska u stanje ekvilibrijumani&d&rugom principu termodinamike,
prelaz u stanje ekvilibrijuma uslovljen je porast@mtropije, odnosno neutenosti
sistema. Méutim, iako Drugi princip termodinamike daje osnowlgasnjenja faznih
prelaza u sistemu, on ne objasSnjava fenomene nekmlskom nivou, koji su zapravo
uzrok ovakvog ponaSanja sistema. Sta&hksti mehanika omogava povezivanje
makroskopskih karakteristika sistema sa mikrostamjéestica kojecine taj sistem.
Kako bi se uspostavila ova veza potrebno je prfonidati mikrostanja, Sto uklguje
definisanje impulsa i pozicijgestice u prostoru i ako je mogridefinisanje rotacionih i
konformacionih stanja svakestice u sistemu. Prema jednom od osnovnih poatokat
kojima se zasniva statiskia mehanika, svaka makroskopska osobina nekogrsiste
moze se predstaviti kao zbir, ili srednja vrednostbinacestica kojec¢ine sistem.
Statisttka mehanika definiSe da je u &hju sistema koji se sastoji od velikog broja
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cestica u stanju ekvilibrijuma, verovatteoda seiestica nde u energetskom stanju
definisanom energijorg;, proporcionalna Bolcmanovom faktoef’ " (Cui, 2011):

E

p =Ke ¥ (13)
gde jeT temperaturay Bolcmanova konstantaki faktor ¢ija se vrednost uzima tako da

je Zpi=1. Kada distribucija energetskih stang@stica, definisana Bolcmanovim

zakonom, nije postignuta, sistem se nalazi izvaulibkjuma i tezi da se n#e u stanju
ekvilibrijuma. Dok se mikrostanja pojedifrah ¢estica menjaju u vremenu, u zavisnosti
od pozicijecestica, impulsa i energije, distribuc§astica u razéiitim mikrostanjima
sledi Bolcmanov zakon i nezavisna je od vremen&oTse primenom Bolcmanovog
zakona uspostavlja veza izdawevremenski zavisnih mikrostanja pojedingn cestica i
makroskopskih karakteristika sistema, koje su nemavod vremena. Generisanjem
ovakvih mikrostanja primenom modela simulacije rkalarne dinamike omogava
mehanisttko objasnjenje brojnih pojava i osobina sistemanrekroskopskom nivou
(npr. gustina, mehatka svojstva materijala, viskozitet, elektra provodljivost,
rastvorljivost, pritisak pare, itd.). Osnov Bolcnoaog zakona zapravo predstavija
Centralna gragna teorema, dobro poznata statksdi zakonitost prema kojoj suma (ili
srednja vrednost) velikog broja nezavisnih | idéamdi rasporéenih sl@ajnih
promenljivih tezi normalnoj raspodeli. Im&juw vidu da se sistemi koji se pravaju
na mikroskopskom nivou sastoje od velikog broja ekola sa viSe stepeni slobode
kretanja (tj. veliki broj nezavisnih varijabli),gao je date se nakon oddenog vremena

u sistemu posti normalna distribucija kretanjéestica. 1z svega navedenog se jasno
vidi da ekvilibracija sistema nije niSta drugo nq@usledica dobro poznatih stati&ih
zakonitosti na sistemima koji se sastoje od velikwgja ¢estica (eng.many body
systemp(Cui, 2011).

1.3.2. Postupak izvdenja simulacije molekularne dinamike

Pre pdéetka izvatenja simulacije molekularne dinamike potrebno jentifikovati
komponente (tj. molekule) kojée biti kori¥ene u simulaciji. Zatim je neophodno
definisati interakcije izm#u cestica, Sto se ozdava i kao polje sila (endorce field i
zapravo predstavlja potencijalnu energiju u zawsinmd m@ucesticnog rastojanja. Ove

sile bi trebale da budu odraz speuith karakteristika samog sistema koji se ispituje
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simulacijom molekularne dinamike. Nakon toga patielpe konstruisati kompjuterski
model koji sadrzi ispitivane komponente pod de&inisn termodinandkim uslovima
(gustina, pritisak, temperatura). Ovo podrazumevansiuisanje tzv.celije za
simulaciju (engsimulation bok odgovarajdeg volumena u koju se smeStaju odabrani
molekuli, kojima se dodeljuje @etna pozicija u prostoru i brzina kretanja. Poaicij
molekula treba da Sto viSe odgovara realnom stangistemu. Tako se u shju
kristala, molekuli postavljaju u odgovarajukristalnu reSetku, dok se u &ju rastvora
molekuli rastvorene supstance homogeno dispergujutan molekula rastvata.
Delovanjem gore navedene siled@stice dolazi do njihovog kretanja u skladu sa dobr
poznatomNjutnovom jednénom kretanja(Meller, 2001; Cui, 2011):

— d?r(t)
F=m——-= 14

M e (14)
gde jeﬁ(t) = (x(t), yi(t), z(t)) vektor polozaja&esticel, El sila koja deluje néesticui,
am masacesticei. Osnovni zadatak kompjuterskih sistema koji sask®u simulaciji

predstavlja izréunavanje trajektorijacestica, koje predstavljaju promenu vektora

poloZaja rT(t) i vektora brzinevi(t) u vremenu. VektorrT(t) predstavlja odraz

promene polozaja svakestice u prostoru tokom vremena, dok brzﬂ:(a) predstavlja

odraz kinettke energije i temperature u sistemu. Nulerm integracijom Njutnove
jedn&ine (14) za svaki vremenski korak simulacije mogu isr&unati vrednosti
poloZaja i brzinetestica. Ova izraunavanja vrSe se r@se kori¥enjem Verletovog
algoritma, koji omoguava izr&unavanje polozaj&estice u vremenit+4t), ako je
poznat polozajcestice u vremenud (pre p@etka simulacije definisane su daine
vrednosti polozaja i brzingestica). Na osnovu dobijenih trajektorijastica mogu se
predvideti makroskopske karakteristike sistema ([@1eR001; Cui, 2011).
Postizanje stanja ekvilibrijuma u sistemu ahje vrednosti termodinargkih
parametara koji se postavljaju pre ideaja simulacije i vrednost sile koja deluje na
molekule, koja predstavlja odraz ttkbhemijskih karakteristika samog materijala. Sila
interakcije (polje sila) izm#u cestica moze se prikazati kao gradijent potencijalne
energije duz vektrora koji spajastice (Cui, 2011):

do.

Ei{ = _—J (15)
dr;
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gde su:F—ij sila interakcije izméu cesticai i j, ®j-potencijal ia-vektor koji spaja
Cesticei i j. Sve interakcije izm#u cestica u sistemu péti od interakcija izmdu
elektrona i jezgara, ptiemu su mogte interakcije elektron-elektron, elektron-jezgro i
jezgro-jezgro. Ukupni potencijal interakcije izduecestica moze se predstaviti kao zbir
Kolumbovog, polarizacionog, disperzionog i Paulggwepulzivhog potencijala (Cui,
2011):

aq; -
. r 16
4 0 ( )

1

—-Br; —
®, =A+e™) —Cr,”°

gde surj rastojanje izmdu cesticai i J, g i ¢ naelektrisanj&esticai i |, ¢° dielektricna
propustljivost vakuumaA, B i C parametri koji pokazuju uticaj specifie raspodele
naelektrisanja na ndecesticne interakcije. Za izeéanavanje polja sila prema jedia
(16) nage&e se koriste dva metoda. Prema prvom metodu, vstidren A, B i C, kao i
distribuciju naelektrisanj@ se parametrizuju pod pretpostavkom da isti atoijn de
nalazi u okruzenju istinh hemijskih grupa ima isaispodelu naelektrisanja, a samim tim
I istu vrednost polja sila. Drugi metod se zasniva izr&unavanju raspodele
elektronske gustine primenoifeorije funkcionalne gustinéeng. Density functional
theory-DFT). Nakon izrgunavanja polja sila potrebno je validirati ga prema
eksperimentalnim podacima, koji tege ukljuuju energiju sublimacije, strukturne
osobine kristalne strukture i spektroskopske pagldtko Sto su vibracione frekvencije.
Trenutno dostupni kompjuterski programi za i@enje simulacija molekularne
dinamike omogeéavaju rad sa raglitim poljima sila koja su razvijena na gore
navedenim principima. Neka atesto korigenih polja sila sSuCHARMM AMBER
COMPASSGROMOS PCFF i dr. Kori&enje ovih standardnih polja sila omégua
reprodukovanje velikog broja fenomena koji su oekaja za farmaciju. Pri tome treba
imati u vidu da neka polja sila mogu koristiti zzprodukovanje nekih fenomena, a
nekih ne, ocemu je potrebno prikupiti detaljne literaturne pi@apre izvdenja
simulacije. Preportuje se da se na petku ispitivanja koriste standardna polja sila, a
ukoliko ona ne mogu da reprodukuju ispitivani femom koriste se polja sila
prilagaiena problemu koji se ispituje (erauistomer- adjusted force figl{Cui, 2011).
Zahvaljuji velikim mogunostima tehnike simulacije molekularne dinamike u
prowavanju brojnih fenomena na nivou molekula i atoma tehnika nalazi sve Siru

primenu u razvoju novog leka i pr@avanju interakcija biomolekula. Simulacija
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molekularne dinamike je do sada uspeSno primenjepeolwavanju interakcija lek-
receptor (Zhao i Caflisch, 2015) p&@vanju konformacionih promena proteinskih
molekula (Meller, 2001), preddanju rastvorljivosti lekovite supstance u raiim
medijumima (Huynh i sar., 2008), pr@avanju pokretljivosti molekula lekovite
supstance dispergovanih unutar matrikgestin disperzija (Xiang i Anderson, 2003),
prowavanju lek-ciklodekstrin interakcija (Zhang i sar2010) i molekularnih
mehanizama povanja efiksanosti lek-ciklodekstrin kompleksiranja slodatkom
drugih pomaénih supstanci (Figueiras i sar., 2010). Ipak, koitn primene simulacije
molekularne dinamike, treba biti svestan i nekihngghih ogranienja. Smatra se da je
najve&e ogranienje ove tehnike kratko trajanje same simulacige knagege iznosi
nekoliko nanosekundi (10s), a trenutno je ograféno do maksimalno reda vitie
mikrosekundi (10 s). Ovo moZe reprodukovati procese koji se u realmkruZenju
deSavaju u navedenim vremenskim intervalimadiien odreieni procesi, kao Sto su
konformacione promene molekula proteina deSavajutse&u vremenskog perioda koji
je znatno duzi u odnosu na trajanje simulacije.oBkzetanje atoma u sistemu
ograntava trajanje vremenskog koraka u toku kao@a se vrSiti gore navedena
numerika integracija jedngne kretanja na svega oko jedan femtosekund (. Iz
ovoga je jasno da se proces simulacije sastojiilibma ponavljanja ovih pojedicaih
koraka u okviru kojih se vrSe pojedima izr&unavanja (Meller, 2001). Zbog velikog
broja izr&unavanja koje je potrebno izvesti, simulacije malakne dinamike se
nage&e izvode na tzv. superkompjuterima, koji sadrzectlies paralelno povezanih
procesora. Kompleksnost procesa simulacije molekelalinamike najbolje ilustruje
¢injenica datak i kori&enjem kompjuterskih sistema sa paralelnim procesnrproces
simulacije sistema relativno male vgtfie sa oko 25 000 atoma moze trajati i nekoliko
meseci (Durrant i McCammon, 2011). Ostala ogfma simulacije molekularne
dinamike predstavljaju zanemarivanje kvantnih ef@ka veini slucajeva, mogénost
da polje sila ne odrazava realne sile iZmatoma i mala velina ¢elije u kojoj se
odvija simulacija, uslediega je velika moginost interakcije komponenata (Meller,
2001; Durrant i McCammon, 2011). Rezultate dobijesmmulacijom molekularne
dinamike potrebno je, kad god je to moégupotvrditi odgovarajgim eksperimentalnim
rezultatima. Mdutim, u mnogim sléajevima primenom trenutno dostupnih

eksperimentalnih tehnika nije magu dobiti informacije koje bi, bilo potvrdile, ili
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opovrgle rezultate simulacije molekularne dinami€esto se simulacija molekularne
dinamike upravo i primenjuje kada primenom eksperntalnih tehnika nije moge

razjasniti odréeni fenomen. U takvim séajevima rezultate simulacije molekularne
dinamike treba tretirati kao hipoteze, koje u néalsl eksperimentalnih rezultata

doprinose boljem razumevanju ptavane pojave (Cui, 2011).

1.4. Metodologija eksperimentalnog dizajna

Prilikom razvoja formulacije i proizvodnog procesasto je potrebno razmotriti
efekte dva ili viSe faktora (nezavisno promenljjvima vrednosti odgovora (zavisno
promenljivih). Nezavisno promenljive su Btege faktori formulacije (koliine
komponenti formulacije i njihove kvalitativne i kntitativne osobine) i procesa, dok
zavisno promenljive predstavljaju odabrane karadtike proizvoda, ili parametre koji
ukazuju na performanse proizvodnog procesa (DegegHeyden, 2011Duris i sar.,
2013a). Univarijantni metod, odnosno istovremenaranje samo jednog faktora (eng.
one-variable-at-a-time-OVAT ¢esto zahteva izvienje velikog broja eksperimenata,
pri ¢emu se ispituje samo mali deo eksperimentalnogiqgmansa utvdivanje prisustva
faktorskih interakcija nije moge. Sa druge strane, multivarijantni metod podraziame
istovremeno variranje ¥eg broja faktora u cilju utdivanja njihovog uticaja na
vrednosti odgovora (Dejaegher i Heyden, 2011).

Metodologija eksperimentalnog dizajna predstasigiematski n&én za planiranje,
izvodenje i interpretaciju rezultata eksperimenata, igant dobijanja Sto véeg broja
informacija uz izvdenje Sto manjeg broja eksperimenata (Lewis i 4899; burisS i
sar., 2013a). Pored definisanja odgovaiajmezavisno i zavisno promenljivih, primena
tehnika eksperimentalnog dizajna zahteva i defipesavrednosti (nivoa) faktora u
okviru kojih ¢e biti vrSeno ispitivanje i to na osnovu rezultgbeeliminarnih
eksperimenata, ili literaturno dostupnih podatakéetodologija eksperimentalnog
dizajna se u farmaceutskoj tehnologiji moze kdristicilju identifikacije faktora koji
ispoljavaju zn#&ajan uticaj na vrednosti zavisno promenljivih, kiikacije faktorskih
efekata, optimizacije formulacije i procesa i is@hja uticaja udela komponenti
formulacije na njene osobine. Na osnhovu toga saeikeheksperimentalnog dizajna
mogu podeliti na skrining (engcreening dizajn, dizajn povrSine odgovora i dizajn

smese.
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Skrining dizajn se koristi kako bi se od teg broja potencijalnih faktora
identifikovali oni koji imaju najvéi uticaj na vrednost odabranog odgovora. Kao
skrining dizajn naje&e se koristdrakcioni faktorski dizajn Plackett-Burman dizajn
koji omoguwavaju ispitivanje véeg broja faktora {), variranjem naje&e na dva
nivoa, uz koriéenje relativno malog broja eksperimenétd > f +1). U sliaju da je

broj faktora mali, kao skrining dizajn se moze kobti i pun faktorski dizajn Kao
skrining tehnike eksperimentalnog dizajna t&kose mogu Kkoristiti idizajn
kombinovanih nivoa (eng. mixed-level design), szgmgfeni i D-optimalni dizajn
Skrining eksperimentalni dizajn omagwa istovremeno ispitivanje kvalitativnih i
kvantitativnih faktora, Sto g&ini narctito pogodnim za primenu u ranim fazama
razvoja formulacije (Dejaegher i Heyden, 2011).

Faktori koji imaju najvé uticaj na ispitivani odgovor, identifikovani prenom
skrining dizajna, ili na osnovu prethodnog iskustyalje se ispituju primenomizajna
povrSine odgovoraOva vrsta eksperimentalnog dizajna omi@ya kvantifikaciju
faktorskih efekata i pronalazenje optimalnih vresthdaktora pri kojima se postizu
ciljlane vrednosti odgovora. Metodologija povrSinggovora omogéava ispitivanje
samo kvantitativnih faktora, posSto se odgovor piedm kao funkcija vrednosti
ispitivanin  faktora. Primena ove vrste eksperimet@ dizajpa omogiava
izratunavanje kompleksnih matemi#iih modela koji uklj¢uju kvadratnelanove, kao
i ¢clanove koji predstavljaju faktorske interakcije.jena funkcija se zatim predstavlja
graficki kao povrSina odgovora. Dizajnom povrSine odgavee ispituju nggse dva
do tri faktora na minimum tri nivoa. \¥ebroj faktora se retko ispituje, posto se time
znatno povéava broj potrebnih eksperimenata, a i prilikomtigphja tri i viSe faktora
moguee je graféki predstaviti samo deo povrSine odgovora. Dizajmrpine odgovora
moze biti simetdan ili asimetréan, u zavisnosti od oblika eksperimentalnog prastor
koji se ispituje. Najexe kori€eni simetréni tipovi dizajna povrSine odgovora soun
faktorski dizajn na tri nivoa, centralni kompozittizajn, Box-Behnken i Doehlert-ov
dizajn U slwaju kada je eksperimentalni prostor koji se isgitogpravilnog oblika,
preporduje se primena asimalnih tipova dizajna povrSine odgovora, kao StdDje

optimalni dizajn(Dejaegher i Heyden, 2011).
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1.4.1. Eksperimentalni dizajn smese

U toku razvoja formulacije, nakon odabira sastavkomponenti, potrebno je
pronai i optimalni sastav formulacije. Sa tim ciljem, tpgbno je ispitati uticaj udela
komponenata formulacije na odgovartauosobine formulacije. Primenom gore
navedenih tehnika eksperimentalnog dizajna nije ué®dgstovremeno varirati udele
svih komponenata smesSe.

Eksperimentalni dizajn smeSpredstavlja posebnu tehniku eksperimentalnog
dizajna, koja omogtava ispitivanje uticaja sastava formulacije na nekke njenih
osobina. Najzn&jnija karakteristika ove vrste eksperimentalnozpphia je da faktori
koji se ispituju (udeli komponenata smese) nisufusebno nezavisni, posto je njihov
zbir jednak 100%. Tak@e promena u udelu jedne komponente smeSe dovesti do
promene udela bar joS jedne komponente. dekadeli komponenata smeSe moraju
biti u rasponu izméu O i 100%. Na oshovu prethodno navedenog, farntskeu
formulacije se mogu predstaviti kao smeSe sastavlfgg komponenata (aktivha(e) i
pomana(e) supstanca(e)). Ako se udeli komponenatacezsaXy, X,..., X5, onda je:
0< X, <100% a7)

Xy + X, +--+ X, =100% (18)

gde jei bilo koji broj od1 doq. Ukoliko se broj komponenata formulacije oZinsaq,
faktorski prostor, koji obuhvata sve mdagu kombinacije komponenata mozZe se
predstaviti kao geometrijska figura gaemena ig-1 dimenzija. Tako se u slaju dve
komponente, svi njihovi udeli u smesi mogu predst@omocu prave linije. U sltaju
smesSe sa tri komponente, faktorski prostor prefatagednakostrani trougao, pri
¢emu se sastav bilo koje smeSe moze prikazati ldmajegka unutar trougla (Slika 7).
Tako temena prikazanog trougla (A, B i C) predséqwlformulacije koje sadrze samo
jednu komponentu. Stranice trougla predstavljajundtacije koje sadrze dve
komponente. Tako t&e koje se nalaze na stranici AC predstavljaju fdaemije koje
sadrze komponente 4 Xz, pri ¢emu idéi od take C (udeo komponentezXe 1
(100%)) ka taki A (udeo komponente Xje 1 (100%)), udeo komponente ¥pada,
dok udeo komponente;Xaste. Take na pravoj liniji BD predstavljaju formulacije sa
jednakim udelima komponenata, X X3, pri ¢emu iduéi od take D ka téki B udeo

komponente Xraste, a komponenata KX3 opada u istom stepenu (Armstrong, 2006).
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0 ® 1
1 0.5 0

Udeo komponente X,

Slika 7. Ternarni dijagram smesSe sastavljene iz komponeXat, i X3 (adaptirano

prema Armstrong, 2006)

Cesto je u razvoju formulacije potrebno ogedniudele pojedinih komponenata u
uzem rasponu nego izae O i 100%. Tako, na primer, nema smisla razvijati
formulaciju bez lekovite supstance, a td&asu i retke formulacije koje sadrze samo
lekovitu supstancu. Take, i pom@ne supstance koje ulaze u sastav formulacije
moraju biti prisutne u oddenoj koncentraciji kako bi vrSile svoju funkciju gwis i
sar., 1999; Armstrong, 2006). Postavljanje donjitangca za udele komponenata
formulacije ne dovodi do promene u obliku faktorgkprostora, koji se u staju
trokomponentnog sistema moZzZe predstaviti u oblikaugla (Armstrong, 2006). U
takvim slitajevima je, kao i u sliaju sistema gde udeli komponenata nisu ogeami
(osim ogranienja udela izmi@u 0 i 100%), takée mogue koristiti tkzv. simettine
tipove eksperimentalnog dizajna, kao Sto smplex latticei simplex centroid
(Dejaegher i Heyden, 2011). Postavljanje gornjilgdrnjih i donjih granica za udele
komponenata u smesi, dovodi do promene oblika faktm prostora, kao Sto je
prikazano na slici 8. U ovom slaju, gde se postavljanjem granica za udele
komponenata dobija faktorski prostor nepravilnoglikah nije moguée Kkoristiti

simetriéne tipove eksperimentalnog dizajna, kao Steisyplex lattica simplex centroid
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(Armstrong, 2006; Dejaegher i Heyden, 2011). Priomen ovakvih tipova
eksperimentalnog dizajna dobili bi se eksperimantgblanovi koji ukljwuju
eksperimente, koji su izvan postavljenih granidaje nema smisla izvoditi, ili bi se
dobio suviSe mali eksperimentalni prostor koji m&nva znatan deo eksperimentalnog
prostora sa unapred postavljenim granicama (OIs&@06). Zbog toga je kod ovakvih
sistema neophodno koristiti tkzv. asimé&te tipove eksperimentalnog dizajna, kao sto
suD-optimalnii Kennard-Stonelizajn (Dejaegher i Heyden, 2011).

1 0

0.1

0.20

WAVAVAVYY l

| 0.6 0.25 0

Udeo komponente X

Slika 8. Ternarni dijagram trokomponentne smesSe sa pogtiaivij gornjim i donjim
granicama za udele komponenata. Raspolozivi ekspatalni prostor je predstavljen

neSrafiranom povrSinom (adaptirano prema Armstraz@)6)

D-optimalni eksperimentalni dizapredstavlja vrstu eksperimentalnog dizajna koja
se zasniva na softverskom algoritmu, koji om@ya da se iz setacika kandidata
izabere odgovarafii podset kao kompromis izrnde broja potrebnih eksperimenata i
kvaliteta dobijenih informacijaBuri$ i sar., 2013a). Prilikom razvoja D-optimalnog
eksperimentalnog dizajna potrebno je prvo definisaitemaittki model i minimalni

broj eksperimenataN_ . ) koje je potrebno izvesti kako bi se iamaali odgovarajéi

min

koeficijenti u modelu. Zatim se definiSe broj ekspenata koji ¢e se izvesti
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(N = N,,;,). Nakon dobijanja setadaka kandidata, vrSi se izbor odgovatajg podseta
na osnovu postavljenog kriterijuma, koji u &iju D-optimalnog eksperimentalnog
dizajna predstavlja maksimizacija informacione deteante X;X* (predstavlja meru
informacija u nezavisnoj promenljivoj X) za datit $a*aka kandidata i odabrani broj
eksperimenata (Dejaegher i Heyden, 2011). Ovakyordmi, koji se primenjuju u
konstrukciji D-optimalnog eksperimentalnog dizajnamoguavaju najprecizniju
procenu koeficijenata u modelu (Varshosaz i safl2) Razvoj D-optimalnog
eksperimentalnog dizajna izboronta&a iz unapred definisanog setaatiea kandidata,
¢ini ga nar@ito pogodnim za primenu u svim ghjevima gde postoje odtene
kombinacije faktora koje je nemogmi ukljw&iti u eksperimente, odnosno izienje
takvih eksperimenata nema nikakvog smisla. Takucagévi su eksperimentalni
prostori gde su vrednosti faktora diskretne, ilitswapred postavljena ogré&enja za
vrednosti faktora u eksperimentalnom prostoru (@is2006).

Tehnika eksperimentalnog dizajna smeSe je uspeémoenjena u formulaciji
razlicitih farmaceutskih oblika, kao Sto su matriks tédblesa kontrolisanim
oslobalanjem lekovite supstance (El-Malah i sar., 2006ahtui sar., 2004), emulzije
za parenteralnu primenu (Jumaa i sar., 1998), kozkeeU/V emulzije PuriS i sar.,
2014a), mikroemulzije (Furlanetto i sar., 2011)neamulgujdi sistemi (Holm i sar.,
2006; Basalious i sar., 2010)¢vrste disperzije (Rambali i sar., 200BuriS i sar.,

2014b).

1.5. Vest&ke neuronske mreze

Razvoj lekovitog preparata predstavlja kompleksamwmblem, poSto zahteva
pronalazak optimalnih vrednosti kako faktora forauje, tako i parametara
proizvodnog procesa& esto se u toku razvoja preparata identifikujéi \eoj kriti¢nih
faktora formulacije i procesnih parametara, kojiacano uttu na karakteristike
dobijenog preparata. Primena metodologije povrSmadgovora u pronalazenju
optimalnih vrednosti identifikovanih krinih parametara formulacije i procesa nosi sa
sobom brojna ogratenja. Cesto je zavisnost iznfa ispitivanih faktora i odgovora
suviSe kompleksna da bi se opisala dobijenim madgdolinoma odréenog reda. U

takvim slwajevima, primenom dobijenog modela nije mégupouzdano utvrditi

! X;-transponovana matrica od X
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optimalne vrednosti ispitivanih faktora, niti predeti vrednost odgovora za date
vrednosti faktora. Takie, sa poveéanjem broja nezavisno promenljivih, broj
koeficijenata u modelu se znatno péaea i samim tim se povava i broj
eksperimenata neophodnih za &naavanje koeficijenata u modelu. Prilikom razvoja
lekovitog preparata gotovo uvek je potrebno ispiititaj faktora formulacije i procesa
na vei broj karakteristika preparata. U takvim &ievima je potrebno za svaki
odgovor sistema razviti poseban matettatnodel i tek nakon toga proéicoptimalne
vrednosti ispitivanih faktora, pri kojima se ostwar Zeljene karakteristike preparata.
Takade, prilikom korig€enja najvéeg broja tipova dizajna povrSine odgovora nije
moguwe u analizu ukljtiti rezultate vé izvedenih eksperimenata, koji nisu bili
organizovani u skladu sa eksperimentalnim dizaj®om i sar., 2003).

Devedesetih godina proslog veka, u razvoju formjalacprocesa, péinje da se
ispituje  mogénost primene tehnika vegte inteligencije, koje se odlikuju
sposobno& wenja i donoSenja odluka na osnovu prethodn@estsy iskustva.
Prepoznato je da se primenovesSta’kin neuronskih mrezakao jedne od tehnika
vesStake inteligencije, moZe prevdzinajveii broj ogranéenja metodologije povrsine
odgovora.

Vestake neuronske mreze su kompjuterski programi osemslsa ciliem da
simuliraju neke od funkcija ljudskog mozga, kao S0 wWwenje, sposobnost
generalizacije i donoSenja zakipka na osnovu prethodno &aog iskustva (Ibé
2002a). Osnovne karakteristike vegih neuronskih mreza, na kojima secaea
analogija sa nanom funkcionisanja ljudskog mozga, su sticanjengamaokom procesa
ucenja, kao cuvanje stéenog znanja u vezama izdweneurona (tzv. sinaghe tezine)
(lbri¢ i sar., 2012). VeStke neuronske mreze su sastavljene iz viSe slojemeepnih
jedinica, odnosno neurona, koji sudusobno povezani vezama (sinapsama). Princip
funkcionisanja vesStkih neuronskin mreza je da se ulazni podaci pommoze
vrednostima sinapikih tezina dovode na ulaz neurona i na njih senzgtrimenjuje
aktivaciona funkcija koja daje odgovaréjuzlaz iz neurona (Slika 9) (Agatonovic-
Kustrin i Beresford, 2000). Tako se signal kojgstna ulaz svakog neurona u slgju
moze prikazati kao linearna kombinacija izlaznignsila x, iz prethodnog slojap,
pomnozenih vrednostima odgovarajusinaptékih tezinawy:

yq = zwpq XP (19)
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U neuronima skrivenog sloja na signyglse primenjuje aktivaciona funkcija, kojom se
izratunava vrednost izlaza iz neurona. &&fe kori€ena aktivaciona funkcija je
sigmoidna (logistika), kojom se vrednost izlaZéy,) izracunava prema jedsgni:

_ 1
f(yq)_ 1+e(_ayq)

gde jea parametar koji se odnosi na oblik sigmoidne fupgkicea povéanjem vrednosti

(20)

ovog parametra povava se nelinearnost funkcije. Ostékesto korigene aktivacione
funkcije su: linearna, hiperbolfka, eksponencijalna, odskma, softmax, funkcija
kvadratnog korena dr. Moguwe je i da se u raziitim slojevima vest&ih neuronskih
mreza koriste raalite aktivacione funkcije. Aktivaciona funkcija ulaag sloja je
nage&e linearna, posto se kroz ovaj sloj ulazni podane prenose ka skrivenom
sloju, gde se na njih n@<e primenjuje nelinearna aktivaciona funkcijau(is i sar.,
2013b).

X2 (O— | Zxjw; [fExw) y

izlazne
/ij/' promenljive
X; sinag?iéke
ulazne tezine
promenljive

Slika 9. Sematski prikaz modela veditag neurona (adaptirano prema Agatonovic-
Kustrin i Beresford, 2000)

Osnovni parametri kojim se definiSe svaki modelta#sh neuronskih mreza su
arhitektura (topologija) mreze (broj slojeva, bneurona u svakom sloju i &ia na koji
Su neuroni povezani), aktivaciona funkcija i vrakgoritma za tenje mreze (Ibdii sar.,
2012).

Procesne jedinice (neuroni) kajme vesStaku neuronsku mrezu organizovane su u
slojevima (Slika 10). V@&@na tipova vestéih neuronskih mreza sadrzi ulazni, jedan ili
viSe slojeva skrivenih neurona i izlazni sloj newaoBroj neurona u ulaznom i izlaznom

sloju odreien je brojemnezavisnihi zavisnihpromenljivih. Broj neuronau skrivenom
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skriveni sloj

ulazni sloj izlazni sloj

Slika 10. Sematski prikaz strukture vedte neuronske mreze sastavljene iz po jednog

ulaznog, izlaznog i skrivenog sloja neurona

sloju, kao i broj samih skrivenih slojeva, moZe tmoavarirati, u zavisnosti od
sloZenosti ispitivanog problema. Smatra se da jesttaineni sloj omogéava dobijanje
adekvatnih modela u ¢mi slucajeva, dok je v@ broj skrivenih slojeva potreban samo
u slitaju izuzetno slozenih problema. Sa druge strabey iaptimalnog broja neurona u
skrivenom sloju je znatno kompleksniji zadatak. jBreurona u skrivenom sloju zavisi
od viSe faktora, kao Sto su: sloZzenost ispitivapogblema, broj trening podataka,
izabrani algoritam zadenje i aktivaciona funkcija, zahtevana preciznastdpidanja
itd. SuviSe mali broj neurona negativho se odrazsvaposobnostéanja mreze, dok
suvise veliki broj skrivenih neurona moze dovesiitdga da je mreza pretrenirana,
¢ime gubi sposobnost za generalizaciju (Sun i 8803;buris i sar., 2013b). Do sada
je postavljen vé broj teorija koje definiSu broj skrivenih neuronazavisnosti od broja
ulaznih promenljivih i trening podataka. Tako sudidai Fairbairn definisali gornju
granicu za broj skrivenih neurona, prema steggdnaini (Jadid i Fairbairn, 1996):

N

N, = R+(Nit+ N (21)

gde jeNy broj skrivenih neuronay; broj parova podataka u trening setkibroj neurona
u ulaznom slojuN, broj neurona u izlaznom sloju i R konstanta salmo&u od 5 do
10.

Carpenter i Hoffman su postavili jedirau koja povezuje broj neurona u ulaznawj) (
izlaznom (\,) i skrivenom slojul{l,) (Carpenter i Hoffman, 1995):
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N
N, :M'i_—l\tl:l (22)
Parametafl se ozn&ava kao stepen predeterminacije i pri vrednostirey@arametra
iznad 1 @ekuje se precizno predianje, s obzirom da je broj parova trening podataka
veci od broja sinaptkih tezina koje se prilagiavaju u toku tenja mreze. Prema
Kolomogorovljevoj teoremi, broj skrivenih neuronajikje dovoljan za izréunavanje
bilo koje kontinuirane funkcije jednak j@i +1, gde jei broj ulaznih (nezavisnih)
promenljivih (Sun i sar., 2003). | pored svih naaeith teorija, optimalan broj skrivenih
neurona za ispitivani problem se i daljededte odretuje empirijski metodom pokuSaja
i greske.
Na osnovu néna prenosa signala kroz mrezu veéke& neuronske mreze se mogu
podeliti na statike (nerekurentne) i dinagdke (rekurentne). Kod stékih vest&kih
neuronskih mreza signal se prenosi samo u jednoavcpr od ulaznog, preko
skrivenog/skrivenih ka izlaznom sloju, pfemu ne postoje povratne veze, odnosno
informacija iz viSih slojeva se ne viaka nizim slojevima. Kod dinagkih neuronskih
mreza postoji barem jedan sloj neuraijase izlazi vr&aju kao ulazi na drugi, ili isti
taj sloj neurona. U tom staju izlaz neurona na koji se ¥epovratna veza zavisi kako
od ulaza koji stizu na taj neuron iz prethodniljesta tako i od izlaza neurona sa koga
polazi povratna veza. Tako se proSla informacijaskioza preduianje kako trenutnih
tako i buddih stanja sistema (Agatonovic-Kustrin i Beresfo2@00; Petrovd, 2010).
Postojanje povratnih veza i magnostcuvanja i obrade informacija u vremetine da
dinamitki modeli bolje odraZzavaju funkciju humanog nervnsigtema. Ipak, proces
ucenja dinamikih modela veStkih neuronskih mreza je znatno kompleksniji i traje
duze vremena (Sun i sar., 2003).

Vestake neuronske mreze se ¢buaju tako Sto im se prikaze set podataka koji
sadrzi parove ulaznih i Zeljenih izlaznih podatakesamo ulazne podatke. Na osnhovu
toga se razlikuju procedure za nadgledatenje kod kojih se mrezi prikazuju i ulazni i
Zeljeni izlazni podaci, i procedure za nenadgledai®mje gde se mrezi prikazuju samo
ulazni podaci (lbid i sar., 2012). Osnovni princip procedura za natigh® denje
neuronskih mreza predstavlja podeSavanje vredewstptikih teZina kako bi se dobio

model koji najbolje odrazava =zavisnost iziue ispitivanih ulaznih 1 izlaznih
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promenljivih. Na pdetku procesadenja vrednosti sinagkih tezina se randomizovano
podeSavaju na @etne male vrednosti. Zatim se mrezi prikazuje setukaznim i
izlaznim podacima. Jedan ciklus prikazivanja selaznih i izlaznih podataka se
ozna&ava kao iteracija (epoha). Mreza pretdvivrednosti izlaznih promenljivih za
prikazane vrednosti ulaznih podataka, pemu se réuna kvadrat greSke, odnosno
odstupanja preditenih vrednosti za izlazne podatke od vrednostiziala podataka u
prikazanom setu podataka. U toku procesanja vrednosti sinagkih teZina se
koriguju sve dok se ne minimizira vrednost kvadrag@esSke izméu stvarnih i
predvidenih vrednosti izlaznih podataka (SSBU(iS i sar., 2013b):

1N, M
SSE:N;;(tpi -0, )’ (23)
gde jeop vrednost izlazne promenljive predene na izlaznom neuronu mreey;
stvarna vrednost izlazne promenljive (iz treningasgodataka) na izlaznom neuronu
mrezei, N broj trening podatakaM broj izlaznih neurona. Pre petka procesadenija,
set podataka se deli dage u tri podseta: set podataka z&nje (trening set),
verifikacioni set i test set (validacioni setJrening set se koristi u procesienja, kako
bi se korigovale vrednosti sinagkih tezina, dok se verifikacioni set koristi kao
nezavisna provera procesgenje mreze. Verifikacioni set se periéab prikazuje mrezi
kako bi se pratio napredak procesanja. U pdetku procesadenja SSE za trening set
podataka se brzo smanjuje usle@nja zavisnosti iznd ulaznih i izlaznih podataka,
dok dalji pad SSE predstavlja indikator da je mnet&gdrenirana, odnosno da je doslo do
memorizacije prikazanog trening seta podataka. @vakirezu karakteriSe loSa
sposobnost generalizacije, odnosno njenom primersan ne dobijaju precizna
predvidanja za prikazane ulazne podatke koji se ne nalagening setu. Sa druge
strane, greSka na verifikacionom setu podataka apukdodrdenog vremena, nakon
¢ega pdinje da raste, Sto predstavlja indikator da je rar@ietrenirana i da treba
prekinuti proces &enja. Proces denja neuronskin mreza moze trajati @@ broj
epoha, ili se moZze podesiti da se proces prekima lse dostigne ciljana vrednost
greSke, ili greSka pme da raste. Test set predstavlja eksterni sett@kalakoji se
koristi za proveru sposobnosti predimnja mreze. Test set treba da sadrzi podatke koji

? Kod razltitih komercijalno dostupnih programa moZe se siaftigasije ozna&avanje ova tri seta
podataka.
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nisu ukljugeni ni u trening, ni u verifikacioni set, ali sela®e u granicama vrednosti
trening seta podataka. Nakon dokazivanja da mreja grecizno predianje na test
setu podataka, dobijeni model ve&tia neuronskih mreza se mozZe Koristiti za
predvidanje izlaznih podataka za nove ulazne podatkei¢8tat Neural Networks, User
manual, 1998; Sun i sar., 2003).

Najceke korigen algoritam zadenje vest&kih neuronskih mreza predstavlja tzv.
back propagationalgoritam (algoritam povratnog prolaska greSkezkrorezu). U
prvom koraku kodack propagatioralgoritma mrezi se prikazuje trening set podataka
mreza predva vrednost izlaznih promenljivih. Zatim se poredeame vrednosti
izlaznih promenljivih i vrednosti koje predia mreza i r&una greSka preddanja.
Signal greSke se zatim prenosi unazad i vrSi sagmdavanje sinaptkih teZina sa
cililem minimiziranja greSke predianja. Sinaptike tezine u sloju izlaznih neurona
mogu se izréunati prema formulifpuris i sar., 2013b):

W (N+1)=wy (n)+7d75y, + Wy, (n)—wy,(n+1)) (24)
dok se za izraunavanje sinaptkih tezina u skrivenom sloju koristi sle@eformula:

Wp(n+1) = wp,(n)+73,y, + #(Wo(n) = wo,(n+1)) (25)
gde suw;, sinapttke tezine u sloju izlaznih neuronwgq sinapttke teZine u sloju

skrivenih neuronay broj iteracija trening ciklusa; brzina wenja, au momentumClan

J, u jedngini (24) ozn&ava greSku u sloju izlaznih neurona Euma se prema

sledé€em izrazu:

& = F O - y5) (26)
gde je f'(xj) prvi izvod aktivacione funkcije izlaznog sloja (b toga u sléaju
primeneback propagatioralgoritma aktivaciona funkcija mora biti diferejadiilna), tg
vrednost izlaza u trening setu podatakay;avrednost izlaza koji pred#a neuronska

mreza.Clan 5; u jedndini (25) predstavlja greSku u sloju skrivenih nenao ra&una se
prema sled&éem izrazu:

oy =1 (x§ )Z Oq Woq (27)
gde je f'(x;‘) prvi izvod aktivacione funkcije u skrivenom slguris i sar., 2013b).

Primenaback propagatioralgoritma zahteva definisanje vredndstzine wenja (i) i
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momentuma (1) koji mogu znd&ajno uticati na ishod procesacemja mreze.
PodeSavanjem brzin€enja kontroliSe se veéina promene sinagkih tezina koju vrsi
algoritam za tenje. U sldaju izbora velikih vrednosti za brzinkenja proces d¢enja
se ubrzava, ali vrednosti sinaiiih teZina izmdu razl¢itih epoha pokazuju velike
oscilacije, Sto otezava pronalazak njihovih optimtalvrednosti. Sa druge strane, izbor
niskih vrednosti za brzinu¢enja moze dovesti do toga se u tokienja mreza nde u
lokalnom minimumu povrsSine funkcije greSke, umegitibalnog minimuma. Problemi,
kao Sto su lociranje u lokalnom minimumu funkcijegke i velike oscilacije prilikom
promene sinaptkih tezina mogu se izbe izborom odgovarajtih vrednosti za
momentumMomentumpredstavlja udeo promene singgé tezine u prethodnoj epohi
trening ciklusa koji se dodaje narednoj promendwusti sinaptike tezine (Sun i sar.,
2003). Momentumdovodi do toga se procesanja mreZe ubrzava, ako prethodne
promene sinaptkih tezina prate isti trend (Statistica Neural Netks, User manual,
1998).

NajceXe kori€eni tipovi statékih veSt&kih neuronskih mreza su: viSeslojni
perceptron (engMultilayer Perceptron, ML, neuronske mreZe radijalne osnove (eng.
Radial Basis Function Networksgeneralizovane regresione neuronske mreze (eng.
Generalized Regression Neural Netwgrkseuronske mreze zasnovane na verovatno
(eng. Probabilistic Neural Networks, PNNlinearne neuronske mreze (ergnear
Neural Networks Kohonen mreze i dr. (Petrédyi 2010). ViSeslojni perceptron
predstavlja jednu od najjednostavnijih, a ujednmaice&e kori&enih arhitektura
vesta&kih neuronskih mreza. Ovaj tip ve&k#zh neuronskih mreza se sastoji iz ulaznog
sloja, sloja izlaznih neurona i jednog ili viSejsla skrivenih neurona, péemu su svi
neuroni u jednom sloju povezani sa svim neuronimsledéem sloju. Pri tome se
signal kroz mreZu prenosi u jednom smeru, od ulazka izlaznim neuronima
(Wesolowski i Suchac, 2012). | pored relativno jestavne arhitekture, primenom
vestakih neuronskih mreza tipa viSeslojnog perceptroogufe je modelovanje veoma

kompleksnih nelinearnih zavisnosti izduweispitivanih promenljivih.
1.5.1. Primena vesSté&ih neuronskih mreza u farmaceutskoj tehnologiji

Zahvaljujiei  velikim moguwnostima koje pruza njihova primena, veke

neuronske mreze se uspesno koriste u viseitédzloblasti u farmaceutskoj tehnologiji
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I to, za sada, naj¢em delom u istrazivéke svrhe. Tako su veste neuronske mreze
uspesno primenjene u razvoju i optimizaciji régh farmaceutskih oblika, kao 5to su
tablete sa produzenim oslalamjem lekovite supstance (1bii sar., 2002; Barmpalexis
i sar., 2010; Petrovic i sar., 2012yrste disperzije (Papadimitriou i sar., 2012; Patel
sar., 2013), mikro- i nanoemulzioni sistemi (GaBpadrsar., 2000; Amani i sar., 2008;
Djekic i sar., 2008), mukoadhezivni terapijski emsi (Woolfson sar., 2010) i terapijski
sistemi sa osmotski kontrolisanim osldbajem lekovite supstance (Zhang i sar., 2011).
Vestake neuronske mreZze su tdleo primenjene uspostavljanjin vitro-in vivo
korelacije (Par@ji¢ i sar., 2007), kao i u razvoju i optimizaciji reih procesa u
farmaceutskoj tehnologiji, kao Sto su granulacifuidizirajucem sloju (Petrowi sar.,
2011;buris i sar., 2012), suSenje rasprSivanjem (Mihaglowsar., 2011; Miletic i sar.,
2014), roler kompakcija (Miguélez Moran, 2009) i dr

Na osnovu svega navedenog moze sé& stad u prednosti i nedostatke primene
tehnika eksperimentalnog dizajna i vé&th neuronskih mreza u razvoju formulacije i
procesa. Tako primena tehnika eksperimentalnogr@gizamogédava da se identifikuju
faktori ¢iji je efekat na vrednost odgovora statiktiznatajan i da se dobije matemsd
model koji daje kvantitativnu zavisnost izdwe vrednosti nezavisno i zavisno
promenljivih. Taka@e, na osnovu dobijenog modela mégue predvideti vrednosti
zavisno promenljivin za date vrednosti nezavisnonmnljivin. Nedostaci ovakvog
pristupa predstavljaju dobijanje neadekvatnih madel sl¢aju izrazene nelinearne
zavisnosti izméu promenljivih, u véini slucajeva nemogtnost ukljw&ivanja rezultata
prethodno, ili naknadno izvedenih eksperimenata nalizu, kao i neophodnost
razvijanja posebnog modela za svaku zavisnu prgivenl Primena veStkih
neuronskih mreza omogava modelovanje izuzetno kompleksnih zavisnostieitm
promenljivih, uz mogénost koréenja nekompletnih setova podataka i uz whljanje u
analizu rezultata prethodno ili naknadno izvedeeksperimenata. Dobijeni modeli
¢esto pokazuju bolju sposobnost preidvija u odnosu na modele dobijene primenom
tehnika eksperimentalnog dizajna. Ipak, &aao ogranienje primene vestaih
neuronskih mreza predstavlja nemégost dobijanja matem#&kog modela koji
omoguava mehanistko razumevanje zavisnosti izdhepromenljivih, kao i nedostatak
statisttke analize faktorskih efekata. Zbog toga se w&&taneuronske mrezéesto

ozna&avaju kao modeli crne kutije (enblack-box mode)s Takaie, ekstrapolacijom,
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odnosno kori&njem modela izvan seta trening podatg&kato se dobijaju veoma
neprecizna predganja, pa se stoga ekstrapolacija i ne prefageu Sam procescenja
mreZze moZe trajati duZze vremena, a mo@st pretreniranja mrez&jme se gubi
sposobnost generalizacije, tdkopredstavlja jedno od ogréenja vest&kih neuronskih
mreza (Sun i sar., 2003; Miguélez Moran, 2009).nu#gici u obzir prednosti i
nedostatke tehnika eksperimentalnog dizajna i vkstaneuronskih mreza, za potpuno
iskori&avanje potencijala obe tehnike potrebna je njinhamaabinovana primena. Tako
su tehnike eksperimentalnog dizajna i v&l§ta neuronskih mreza uspesSno primenjene
u kombinaciji u optimizaciji procesa film oblaganfableta (Plumb i sar., 2002),
optimizaciji procesa susenja rasprSivanjem (Mihafoi sar., 2011; Mileti i sar.,
2014), optimizaciji terapijskih sistema sa produiten kontrolisanim oslobdanjem
lekovite supstance (Barmpalexis i sar., 2010 igar., 2010), razvojévrstih disperzija
primenom tehnike suSenja rasprSivanjem (Patel ., 2&13) i optimizaciji procesa
granulacije topljenjem u udaju tipa fluidizirajuiteg sistema (Aleksii sar., 2014).

1.6. Karbamazepin

Karbamazepin (8-dibenzo[b,flazepin-5-karboksamid) predstavlja ikfi€ni
iminostilbenski derivat i jedan je od lekova prieijeé u letenju epilepsije (Perucca i
Tomson, 2011) (Slika 11). Pored toga, karbamazeg@nprimenjuje i u kenju
neuropatskih bolova i bipolarnih poreéaga raspoloZzenja (Spina i Perugi, 2004).
Vrednosti konstante disocijacije i particionog kogénta karbamazepina dostupne u
literaturi iznose: pKa=13,9 (Jones i sar., 200B)gP=2,45 (Dal Pozzo i sar., 1989). S
obzirom na vrednost pKa, karbamazepin ne pokaztjezpvisnu rastvorljivost u
opsegu pH vrednosti duz humanog gastrointestinaltragta. Zbog svoje niske
rastvorljivosti (oko 170 mg/l na 25 °C) (Moneghirsar., 2002) i visoke intenstinalne
permeabilnosti (FDA/CDER Guidance, 2000), karbarpaezese svrstava u grupu Il
Biofarmaceutskog sistema klasifikacije. Kako je apsija karbamazepina nakon
peroralne primene usporena, varijabilna i ograma brzinom rastvaranja, karbamazepin
predstavlja idealnog kandidata za primenu tehnikaaboljSanje brzine rastvaranja i
bioloSke raspolozivosti. Brojne tehnike su do sadgpeSno primenjene sa ciljem
pove&anja brzine rastvaranja karbamazepina, kao Stonguaonizacija (Bolten i Turk,
2012), dobijanje nanokristala tehnikom elektroras@anja (Wang i sar., 2012),
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gradenje kokristala (Chieng i sar., 2009), formuladijastih samomikroemulgugih
sistema (Milov¢ i sar., 2012), inkapsulacija u mezoporozne sifikatosde (Ambrogi i
sar., 2008; Van Speybroeck i sar., 2009) i formjdatvrstih disperzija (Moneghini i
sar., 2002; Zerrouk i sar., 2001a; Rane i sar.728@thia i Squillante, 2002).

Swh
O)\NHZ

Slika 11. Strukturna formula karbamazepina

Veoma zn#&ajnu karakteristiku na koju je potrebno obratitizpp prilikom
formulacije terapijskih sistema sa karbamazepinoao Kekovitom supstancom
predstavlja pojava polimorfizma, p¢emu je pokazano da rasti polimorfni oblici
ispoljavaju zn#&ajne razlike u rastvorljivosti i bioloSkoj raspoiedsti. Do sada je
utvrdeno da karbamazepin moze postojattatiri anhidrovana kristalna oblika (P-
monokliniéni (oblik 1), triklini ¢ni (oblik 1), trigonalni (oblik II) i C-monoklingni
(oblik 1V)), kao i u véem broju hidratnih i solvatnih oblika. U svim dodsaopisanim
anhidrovanim polimorfnim oblicima, karbamazepin jeastuplien u obliku
karboksamidnih dimera, ptiemu se polimorfni oblici razlikuju po timu pakovanja
dimera. Stabilnost polimorfnih oblika karbamazepop@ada sled@m redosledom: oblik
[lI>0blik I>oblik IV>oblik I, tako da je pod ambgntalnim uslovima termodinattki
najstabilniji oblik 1l (Grzesiak i sar., 2003). Uteraturi se najeXe navodi da
polimorfni oblik Il karbamazepina pokazuje najnizastvorljivost, ali su brojna
ispitivanja takde pokazala da se ovaj polimorfni oblik odlikuje vegpm bioloSkom
raspolozivodu. Smatra se da razlike u bioloSkoj raspoloZivogtolimorfa
karbamazepina nisu posledica njihove ratdi rastvorljivosti, nego razlite brzine
prelaska u dihidratni oblik, koji pokazuje 1,5-1jputa nizu rastvorljivost od
anhidrovanih polimorfnih oblika karbamazepina (Kgéshi i sar., 2000). Tako je
najve&a bioloSka raspolozivost polimorfnog oblika Il kamazepina posledica
najmanje brzine njegovog prelaska u dihidratnilolfiako pokazuje najve stabilnost

pod ambijentalnim uslovima i najie bioloSku raspolozivost, polimorfni oblik Ili
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karbamazepina je jedino prihvatljiv za formulacfarmaceutskih oblika (Kipouros i
sar., 2006). Pokazano da tokom proizvodnih procgisaenja i granulacije moze €io
do prelaska iz anhidrovanog u hidratni oblik karbaepina (Otsuka i sar., 1997,
Murphy i sar., 2002). Tako se na osnovu svega renagl moze zaklgiti da je
polimorfizam karbamazepina veoma zagn faktor na koji je potrebno obratiti paznju

u svim fazama razvoja formulacije i proizvodnoggasa.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja predstavlja ispitivanje magnosti primene binarnih i ternarnih
¢vrstih disperzija, kao i binarnih lekovita supstafaklodekstrin i ternarnih lekovita
supstanca-ciklodekstrin-hidrofilni polimer sistenkao nos#a za povéanje brzine
rastvaranja tesko rastvorljive model lekovite sapseé karbamazepina. Navedeni ciljevi

su realizovani u okviru tri faze istrazivanja

U prvoj fazi istrazivanja razmatrana je mdégast primene binarnih karbamazepin-
poloksamercvrstih disperzija sa ciljiem povanja brzine rastvaranja karbamazepina.
Cillevi ove faze istraZivanja predstavljaju ispiije uticaja odnosa
karbamazepin:poloksamer i tipa poloksamera na breastvaranja karbamazepina iz
izradenih binarnih karbamazepin-poloksandgrstih disperzija. Primenom savremenih
metoda fizékohemijske karakterizacije na uzorcima deaih ¢vrstih disperzija vrseno
je ispitivanje fiztkog stanja u kojem se nalazi karbamazepin unutdrikea ¢vrste
disperzije (kristalno ili amorfno), uz identifikqai eventualno prisutnih polimorfnih
prelaza karbamazepina i na osnovu dobijenih reuliavaieni su zakljdgci o
mehanizmima odgovornim za pa@amje brzine rastvaranja karbamazepina izdiensh

¢vrstih disperzija.

U drugoj fazi istrazivanja ispitivana je magwst kombinovane primene tehnika
eksperimentalnog dizajna smeSe i vé&§ta neuronskin mreza u razvoju ternarnih
karbamazepin-Soluplfispoloksamer 18&uvrstih disperzija kao nosa za poboljsanje
brzine rastvaranja karbamazepina. Osnovni ciljexe@ €aze istrazivanja predstavljaju
dobijanje modela kojte omoguiti sticanje uvida u uticaj udela svih komponenti u
ternarnim karbamazepin-Solupflpoloksamer 18&uvrstim disperzijama na odabrane
indikatore brzine rastvaranja karbamazepina {kwdi rastvorenog karbamazepina (%)
nakon 10 (@) i 20 (Qg minuta ispitivanja), uz procenu sposobnosti préaja
parametara € i Qx za dati sastav ternarnévrste disperzije. Sveobuhvatna
fizickohemijska karakterizacija uzoraka idemih ¢vrstih disperzija kori€&na je sa

ciliem utvidivanja fizickog stanja karbamazepina (kristalno ili amorfno)wrstim

48



borde Medareu, Doktorska disertacija, 2015.

disperzijama i mehanizama koji doprinose g@gu brzine rastvaranja karbamazepina
iz izradenih ternarniktvrstih disperzija.

U trecoj fazi istraZivanja ispitivana je moguost primene karbamazepin-
hidroksipropil$-ciklodekstrin binarnih i karbamazepin-hidroksipitep-ciklodekstrin-
hidrofilni polimer ternarnih sistema sa cillem poéarja brzine rastvaranja
karbamazepina. Ciljevi ove faze istrazivanja pradsju ispitivanje solubilizacije
karbamazepina primenom hidroksipropitiklodekstrina, kao i ispitivanje mogunosti
poveanja solubilizacionog kapaciteta hidroksipropitiklodekstrina za karbamazepin
dodatkom malih kotina hidrofilnih polimera (Soluplds polivinilpirolidon K25-
Kollidon® 25 i dva tipa hidroksipropilmetilceluloze radtbg stepena supstitucije i
viskoziteta-Metolos® 90SH-100 i Metolose 65SH-1500). Tehnika susenja
rasprSivanjem je primenjena sa ciljem dobijanjaabith karbamazepin-hidroksipropil-
B-ciklodekstrin i ternarnih karbamazepin-hidroksipite-ciklodekstrin-hidrofilni
polimer sistema u obliku praska, formulisanih dgeri poveanja brzine rastvaranja
karbamazepina. Kako su interakcije u sistemima Mg&osupstanca-ciklodekstrin-
hidrofilni polimer joS uvek nedovoljno razjasSnjenjeprimenjene su tehnike
molekularnog modelovanja u kombinaciji sa tehnikdmigkohemijske karakterizacije

sa ciljem sticanja uvida u mehanizme ovih interakea molekulskom nivou.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Formulacija i karakterizacija binarnih karbama zepin-poloksamer ¢vrstih
disperzija

U ovoj fazi istrazivanja ispitivana je mogwst izrade binarnih karbamazepin-
poloksamerivrstih disperzija primenom metoda topljenja, sgenil povéanja brzine
rastvaranja karbamazepir@vrste disperzije su izdivane korigenjem poloksamera 188
i poloksamera 407, u ragiiim masenim odnosima karbamazepin:poloksamerdéara
cvrste disperzije su podvrgnute fikbhemijskoj karakterizaciji primenom tehnika za
karakterizacijucvrstog stanja, kao i ispitivanju brzine rastvaraejeovite supstance sa
ciliem utvdivanja fizickog stanja karbamazepina u disperziji, eventugilmorfnih
prelaza i karbamazepin-poloksamer interakcija, ikatacaja vrste poloksamera i odnosa
karbamazepin:poloksamer na brzinu rastvaranja kasbapina iz izrdenih ¢vrstih
disperzija. U cilju sticanja uvida u mehanizme laarazepin-poloksamer interakcija na

molekulskom nivou primenjena je tehnika simulaaijelekularne dinamike.

3.1.1. Materijali

Za izradu binarnih karbamazepin-poloksanterstih disperzija kori&na su dva
tipa poloksamera u mikroniziranom obliku-poloksari®B (Kolliphor™ P 188 micro,
BASF, Ludwigshafen, Nens&a) i poloksamer 407 (Kolliph8¥ P 407 micro, BASF,
Ludwigshafen, Nemi&ka). Kao model tesSko rastvorljive lekovite supstkorigen je
karbamazepin (Ph Eur 7.0, Galenika AD, Beogradij&rb

3.1.2. Izrada binarnih karbamazepin-poloksamerévrstih disperzija

Binarne karbamazepin-poloksamewrste disperzije iziivane su metodom
topljenja u masenim odnosima karbamazepin:poloksdnie 1:2 i 1:3. Odgovarata
kolicina poloksamera (poloksamer 188 ili poloksamer 4f&7)prvo otopljenja na
vodenom kupatilu sa kontrolom temperature zagrevanma 70°C. Nakon toga je, uz
intenzivno mesSanje, u otopljenom poloksameru dgpean karbamazepin i meSanje je
nastavljeno sve do dobijanja smeSe homogenog iagl8ctesa je zatim hiana na

ledenom kupatilu do@rséavanja i nakon toga pulverizovana na sobnoj tentpera
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tarioniku uz pomé pistila. Dobijena disperzija u obliku praska j@gejavana kroz sito
300 um u cilju postizanja ujedéene veltine ¢estica.

3.1.3. Fiztkohemijska karakterizacija binarnih karbamazepin-poloksamer ¢vrstih

disperzija

3.1.3.1. Diferencijalna skenirajia kalorimetrija (DSC)
Diferencijalna skenirajta kalorimetrija je kori&na u cilju procene fizkog stanja

u kojem se karbamazepin nalazicwrstoj disperziji (kristalan ili amorfan), detekeij
polimorfnih prelaza nastalih u toku izradévrstih disperzija, kao i prisustva
karbamazepin-poloksamer interakcija. Ispitivanja wdena koriéenjem DSC 50
diferencijalnog skenirajieg kalorimetra (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan)
Izmeiu 3 i 5 mg uzorka, precizno odmerenog u aluminijkmpgosudi, podvrgnuto je
zagrevanju u temperaturnom intervalu izime25 i 200°C, pri brzini zagrevanja od
10°C/min uz konstantan protok azota od 30 ml/miredviosti temperature i energije su
prethodno kalibrisane primenom indijum standardak pb u svim analizama prazna

aluminijumska posuda kotigna kao referentna.

3.1.3.2. Polarizaciona mikroskopija na zagrejanoj jo¢i

Polarizaciona mikroskopija na zagrejanoj glge vrSena u cilju vizuelizacije
promena u uzorcima podvrgnutim zagrevanju i steabpljeg uvida u promene
zabelezene na DSC termogramima. Ispitivanje jenardeori€enjem polarizacionog
mikroskopa PriorLux (Prior Scientific Instrumentsdl. Cambridge, Velika Britanija),
opremljenog pldom za zagrevanje uzoraka Linkam TP94 (Linkam Siient
Instrument Ltd, Surrey, Velika Britanija), uz zagaeje uzorka od 25 do 200°C.
Fotomikrografije uzoraka na ra&lim temperaturama dobijene su kéasjem
ProgResTM C10 Plus digitalne kamere (Jenoptik A€ha) Neméka) povezane sa

polarizacionim mikroskopom.
3.1.3.3. Difrakcija X-zraka na prasku

Difrakcija X-zraka na prasku je primenjena kao ikhnkoja sa visokom

pouzdano& omoguava utvdivanje fizickog stanja lekovite supstance avrstim
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disperzijama pod ambijentalnim usloviméme se izbegava potencijalna promena
fizickog stanja lekovite supstance pod uticajem povidengoerature, kao u saju
diferencijalne skenirajte kalorimetrije. Ispitivanja su vrSena na Philip¥VE50
difraktometru (Philips, Amelo, Holandija) u Bragge®tano 6-20 geometriji, uz
kori&enje Cu-Ku izvora zraenja (=1,5418 A) sa nikl filterom. Uzorci su snimani u
opsegu2d uglova od 4 do 45°, sa wahom koraka od 0,02° i vremenom zadrzavanja

od 5 s po koraku, pri naponu od 40 kVdifa struje od 20 mA.

3.1.3.4. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovomransformacijom (FT-IR)

FT-IR spektroskopija je kortgna u cilju otkrivanja eventualno prisutnih
karbamazepin-poloksamer interakcija, koje mogu iimzagtajan uticaj na stabilnost
samog sistema. FT-IR spektroskopska analiza jenar$@ Shimadzu IR-Prestige-21
uredaju (Shimadzu Corporation, Japan), opremljenom zbotalnim sistemom za
pojedin&nu refleksiju zraka Golden-Gate MKIl single ATR &® (Specac, Kent,
Velika Britanija), sa ZnSe stvima. Spektri ispitivanih uzoraka su snimani veivialu
od 4000 do 500 cth sa rezolucijom od 4 ¢t pri ¢emu je vrSeno 32 skeniranja za

svaki spektar.

3.1.3.5. Simulacija molekularne dinamike

Simulacija molekularne dinamike vrSena je kéifem XenoView softvera
(Rensselaer Polytechnic Institute, Troy, NY, SAD)cilju simulacije karbamazepin-
poloksamer interakcija na molekulskom nivou u takadecvrstih disperzija. Weliju
za simulaciju prvo je postavljan jedan polimermda poloksamera, pakovan na osnovu
tzv. modela rotacionih izomernih stanja (emgtational isomeric states-R)S koji
uzima u obzir statistku raspodelu torzionih uglova, gremu se polimerni lanac pakuje
u periodénu ¢eliju do postizanja Zeljene gustine (1,06 gipsa konfiguracijom lanaca
koja odgovara verovatkp rotacionih izomernih stanja. Zatim su sistemu elpghi
parametri PCFF polja sila i odgovarégunaelektrisanja i sistem sa lancem poloksamera
je podvrgnut ekvilibraciji u toku 50 ps. Nakon togsstem je podvrgnut simulaciji
molekularne dinamike u trajanju od 2 ns, sadwetim koraka od 1 fs, pri temperaturi od
343 K (temperatura koja je koéeEna u izradévrstih disperzija) i atmosferskom pritisku

od 101,325 kPa. Simulacija je ponovljena nakon tlad&i molekula karbamazepina u
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¢eliju slueajnim rasporedom i relaksacije strukture primenoomdepta minimizacije
energije. Na osnovu iz¢anatih trajektorija vrSeno je iztanavanje koeficijenta difuzije
karbamazepina u poloksameru, kao i koeficijentauzijé samog poloksamera u
prisustvu karbamazepina. Rezultati dobijeni simijdat molekularne dinamike
poreieni su sa rezultatima dobijenim metodamackahemijske karakterizacijévrstih

disperzija.

3.1.3.6. In vitro ispitivanje brzine rastvaranja karbamazepina iz bharnih
karbamazepin-poloksamerévrstih disperzija

In vitro ispitivanje brzine rastvaranja karbamazepina radenih binarnih¢vrstih
disperzija vrSeno je u cilju procene poarja brzine rastvaranja karbamazepina iz
¢vrstih disperzija u odnosu nést karbamazepin. Ispitivanje je vrSeno kéeisjem
aparature sa rotirajom lopaticom (Erweka DT70, Heusenstamm, Né&kagu 900 mi
pretis¢ene vode kao medijumu, pri brzini okretanja lopated 75 o/min (obrtaja u
minuti) u trajanju od 1 h. lako Ameka farmakopeja (USP 38-NF 33, 2015) u
monografiji tableta karbamazepina sa trenutnim kmslanjem propisuje ispitivanje
brzine rastvaranja uz koédnje 1% vodenog rastvora natrijum-laurilsulfatapwom
ispitivanju je kao medijum koré&na preéiS¢ena voda, posto je pretpostavljeno da
primena ovog medijuma bolje ukazati na razlike i@mespitivanih formulacija. U
ispitivanju je korigena masa uzoraka&vrstih disperzija koja sadrzi 200 mg
karbamazepina, a ispitivanje je uporedno sprovedénma 200 mg cistog
karbamazepina. U definisanim vremenskim interval{@a4, 6, 8, 10, 15, 20, 30, 45 i
60 minuta) uzorkovano je 4 ml medijuma, a zatimvi8ena nadoknada sa istom
zapreminom sveZeg medijuma. Nakon filtriranja apanocija uzoraka je merena na
Evolution 300 UV-Vis spektrofotometru (Thermo Fish®cientific, Waltham, MA,
SAD) na talasnoj duzini od 285 nm. Iz izmerenihdwrasti apsorbancije, koncentracija
karbamazepina u uzorcima j&uaata na osnovu jedéiae kalibracione krive. Rezultati
su izraZzavani kao procenat rastvorenog karbamazeairodréeno vreme u odnosu na
deklarisani sadrzaj karbamazepina u ispitivanimrcinta. Ispitivanja su vrSena u

triplikatu, a rezultati su prikazani kao srednjadmost + standardna devijacija.

53



borde Medareu, Doktorska disertacija, 2015.

3.1.4. Rezultati i diskusija

3.1.4.1. Diferencijalna skenirajia kalorimetrija (DSC)

DSC termogrami polaznih materijala i idemih ¢vrstih disperzija prikazani su na slici
12. Zabelezene vrednosti temperature topljenjaalpipe topljenja karbamazepina i/ili
poloksamera u ispitivanim uzorcima prikazane su abeli 2. Na termogramu
karbamazepina (Slika 12a) jasno se razlikuju dvdotrmna pika na 174,7 i 190,1°C i
egzotermni pik na temperaturi od 179°C. EndoterpikizabeleZzen na temperaturi od
174,7°C odgovara topljenju polimorfnog oblika Ilarkamazepina (P-monokldmi
oblik). Egzotermni pik koji je zabelezen na 179%govara rekristalizaciji polimorfnog
oblika I, koji se zatim topi na 190,1°C, Sto je elelieno endotermnim pikom na
termogramu. Dobijeni DSC termogram je u skladu tsgramom polimorfnog oblika
[Il karbamazepina, koji su prethodno opisali Graksisaradnici (Grzesiak i sar., 2003).
Ipak, prilikom interpretacije DSC termograma karlaaepina treba imati u vidu i
¢injenicu da se vrednosti temperature topljenjatakpije topljenja mogu razlikovati u
zavisnosti od brzine zagrevanja primenjene u iggitiu (Rustichelli i sar., 2000). Na
osnovu DSC termograma karbamazepina, moze se &ékija je karbamazepin koji je
koris¢en u istrazivanju sadrzao polimorfni oblik Ill, kgg najstabilniji polimorfni oblik
karbamazepina pod ambijentalnim uslovima i kao \akedino prihvatljiv za
formulaciju farmaceutskitoblika (Kipouros i sar., 2006)Endotermnipikovi zabeleZeni
na 57,6°C na termogramu poloksamera 188 i 60,7°@maogramu poloksamera 407
(Slika 12a) predstavljaju posledicu topljenja owlemikristalnih polimera. Pikovi
karakteristéni za poloksamere su prisutni i na termogramima svzorakacvrstih
disperzija, pricemu se na ovim pikovima tava malo pomeranje (oko 1°C) ka nizim
temperaturama, Sto moZe predstavljati pokazateljedmala koltina karbamazepina
rastvorena u rastopljenom polimernom matriksu. Hikarakteristéni za karbamazepin
mogu se uditi samo na termogramimavrstih disperzija izréenih, kako sa
poloksamerom 188 tako i sa poloksamerom 407, u ma&se odnosu
karbamazepin:poloksamer 1:1 (Slika 12b). MoZe sdtiua su na ovim termogramima
pikovi karakterisitni za karbamazepin z&ano pomereni (od 10 do 15°C) ka nizim
vrednostima na temperaturnoj skali. Pomeranje m@ké&arakteristinin za lekovitu

supstancuesto se uzima kao indikator da se lekovita supatameSa, ili rastvara unutar

54



borde Medareu, Doktorska disertacija, 2015.
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80 100 120 140 160 180 200
Temperatura (°C)
Slika 12. (a) DSC termogrami karbamazepina (CBZ), poloksani&8 (P188) i
poloksamera 407 (P407). (b) DSC termogrami karbapaepoloksamer 188 i
karbamazepin-poloksamer 407 binargdirstih disperzija

Tabela 2. Vrednosti toplijenja (¥
karbamazepina (CBZ), poloksamera 188 (P188) i maakera 407 (P407) u uzorcima

polaznih materijala i izrdenihcvrstih disperzija

entalpije topljenja 4Hw9 1 temperature

Tt AH1ys Tt AHsys
(CB2) (CB2) (poloksamer) | (poloksamer)
°C) (J/g) °C) (J/g)
CBZ 174,8; 190,1 -38,4; -110,4 - -
P188 - - 57,6 -156,0
P407 - - 60,7 -132,0
CBZ:P188=1:1| 161,5; 180,9 -28,1; -28,3 57,3 -71,5
CBZ:P188=1:2 0 0 57,2 -97,2
CBZ:P188=1:3 0 0 57,9 -108,1
CBZ:P407=1:1| 160,8; 180,6 -11,5; -23,3 59,8 -71,0
CBZ:P407=1:2 0 0 58,9 -79,8
CBZ:P407=1:3 0 0 59,6 -93,4
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polimernog matriksavrste disperzije (Marsac i sar., 2009). Pikovi k#easticni za
karbamazepin ne mogu seciibna termogramimavrstih disperzija izrdenih, kako sa
poloksamerom 188 tako i sa poloksamerom 407, uakaalzepin:poloksamer odnosima
1:2 1 1:3. Ovakvi rezultati mogu ukazati da se kanlazepin nalazi u amorfnom obliku,
ili da je rastvoren unutar matriksarstih disperzija. lako se diferencijalna skenitéaju
kalorimetrija cesto koristi za procenu fiog stanja u kojem se lekovita supstanca
nalazi ucvrstim disperzijama, rezultati ove analizesto mogu navesti na pogreSan
zakljwak. Sam né&n izvodenja diferencijalne skeniraja kalorimetrije uz primenu
poviSene temperature moze dovesti do promenékéigi stanja lekovite supstance i do
pogresSnih zakljtaka o fiztkom stanju lekovite supstancewrstoj disperziji na sobnoj
temperaturi. Kako se poloksameri tope na znatnojnémperaturi od karbamazepina,
postoji moginost da sa poviSenjem temperature u toku DSC analaie do
postepenog rastvaranja karbamazepina u otopljermakgameru. Tako je moge da
kada temperatura dostigne temperaturu topljenjhaaazepina, vise nema dovoljno
kristalnog karbamazepina kako bi se detektovao tenchmi pik njegovog topljenja. Na
ovakav zakljgak upuuju i rezultati DSC analize figkih smeSa, pripremljenih

jednostavnimmesanjenkarbamazepinapoloksamerai istim odnosima, kaou slwaju
CBZ:P407=1:3 PM

W CBZ:P407=1:2 PM
CBZ:P407=1:1 PM
CBZ:P188=1:3 PM

CBZ:P188=1:2 PM

CBZ:P188=1:1 PM

. — —r
40 60 80 100 120 140 160 180 200
Temperatura (°C)

Toplota (mW)

Slika 13. DSC termogrami karbamazepin (CBZ)-poloksamer (P188rbamazepin-
poloksamer 407 (P407) binarnih ikih smeSa
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cvrstih disperzija. Dobijeni termogrami fékih smeSa (Slika 13) su gotovo ideimii
termogramimacvrstih disperzija, tako da se pikovi karaktetistiza karbamazepin
moguucciti samopri karbamazepin:poloksamednosul:1. Ovakavrezultatbi mogao
navesti na zaklgak da se i jednostavnim meSanjem karbamazepindokgmmera
moze postii stvaranje amorfnog oblika karbamazepina, Sto mgalno @ekivati.
Mnogo je verovatnije da je ovakav rezultat posladiastvaranja karbamazepina u
otopljenom poloksameru tokom DSC analize. Tako kahS saradnici prilikom DSC
analize rofekoksib-poloksamer 188vrstih disperzija pokazali odsustvo pikova
karakteristénih za rofekoksib usled rastvaranja rofekoksibaapienom poloksameru
(Shah i sar., 2007). Stoga je za sveobuhvatnuwkbhiemijsku karakterizaciju
karbamazepin-poloksameévrstih disperzija i nedvosmisleno uwanje fizickog stanja
karbamazepina u disperziji neophodna primena iilragalitickih tehnika, kao 5to su

difrakcija X-zraka na prasku i polarizaciona mikfopija na zagrejanoj péo

3.1.4.2. Polarizaciona mikroskopija na zagrejanoj jo¢i

Kako je karbamazepin supstanca kristalne prirodek du poloksameri
semikristalne supstance, njihovo razlikovanje priora polarizacione mikroskopije
moguee je tek nakon topljenja poloksamera. Velika razlik temperaturama topljenja
karbamazepina i poloksamera oméana analizu karbamazepin-poloksan@erstih
disperzija primenom polarizacione mikroskopije regrejanoj pléi. Polarizacionom
mikroskopijom na zagrejanoj plbanalizirane su samo gr&ne formulacije, odnosno
formulacije sa najnizim (odnos karbamazepin:polakaia 1:3) i najviSim udelima
karbamazepina (odnos karbamazepin:poloksamerHoigmikrografije uzorakavrstih
disperzija, izrdenih sa poloksamerom 188 i poloksamerom 407 u
karbamazepin:poloksamer masenim odnosima 1:1 ifHa3razléitim temperaturama
prikazane su na slikama 14 i 15. Na fotomikrogaafiacvrstih disperzija izréenih u
odnosu karbamazepin-poloksamer 1:1 (Slike 14a-14t5a-15c), nakon topljenja
poloksamera (60°C) dava se da je karbamazepin dispergovan u oblikunatiznih
kristala u otoplienom poloksameru. Daljim péaejem temperature do 150°C, znatna
kolic¢ina kristalnog karbamazepina se rastvara u otapiiepoloksameru. \eena oko
130°C na mikrografijama gmje da se uéava pojava prvih kristala iglastog oblika,

dok se natemperaturam&nad 150°Cuccavaintezivnapojavai rastovakvih kristala.

57



borde Medareu, Doktorska disertacija, 2015.

- o.“

Slika 14. Fotomikrografije karbamazepin-poloksamer 18@8ste disperzije iztdene u
karbamazepin:poloksamer odnosu 1:1 na (a) 60°C187°C i (c) 160°C.
Fotomikrografije karbamazepin-poloksamer 188ste disperzije izrdene u
karbamazepin:poloksamer odnosu 1:3 na (d) 60°C128¥C i (f) 160°C

Slika 15. Fotomikrografije karbamazepin-poloksamer 487ste disperzije iztd&ene u
karbamazepin:poloksamer odnosu 1:1 na (a) 60°C127°C i (c) 160°C.
Fotomikrografije karbamazepin-poloksamer 487ste disperzije izréene u
karbamazepin:poloksamer odnosu 1:3 na (d) 60°C12&yC i (f) 160°C.
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Na oko 180°C uten je pdéetak topljenja igltastih kristala, sa potpunim topljenjem do
oko 190°C (mikrografija nije prikazana). tena promena oblika kristala
karbamazepina iz prizmatiog u iglcasti pripisuje se prelazu polimorfnog oblika Il u
polimorfni oblik 1. Prethodno su Rustichelli i sdraci (Rustichelli i sar., 2000) i
Grzesiak i saradnici (Grzesiak i sar., 2003) aoatizizoraka primenom difrakcije X-
zraka na prasku i FT-IR spektroskopije, nakon njdgp zagrevanja tokom
termomikroskopije, pokazali da svi polimorfni oblikarbamazepina zagrevanjem
prelaze u polimorfni oblik I. Pored kristalizacigli¢astih kristala polimorfnog oblika |
iz rastopa, ugeno je da deo prizmahih kristala polimorfa Il prelazi u polimorf |
direktno iz ¢vrstog stanja. Dobijenim fotomikrografijama uzorakastih disperzija,
izradenih u karbamazepin:poloksamer odnosu 1:1, deha su promene koje su
uotene na DSC termogramima ovih uzoraka. Na fotomitaijgma ¢vrstih disperzija
izradenih u karbamazepin:poloksamer odnosu 1:3 (Slike-14 i 15d-15f), nakon
topljenja poloksamera dava se disperzija kristala karbamazepina u otopijen
matriksu. Ovakav rezultat je u potpunoj suprotnasti rezultatima dobijenim DSC
analizom, gde se na osnhovu odsustva pikova topljé&arbamazepina mozZe &te
pogreSan zaklgak da karbamazepin &vrstoj disperziji nije prisutan u kristalnom
obliku. Daljim poveéanjem temperature dolazi do potpunog rastvaranjataka
karbamazepina u otopljenom poloksameru do 160°Ko Ise moze usti razlika na
fotomikrografijama ¢vrstih disperzija sa odnosom karbamazepin poloksaingé u
poreienju sa disperzijama iztanim u odnosu karbamazepin poloksare3. Dok se
kod c¢vrstih disperzija sa odnosom karbamazepin:poloksamer 1:1 samo mali deo
karbamazepina rastvara u otopljenom poloksamerul@a°C, kod disperzija sa
odnosom karbamazepin:poloksamer 1:3, celokupn&ikalkarbamazepina se rastvara
zagrevanjem do navedene temperature. Razlike kojeu&ene u rezultatima
diferencijalne skenirajte kalorimetrije i polarizacione mikroskopije na mggnoj
ploci, prethodno su opisali Zerrouk i saradnici (Zekaowsar., 2001b) i Nair i saradnici
(Nair i sar., 2002) na binarnim disperzijama karbaapina u polietilenglikolu, koje su
po svojim karakteristikama veoma d¢sle karbamazepin-poloksametvrstim
disperzijama. Rezultati ovih radova su pokazali jdakarbamazepin zastupljen u
kristalnom obliku u disperzijama i pored odsustvarakteristtnih pikova na

odgovarajdim DSC termogramima, Sto je objaSnjeno rastvaranjambamazepina u

59



borde Medareu, Doktorska disertacija, 2015.

otopljenom polimernom matriksu usled zagrevanjaotoksame analize. Na osnovu
svega navedenog moze se zaltjuda diferencijalna skeniraga kalorimetrija nije
pogodna tehnika za utivanje fizickog stanja karbamazepina u binarnim
karbamazepin-poloksameévrstim disperzijama i da je zbog toga neophodneng@nia
dodatnih analitikih tehnika.

3.1.4.3. Difrakcija X-zraka na praSku

lako je primenom polarizacione mikroskopije na eg@moj pl&i pokazano da se
kod svih uzoraka izdenih binarnih karbamazepin-poloksameévrstih disperzija
karbamazepin nalazi u kristalnom obliku pod amhkgenm uslovima, samo na osnovu
kristalne morfologije nije modie pouzdano razlikovati polimorfne oblike
karbamazepina. Kako je za karbamazepin do sada zdo&a postojanjecetiri
anhidrovana polimorfna oblika, od kojih je samogedpolimorfni oblik I1) prihvatljiv
za formulaciju farmaceutskih oblika, identifikacijprisutnog polimorfnog oblika
predstavlja neophodan korak prilikom razvoja forawijh sa karbamazepinom kao
lekovitom supstancom. Iz tog razloga uzorci karbaepan-poloksamercévrstih
disperzija su analizirani primenom difrakcije X-kaana prasku. Difraktogrami dobijeni
analizom polaznih materijala i iztanih ¢vrstih disperzija prikazani su na slici 16. Na
difraktogramu poloksamera 188 davaju se karakterisini pikovi visokog intenziteta
na 19,08° i 23,22°20, dok se na difraktogramu poloksamera 407¢avaju
karakteristéni pikovi na 19,14° | 23,22°¢. Pored toga na difraktogramima
poloksamera utava se i nekoliko Sirih regiona, tzv. ,oreol” dittagrama. Dobijeni
difraktogrami poloksamera posledica su karakténsti semikristalne strukture ovih
polimera, gde oSstri pikovi visokog intenziteta odgmaju kristalnim regionima
polimera, koji su inkorporirani unutar amorfnog nieta, koji daje tzv. ,oreol”
difraktograme (Ali i sar., 2010). Na difraktogramkarbamazepina wavaju se
karakteristéni pikovi visokog intenziteta na 13,02° 15,22°,785, 19,40°, 24,92°,
27,50°1 31,8620. Prema poloZaju karakteri&tih pikova, difraktogram karbamazepina
odgovara prethodno opisanom difraktogramu polinagfoblika Il (Rustichelli i sar.,
2000). Na difraktogramima svih uzorakavrstih disperzija mogu se Gidi
karakteristéni pikovi karbamazepina na ideftim pozicijama kao i na

difraktogramima ¢istog karbamazepina. Na osnovu toga se mozZe Zzdkljda je
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karbamazepin u svim wuzorcima idemih c¢vrstih disperzija prisutan u svom
termodinamiki najstabilnijem polimorfnom obliku 1ll. Nastanakmorfnog oblika
lekovite supstanceéesto predstavlja imperativ prilikom formulacigerstih disperzija,
zbog zna&ajno ve&e brzine rastvaranja i bioloSke raspolozivosti urefenju sa
kristalnim oblicima. Ipak, termodinatka nestabilnost amorfnog oblika ogréara
njegovu Siru komercijalnu primenu zbog moéguekristalizacije i poslediih varijacija

u brzini rastvaranja i bioloSkoj raspoloZzivosti. ljeni rezultati pokazuju da metod
topljenja koji je primenjen u izradi binarnih karbazepin-poloksameivrstih disperzija
nema negativan uticaj na stabilnost karbamazegioapvu tehnikwini pogodnom za
Siru komercijalnu primenu, naravno uz prethodnumoiiaciju procesa i prenos procesa
sa laboratorijskog na industrijski nivo. Tale zbog kristalne prirode karbamazepina,
binarne karbamazepin-poloksanterste disperzije su manje problendag sa aspekta

obezbdenja dugoréne stabilnosti.
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Slika 16. (a) Difraktogrami karbamazepina (CBZ), poloksam&&8 (P188) i
karbamazepin-poloksamer 188 binar@ilrstih disperzija. (b) Difraktogrami
karbamazepina (CBZ), poloksamera 407 (P407) i kardzepin-poloksamer 407

binarnih ¢vrstih disperzija.

3.1.4.4. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovomransformacijom (FT-IR)
Intermolekulske interakcije iznde lekovite supstance i komponenata matriksa
predstavljaju zn&jan faktor koji utte na stabilnost dobijenikivrstih disperzija i

fizicko stanje lekovite supstance u disperziji. Smatraa pored visokeglpolimernog
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matriksa, prisustvo intermolekulskih interakcijaammajvazniju ulogu u sptavanju
kristalizacije molekula lekovite supstance iz amodg oblika (Khougaz i Clas, 2000).
Primenom FT-IR spektroskopije, pojava intermolekilis interakcija se moze
detektovati na osnovu pomeranja frekvencija na nkaji dolazi do apsorpcije
infracrvenog zréenja od strane funkcionalnih grupa prisutnih u tigpnim
molekulima. FT-IR spektri polaznih materijala i adenih karbamazepin-poloksamer
¢vrstih disperzija prikazani su na slici 17. Na FRdpektru karbamazepinadavaju se
karakteristine apsorpcione trake na 3462 tifaNH valencione vibracije), 1674 ¢hm
(-CO-R vibracije), 1593 cihi 1605 cnit (-C=C- i -C=0 vibracije i -NH deformacije).
Ovakav polozaj apsorpcionih traka prethodno je apiza polimorfni oblik 1l
karbamazepina(Rustichelli i sar., 2000, Grzesiak i sar., 2003). FT-IR spektar
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Slika 17. FT-IR spektri karbamazepina (CBZ), poloksamera (B8B88), poloksamera
407 (P407) i izrdenihcvrstih disperzija
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karbamazepina je u skladu sa rezultatima diferaimaj skenirajée kalorimetrije i
difrakcije X-zraka na prasku, koje su tdkopokazale da je karbamazepin koji je
koris¢en za izradwvrstih disperzija sadrzao polimorfni oblik 1ll. Skarakteristni
pikovi karbamazepina zabeleZzeni su na istim frekjama i na FT-IR spektrima
izradenih ¢vrstih disperzija. Odsustvo pomeranja pikova karbzepina na FT-IR
spektrima ¢vrstih  disperzija ukazuje da intermolekulske inkeige izmeiu
karbamazepina i poloksamera nisu prisutne. Na asnonsustva karboksamidne
funkcionalne grupe u strukturi karbamazepina i htkoih funkcionalnih grupa u
polimernom lancu poloksameracekivana je pojava karbamazepin-poloksamer
interakcija, ali one nisu wene primenom FT-IR spektroskopije. Odsustvo
karbamazepin-poloksamer interakcija predstavljarngedd razloga zbogega je u svim
izradenim ¢vrstim disperzijama karbamazepin prisutan u kntad obliku. Prilikom
dispergovanja karbamazepina u poloksameru, ne iddtastvaranja intermolekulskih
interakcija izmdu karbamazepina i poloksamera, koje bi &peerekristalizaciju
karbamazepina. Visok viskozitet rastopa polimé&eato moze da spieili znac¢ajno
uspori rekristalizaciju lekovite supstance. Ucéglu binarnih karbamazepin-poloksamer
cvrstih disperzija, nizak viskozitet rastopa polakesa ne moze spidi rekristalizaciju
karbamazepina. Zahvaljijusvim navedenim faktorima, karbamazepin je u svim
ispitivanim uzorcima izrdenih cvrstih disperzija, bez obzira na maseni odnos

karbamazepin:poloksamer, zastupljen u kristalnofikeb

3.1.4.5. Simulacija molekularne dinamike

Prikaz ¢elije u kojoj je vrSena simulacija molekularne dmke sa jednim
molekulom poloksamera i tri molekula karbamazemagtje na slikama 18a i 18b. Na
slici 18c prikazan je dijagram kvadrata srednjegbstinog putaestica (engmean
squared displacement zavisnosti od vremena simulacije. Prilikom siacije ua@eno
je izvesno povéanje volumen&elije za simulaciju uz smanjenje stvarne gustire® k
rezultat termalne ekspanzije sistema prilikom pgawga temperature. Na osnovu
dijagrama zavisnosti kvadrata srednjeg slobodndg ¢mstica od vremena simulacije,
ratunataje vrednostdifuzionogkoeficijentakarbamazepina poloksamerulzratunata
vrednost difuzionog koeficijenta karbamazepina 862.0° cn/s ukazuje da molekuli

karbamazepingosedujudovoljnu pokretljivost da bi se dispergovaliu otopljenom
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Slika 18. Prikazcelije u kojoj je vrSena simulacija molekularne dimi&e (a) na pdetku
i (b) na kraju simulacije. (c) Dijagram kvadrataesinjeg slobodnog puta (eng. Mean
squared displacement) u zavisnosti vremena sinjaldcanac poloksamera je prikazan

ujedna’enom bojom kako bi se dilw prisustvo molekula karbamazepina
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poloksameru. Za difuzioni koeficijent samog polakesa izréunata je vrednost od
1,37-10"° cm?s, dok u prisustvu dispergovanih molekula karbapam vrednost
difuzionog koeficijenta poloksamera raste do 5,82-kcnf/s. Porast difuzionog
koeficijenta poloksamera nakon dispergovanja kadrmpina predstavlja posledicu
plastifikatorskog efekta molekula karbamazepina pwoksamer, koji dovodi do
slabljenja interakcija u polimernom lancu i péarja pokretljivosti. Tokom trajanja
simulacije nije doSlo do stvaranja vodémh veza izméu molekula karbamazepina i
poloksamera, Sto je u skladu sa rezultatima doipijgrimenom FT-IR spektroskopije.
Sa druge strane, teno je da tokom simulacije dolazi do stvaranja vo&tuh veza
izmedu atoma vodonika iz amidne N-H grupe jednog molekarbamazepina i atoma
kiseonika iz karbonilne C=0 grupe drugog molekuablamazepina. Dobro je poznato
da je u svim do sada opisanim polimorfnim oblicikkarbamazepin zastupljen u obliku
cikli¢cnih karboksamidnih dimera koji nastaju deajem dve vodokne veze izméu
molekula karbamazepina (Grzesiak i sar., 2003).offokrajanja simulacije (2 ns) nije
uoten nastanak cikinih dimera, Sto moZe biti posledica kratkog tregargame
simulacije, usledcega nije mogée verno reprodukovati sve datgge u realnim
sistemima. Ipak, u®no formiranje vododne veze izméu dva molekula
karbamazepina ukazuje na tendenciju molekula kaaskepina ka agregaciji, Sto
predstavlja prvi korak ka nukleaciji i rastu kristaSami procesi nukleacije i rasta
kristala traju znatno duze od samog trajanja sioij@au ovom ispitivanju, pa ne
iznenaiuje cinjenica da nisu ufeni tokom simulacije. | pored toga, primenom
simulacije molekularne dinamike dobijene su korisndormacije, koje daju
molekularnu osnovu za objaSnjenje rezultata dolbijgerimenom metoda fizko-
hemijske karakterizacije. Wena tendencija molekula karbamazepina ka stvaranju
intermolekulskih veza i agregaciji predstavlja nemjivo objasSnjenje za ue@nu

kristalnu prirodu karbamazepina u svim uzorcifvestih disperzija.

3.1.4.6. In vitro ispitivanje brzine rastvaranja karbamazepina iz bharnih
karbamazepin-poloksamerévrstih disperzija

Profili brzine rastvaranja karbamazepina iz uzaréknarnih¢évrstih disperzija u
poreienju sacistim karbamazepinom prikazani su na slici 19, ¢okabelarni prikaz

dobijenihrezultatadatu tabeli 3. Saslike selako moZe ugiti da se karbamazepin sporo

65



borde Medareu, Doktorska disertacija, 2015.

Rastvoreni karbamazepin (%)

0 10 20 30 40 50 60
Vreme (min)
——CBZ —s—CBZ:P188=1:1 CBZ:P188=1:2 CBZ:P188=1:3
—=—CBZ:P407=1:1 —e—CBZ:P407=1:2 ——CBZ:P407=1:3
Slika 19. Profili brzine rastvaranja karbamazepina (CBZhinarnih ¢vrstih disperzija
sa poloksamerom 188 (P188) i poloksamerom 407 (Pd@brefenju sa profilom

brzine rastvaranjaistog karbamazepina

Tabela 3. Kolic¢ina rastvorenog karbamazepina (%) (srednja vredt®iS) u odnosu na
deklarisani sadrzaj karbamazepina iz uzorakstog karbamazepina (CBZ) i binarnih
karbamazepin-poloksamevrstih disperzija (CBZ:P188 i CBZ:P407)

Vreme CBZ:P188 (maseni odnos) CBZ:P407 (maseni odnos)
min) | 11 1:2 1:3 11 1.2 1:3
0 0 0 0 0 0 0 0
2 0,5+0,2 | 52,0+11,836,7+2,9| 30,1+2,3 34,8+2,9 19,5%0,6 17,1+1,6
4 1,9+0,7 | 75,7¢4,1 57,0+4,0 54,5+2,0 53,4+5,1 38,44 36,449
6 5,4#1,1 | 81,6+2,2 68,1+4,0 68,135 62,3+6,3 456,14 47,5154
8 12,0£3,1| 84,5+1,3 78,5+26 76,0£30 65,0463 53,2| 54,0+6,3

10 15,0+0,5| 86,2+1,0 82,3+1,8 82,7%2

D

D

6

8 67,3+6,6 3888 | 57,8+6,5

15 16,7+0,8| 91,0£3,0 89,0x1,1 90,2+2

6

5

2

7

74,2+6,3 269,3 | 60,0+6,6
83,1+3,9 5610,1| 63,3%6,2
88,0+2,4 2¥84 | 75,4+7,1
91,4+0,8 788,0 | 83,8+3,5
03,0+1,2 1884 | 89,8+1,5

20 21,9+1,7| 93,1+2,0 90,70, 92,4+2
30 29,1+2,7| 95,5+2,6 95,4+1, 94,6+2
45 35,9+2,2| 97,4+0,5 98,4+1, 96,8+3
60 43,0+2,6| 98,2+0,6 97,5+0, 97,1+2

o/ NV | o|lo|N|lon|]o|uo| O
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I nekompletno rastvara iz uzorakate lekovite supstance, Sto jedetivano imajéi u
vidu da se radi o slabo rastvorljivoj lekovitoj stgnci. Tokom 1 h ispitivanja svega
oko 40% ispitivane katine karbamazepina se rastvorilo u primenjenoj zapre
medijuma. 1z svih formulacija binarnih karbamazepaloksamercvrstin disperzija
postignuto je zn&jno brze rastvaranje karbamazepina u odnostish&arbamazepin.
Tako se moze uiti da se nakon 10 minuta ispitivanjaderstih disperzija izrédenih sa
poloksamerom 188 rastvorilo viSe od 80% karbamamepiok se izvrstih disperzija
izradenih sa poloksamerom 407 rastvorilo 57-67% karbampiaa. Za isti vremenski
period rastvorilo se tek oko 15% karbamazepinazaakaciste lekovite supstance.

Kako je fizikkohemijskom karakterizacijom uzoraka binarritrstih disperzija
dokazano da je u svim uzorcima karbamazepin pnsutkristalnom obliku, pov@nje
brzine rastvaranja karbamazepina nakon formuladije ¢vrste disperzije sa
poloksamerima moze se objasniti poboljSanim kvasenj solubilizacijom hidrofobne
lekovite supstance, smanjenjem vle ¢estica i smanjenjem njihove aglomeracije.
Zahvaljujiei svojoj hidrofilnoj prirodi i povrSinskoj aktivnds poloksameri smanjuju
povrsinski napon na granici faza izéehidrofobne lekovite supstance i medijuma i na
taj na&in olakSavaju rastvaranje lekovite supstance.

Na prikazanim profilima brzine rastvaranja jasnars®e uditi sporije rastvaranje
karbamazepina izvrstih disperzija izréenih sa poloksamerom 407, u pdaju sa
disperzijama izrdenim kori€enjem poloksamera 188. Dok se kodstih disperzija
izradenih sa poloksamerom 188 za prvih 15 minuta ispiji@ rastvori oko 90%
karbamazepina, kod disperzija idemih sa poloksamerom 407 ista Kola
karbamazepina se rastvori tek za oko 60 minutativapija. Vea efikasnost
poloksamera 188 u pot@nju brzine rastvaranja karbamazepina mozZze sesptipi
hidrofilnijoj prirodi ovog polimera, u podenju sa poloksamerom 407, Sto je posledica
veceg udela hidrofilnih etilenoksidnih segmenata uirpelnom lancu. Hidrofilnije
osobine poloksamera 188 pokazuje i HLB vrednost28¢ koja je viSa od HLB
vrednosti poloksamera 407, koja iznosi 22 (Fussari, 2006). PaZljivim posmatranjem
profila brzine rastvaranja karbamazepinacvzstih disperzija sa poloksamerom 407,
moze se u@ti da nakon brzog rastvaranja karbamazepina u fokih 10 minuta,
dolazi do usporavanja rastvaranja. Ista pojava s€enud@iti i na profilu brzine

rastvaranja&istog karbamazepina. Ova pojava je najverovatrij@kovana nastankom
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dihidratnog oblika karbamazepina, prilikom kontaktavodenim medijumom. Poznato
je da se dihidratni oblik karbamazepina odlikujé-1,6 puta nizom rastvorljives u
poraienju sa anhidrovanim polimorfnim oblicima karbanyna (Kobayashi i sar.,
2000). Kako se na profilima brzine rastvaranja &arbzepina izvrstih disperzija
izradenih sa poloksamerom 188 ne cawva ovo smanjenje brzine rastvaranja
karbamazepina, moze se pretpostaviti da poloksadf8 deluje protektivno,
spre&avajli nastanak dihidratnog oblika.

Poveanje udela polimera oino dovodi do powsanja brzine rastvaranja lekovite
supstance izvrstih disperzija. U skaju binarnih karbamazepin-poloksam®irstih
disperzija dobijeni su potpuno suprotni rezultasa povéanjem udela poloksamera
doSlo je do smanjenja brzine rastvaranja karbamiazeap izraienih ¢vrstih disperzija.
Najveta brzina rastvaranja karbamazepina postignutaderstih disperzija izrdenih u
karbamazepin:poloksamer masenom odnosu 1:1, dgiotewo identni profili brzine
rastvaranja karbamazepina dobijeni ispitivan@mstih disperzija koje su sadrzale isti
tip poloksamera, izigenih u karbamazepin:poloksamer odnosima 1:2 iSm3anjenje
brzine rastvaranja lekovite supstance sa panmem masenog udela poloksamera
opisano je prethodno u shkju ¢vrstih disperzija bikalutamida (Sancheti i sar.0&Di
albendazola (Castro i sar., 2010) sa poloksamer@d® Dobro je poznato da rastvori
poloksamera ispoljavaju termoreverzibilno gelit@uosobine, tj. iznad odtenih
vrednosti temperature i koncentracije poloksametazil do geliranja rastvora (Cabana
I sar., 1997, Sharma i Bhatia, 2004, Fusco i 28006, Hsu i sar., 2009, Tian i sar.,
2009). U literaturi se mogu tiarazlicite vrednosti za temperature iznad kojih dolazi do
geliranja rastvora poloksamera i one su opsegubodbl50°C. Vazno je napomenuti da
vrednosti temperature geliranja rastvora poloksamerise, kako od tipa poloksamera
tako i od koncentracije poloksamera, kao i od tiga drugih poménih supstanci, koje
mogu uticati, kako na vrednost temperature gelirdako i na vreme koje je potrebno
za geliranje (Dumortier i sar., 2006, He i sar.00Tian i sar., 2009). Do geliranja
dolazi u koncentrovanim rastvorima poloksameraadziodgovarajte koncentracije
praga (oko 15% u staju poloksamera 407 (Sharma i Bhatia, 2004)). TedanoZze
pretpostaviti da do formiranja gel sloja dolazi medupovrSini izméu cestica i
medijuma u regionima sa visokom koncentracijom ksdonera. Razlog za smanjenje

brzine rastvaranja karbamazepina sa pangm udela poloksamera moze biti
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poveanje debljine i viskoziteta gel sloja, Sto dovodi dsporenja difuzije molekula
karbamazepina u okolni medijum.

Postizanje najwe brzine rastvaranja karbamazepina c¢irstih disperzija sa
najmanjim udelom poloksamera je veoma cajao sa aspekta formulacije finalnog
farmaceutskog oblika. PoSto su za postizanje zd@gmaguceg stepena povanja
brzine rastvaranja tesko rastvorljivih lekovitihpstanci iz ¢vrstih disperzijacesto
potrebne velike kotine polimera, formulacija finalnog farmaceutskog likdy
prihvatljive mase za peroralnu primentgsto moZe predstavljati veliki problem.
Prilikom proizvodnje tableta kok&njem cvrstih disperzijacesto se mogu javiti
problemi tokom punjenja matrice tablet maSine i kamovanja usled loSe pratoosti
i lepljive konzistencije ¢vrstih disperzija. LoSa protoost takde moZe otezati
proizvodnju kapsula sa prethodno dobijeriwstim disperzijama. Jedan od problema
vezanih za formulaciju tableta &rstih disperzija predstavlja i mo§uost usporavanja
brzine rastvaranja lekovite supstance usled spa@gpadanja izdenih tableta
(Serajuddin i sar., 1999). Zbog svega navede&esp je prilikom formulacije finalnog
farmaceutskog oblika, potrebno dodati p@me materije koje olakSavaju sam proces
proizvodnje i omogéavaju zeljeno osloldanje lekovite supstance, Sto dodatno
pove&ava masu kor@og farmaceutskog oblika. Kako je u &u ispitivanih
karbamazepin-poloksameéyrstih disperzija, naju& brzina rastvaranja karbamazepina
postignuta iz disperzija sa relativnho visokim udeldekovite supstance (50%), a
uzimajwti u obzir i visoku terapijsku dozu karbamazepinarnfulacija finalnog
farmaceutskog oblika koji ima masu koja je prihwedl za oralnu primenu ne bi
predstavljala problem. Tale mogue je u formulaciju konanog farmaceutskog oblika
ukljuciti i druge poméne materije, a da se pritom zadrzi masa formulakig je

prihvatljiva za oralnu primenu.
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3.2. Formulacija i karakterizacija ternarnih karbam azepin-Soluplu$-poloksamer
188¢vrstih disperzija

U ovoj fazi istraZivanja, ternarne karbamazepinuhls®-poloksamer 18&vrste
disperzije formulisane su sa ciliem poagja brzine rastvaranja tesSko rastvorljive
model lekovite supstance karbamazepina. Tehnikpegksentalnog dizajna smesSe i
veSta&kih neuronskih mreza su primenjene kako bi se aspitticaj udela svih
komponenata u navedenim ternarnirstim disperzijama na brzinu rastvaranja
karbamazepina. Dobijeni uzorgivrstih disperzija su podvrgnuti fidohemijskoj
karakterizaciji primenom diferencijalne skenir@u kalorimetrije, polarizacione
mikroskopije na zagrejanoj pip difrakcije X-zraka na prasku, kao i ispitivarpuzine
rastvaranja karbamazepina sa ciljem ditxanja fizickog stanja karbamazepina unutar
matriksacvrstih disperzija, eventualno prisutnih polimorfrgrelaza, kao i mehanizama
odgovornih za pou@nje brzine rastvaranja karbamazepina iz ternarhrstih
disperzija.

3.2.1. Materijali

Kao komponente matriksa ternarnih karbamazepinghadt-poloksamer 188
cvrstih disperzija kori&ni su polietilenglikol-polivinilkaprolaktam-poliwilacetat graft
kopolimer (Soluplu$, BASF, Ludwigshafen, Nenika) i mikronizirani poloksamer 188
(Kolliphor™ P188 micro, BASF, Ludwigshafen, Ne#ka). Kao model tesko
rastvorljive lekovite supstance kaiéh je karbamazepin (Ph Eur 8.0, Galenika AD,
Beograd, Srbija). Apsolutni etanol (Ph Eur 8.0, &kerDarmstadt, Nent&a) je
koris¢en kao rastvataza izradwvrstih disperzija.

3.2.2. Izrada ternarnih karbamazepin-Soluplu§-poloksamer 188vrstih disperzija

Ternarne karbamazepin-Soluplysoloksamer 188 ¢vrste disperzije, sastava
definisanog primenom D-optimalnog eksperimentalrdigajna smeSe (Tabela 4),
izradene su metodom rastvaranja. Najpre su u apsolugtanolu rastvarani Solupf@is
poloksamer 188, meSanjem na magnetnoj mesalici (R@T basic, IKA-Werke
GmbH & Co. KG, Staufen, Nenika). Zatim je u tako pripremljen rastvor dodavana
odgovarajda kolicina karbamazepina i meSanje nastavljano do njegg@aigunog

rastvaranja. Dobijeni rastvori su izlivani na salsastakla, postavljena na vodenom

70



borde Medareu, Doktorska disertacija, 2015.

kupatilu, gde je vrdena evaporacija etanola zagjewana 60°CCvrsta masa zaostala
posle evaporacije etanola je uklanjana sa sahat@kala struganjem i nakon toga
¢uvana u zatvorenim staklenim dicama 48 h. Nakon tog perioda masa je
pulverizovana u tarioniku uz por@@istila u cilju dobijanjatvrste disperzije u obliku
prasSka na kojoj su vrSena dalja ispitivanja.

Tabela 4. Sastav ternarnih karbamazepin (CBZ)-SoluBipsloksamer 188 (P188)

¢vrstih disperzija sa dobijenim vrednostima odgov(@avisno promenljivih)

Udeli komponenata t L-

Udeli komponenata (%) pseudoskali

®
((3(5))2 SO'(‘;/E’)'”S '3(0/10?8 CBZ Soluplus® P 188 (?/3 (?/j;’
F1 | 50,00 48,92 1,08, 0,600 0,378 0,022 449 51,1
F2 | 50,00 39,47 10,53 0,600 0,189 0,211 62,9 77,4
F3 | 42,99 57,01 0,00/ 0,460 0,540 0,000 73,0 76,6
F4* | 50,00 39,47 10,53 0,600 0,189 0,211 64,3 75,2
F5 | 26,15 68,82 5,03 0,123 0,776 0,101 81,7 84,5
F6 | 20,00 80,00 0,00/ 0,000 1,000 0,000 67,6 74,5
F7 | 34,53 45,53 19,94 0,291 0,310 0,399 857 85,9
F8* | 20,00 80,00 0,00/ 0,000 1,000 0,000 68,2 70,7
F9 | 27,14 54,54 18,32 0,143 0,491 0,366 84,7 85,9
F10 | 20,00 63,59 16,41 0,000 0,672 0,328 93,5 91,5
F11 | 34,72 58,21 7,07 0,294 0,564 0,141 83,5 85,9
F12 | 41,61 48,30 10,09 0,432 0,366 0,202 75,3 81,1
F13 | 47,26 32,74 20,00 0,545 0,055 0,400 78,0 90,1
F14* | 50,00 48,92 1,08, 0,600 0,378 0,022 429 47,9
F15* | 20,00 63,59 16,41 0,000 0,672 0,328 92,9 94,2
F16* | 47,26 32,74 20,00 0,545 0,055 0,400 80,2 91,7
F17 | 44,33 39,79 15,88 0,487 0,196 0,317 79,9 89,8
F18 | 34,94 51,99 13,077 0,299 0,440 0,261 91,3 95,7
F19 | 22,61 66,19 11,20 0,052 0,724 0,224 86,2 91,7
F20 | 20,00 60,00 20,00 0,000 0,600 0,400 95,5 94,1
F21 | 42,57 52,44 499 0451 0,449 0,100 70,3 70,8
F22 | 33,86 62,73 341 0,277 0,655 0,068 74,5 80,1
T1 | 33,57 66,43 0,00 0,271 0,729 0,000 69,2 80,6
T2 | 47,66 46,68 5,66 0,553 0,334 0,113 55,3 70,6
T3 | 28,38 58,49 13,13 0,168 0,570 0,263 93,6 95,3
*ponovljeni eksperimenti

Odgovori

Q101 Q20 - kolicine rastvorenog karbamazepina (%) nakon 10 i 2Qtaiispitivanja
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3.2.3. In vitro ispitivanje brzine rastvaranja karbamazepina iz tenarnih
karbamazepin-Soluplu$-poloksamer 188vrstih disperzija

In vitro ispitivanje brzine rastvaranja karbamazepina mamih karbamazepin-
Soluplu§-poloksamer 188¢vrstin disperzija vrseno je kotinjem aparature sa
rotirajucom lopaticom u 500 ml pé&Scéene vode kao medijumu, pri brzini okretanja
lopatica od 75 o/min, u trajanju od 2 h. Nakoéntadefinisanog vremena (2, 5, 10, 15,
20, 30, 45, 60, 90 i 120 minuta) uzimano je 4 mbrlka, nakoncega je vrSena
nadoknada istom zapreminom sveZzeg medijuma. Nakonahja uzoraka, merena je
apsorbancija na 285 nm na Evolution 300 UV/Vis sm#&tometru (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, SAD), a koncentracija namtenog karbamazepina je
izratunavana na osnovu jedae kalibracione krive. Rezultati su prikazani kao
koli¢ina rastvorenog karbamazepina (%) za édn® vreme u odnosu na deklarisani
sadrzaj karbamazepina u uzorcima. Ispitivanja siena u triplikatu, a rezultati su

prikazani kao srednja vrednost + standardna dejgjac

3.2.4. Ispitivanje uticaja udela komponenata ternanih karbamazepin-Soluplus’-

poloksamer 188 ¢vrstih disperzija na brzinu rastvaranja karbamazepina

3.2.4.1. Eksperimentalni dizajn smeSe
D-optimalni eksperimentalni dizajn smeSe je k@S u cilju procene uticaja udela

karbamazepina (A), SolupfBi® (B) i poloksamera 188 (C) na brzinu rastvaranja
karbamazepina. Udeli komponenata su varirani unutapred postavljenih granica:

20%< A <50%

30%< B < 80%

0% < C < 20%,
uzimajwi u obzir rezultate preliminarnin eksperimenata ojegin&nu dozu
karbamazepina od 200 mg, koja bi trebala da sk namasi formulacije koja je
prihvatljiva za peroralnu primenu. Postavljanjemvedenih granica za udele
komponenata dobijen je eksperimentalni prostor asgjmog oblika u kome nisu
primenljivi tzv. simetréni tipovi eksperimentalnog dizajna smese, kao stgisiplex
lattice i simplex centroid pa je stoga primenjen D-optimalni eksperimentaliziajn

smeSe. Za planiranje eksperimenata i analizu duhijeezultata kori€&n je Design-
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Expert 7.0.0 softverski paket (Stat-Ease, Inc., idapolis, MN, SAD). Za nezavisno
promenljive odabrani su udeli karbamazepina (AJuSlas®-a (B) i poloksamera 188
(C) sa gore navedenim granicama, dok su kao zaysomenljive odabrane kdéine
rastvorenog karbamazepina (%) (u odnosu na sa#ter@amazepina u ispitivanom
uzorku) nakon 10 () i 20 (Qg minuta, s obzirom da je kod idenih ¢vrstih
disperzija @¢ekivano trenutno oslodanje karbamazepina. Postavljanjem definisanih
granica primenom navedenog softvera dobijena jeaSedhukupno 22 eksperimenata,
gde 5 eksperimentalnih proba predstavljaju ponaoeljeksperimente koji omoéavaju
procenu eksperimentalne greSke (Tabela 4). Ekspataimi podaci su uklapani u
linearni (28), kvadratni (29), specijalni kubni §30 kubni (31) Sefeov Scheffes

model:

Y=b1A+b,B+hsC (28)
Y=b;A+b;B+b3C+b12AB+bsAC+hb3BC (29)
Y= by A+b,B+bsC+b12AB+bsAC+hBC+by2:ABC (30)
Y =b;A+b,B+b3C+b12AB+b13AC+D,3B C+by125ABC+y1,AB(A-B)+713AC (A-C)+23BC(B-
C) (31)

gde je Y nezavisno promenljiva {§li Q20), A udeo karbamazepina, B udeo Soluftus
a i C udeo poloksamera 188, dokla,s i y13v23 predstavljaju koeficijente dobijenog
matematikog modela. Model koji najbolje opisuje zavisnogmeiu nezavisno
promenljivih i eksperimentalno odtenih zavisno promenljivin odabran je na osnovu
najvisih vrednosti koeficijenta determinacije *R prilagaienog koeficijenta
determinacije (engAdjusted R- Adj R?), koeficijenta determinacije predignja (eng.
Predicted R- Pred R), kao i najnizih vrednosti standardne devijac§®] i predviene
rezidualne sume kvadrata (emgedicted residual sum of square - PRE3®eficijent
determinacije ) pokazuje koji deo varijacije u zavisnoj promerdji se moze
objasniti varijacijama nezavisne promenljive. Ryddeni koeficijent determinacijeAd]

R%) predstavlja vrednost koeficijenta determinacijidagodenog prema brojilanova u
modelu. Vrednost prilagienog koeficijenta determinacije opada sa pBamgem
¢lanova u modelu, ukoliko ti nowlanovi ne doprinose poboljSanju samog modela.
Koeficijent determinacije pred#@anja Pred R) pokazuje koliko dobro model prede
vrednosti zavisno promenljivd?RESSpredstavlja pokazatelj koliko dobro se svaka

pojedin&na tatka u eksperimentalnom prostoru uklapa u dobijeniematitki model.
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Prilikom izra&unavanja vrednosti ovog parametra, za dobijanjeemattkog modela
koriste se sve tke osim jedne. Zatim se dobijeni model koristi za@dvidanje
vrednosti zavisno promenljive ucta koja nije kori€enja za dobijanje modela i nakon
toga izr&unava razlika izm#u stvarnih (eksperimentalnih) i predenih vrednosti
zavisno promenljive za datuctal. Isti postupak se ponavlja za sveéki pri cemu
PRESSredstavlja zbir kvadrata razlike izthestvarnih i predvenih vrednosti za sve
pojedin&ne take (Design-Expert 7.1 User’s Guide, 2007).

Koeficijenti u gore navedenim jed¢éinama r&unati su nakon predenja vrednosti
nezavisno promenljivih u L-pseudo skalu prema jéoha

L-Pseudo = (Maseni udeo komponentg(L-L) (32)
gde je L postavljena donja granica za maseni udeo kompenéntbir svih donjih
granica za masene udele komponenata.

Maseni udeo komponentectmat je prema formuli:

Maseni udeo komponente = (K@ha pojedingne komponente/Zbir kdlna svih
komponenata) (33)
Nakon odabira odgovarajeg modela, iz modela su eliminisatlanovi za koje je
primenom analize varijanse (ANOVA) pokazano da njanssatistéki znaajan uticaj
na vrednost zavisno promenljive (p>0,05). RezuHatprikazani i gradki kao konturni
grafik, trace grafik i dijagram dvokomponentne smeSe. Sposobrpstdviianja
dobijenog modela procenjivana je ka@egjem tri test formulacije (T1-T3) (Tabela 4)
koje nisu korigene u razvoju samog modela. Slaganje tameksperimentalnih i
predvidenih vrednosti za Qi Qo kod test formulacija procenjivano je na osnovu
izratunate vrednosti koeficijenta determinacij€)Ra rezultati su prikazani i grafi u

vidu korelacionog dijagrama (predeine vs. eksperimentalne vrednosti).

3.2.4.2. Vest#ke neuronske mreze

Za razvoj odgovarafieg modela vestkih neuronskih mreza koji opisuje zavisnost
izmedu udela karbamazepina, Solugies i poloksamera 188 i @i Q.o kori&en je
Statistica Neural Networks softver (StatSoft, Iftujsa, OK, SAD). Za potrebe ovog
ispitivanja odabrana je arhitektura ve&ih neuronskih mreza tipa viSeslojnog
perceptrona, sa jednim slojem skrivenih neuronagzbvoje relativno jednostavne

strukture i mogunosti modelovanja izuzetno kompleksnih zavisnosti izmedu
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Tabela 5. VeStake neuronske mreze (VNM) tipa viSeslojnog perceptr(MLP) sa

razlicitim brojem skrivenih neurona, aktivacionim funkeaia i vrednostima za brzinu

ucenja i momentum, testirane u ispitivanju

RMSE

RMSE

VNM Skriven_i Aktivac?_ona Brzina uéenjf\/ Trening |Verifikacioni RMSE
neuroni | funkcija Momentum set set Test set
MLP1 2 Logistika | 0,6-0,6/0,3-0,3 0,0691 0,1008 0,1044
MLP2 2 Logistika | 0,3-0,3/0,5-0,5 0,0944 0,0864 0,0976
MLP3 2 Logistcka | 0,3-0,6/0,3/0,3 0,0715 0,1142 0,0962
MLP4 2 Logistcka | 0,3-0,6/0,6-0,3 0,0827 0,1189 0,087y
MLP5 2 Hiperboltka | 0,6-0,6/0,3-0,3 0,0588 0,1215 0,1436
MLP6 2 Hiperboltka | 0,3-0,3/0,5-0,5 0,0829 0,1271 0,0928
MLP7 2 Hiperboltka | 0,3-0,6/0,3-0,3 0,0598 0,1202 0,1273
MLP8 2 Hiperboltka | 0,3-0,6/0,6-0,3 0,0589 0,1190 0,1464
MLP9 3 Logistcka | 0,6-0,6/0,3-0,3 0,0675 0,1146 0,1008
MLP10 3 Logistcka | 0,3-0,3/0,5-0,%5 0,0726 0,1182 0,0894
MLP11 3 Logistcka | 0,3-0,6/0,3-0,3 0,0793 0,0996 0,0964
MLP12 3 Logistcka | 0,3-0,6/0,6-0,3 0,0672 0,1162 0,103y
MLP13 3 Hiperboltka | 0,6-0,6/0,3-0,3 0,0555 0,1238 0,0620
MLP14 3 Hiperboltka | 0,3-0,3/0,5-0,5 0,0588 0,1202 0,1238
MLP15 3 Hiperboltka | 0,3-0,6/0,3-0,3 0,0576 0,1222 0,140%
MLP16 3 Hiperboltka | 0,3-0,6/0,6-0,3 0,0752 0,1157 0,087y
MLP17 4 Logistcka | 0,3-0,6/0,6-0,3 0,0660 0,1079 0,0935
MLP18 4 Logistcka | 0,6-0,6/0,3-0,3 0,0649 0,1118 0,107%
MLP19 4 Logistcka | 0,3-0,3/0,5-0,5 0,0810 0,1175 0,0748
MLP20 4 Logistcka | 0,3-0,6/0,3-0,3 0,0708 0,1145 0,093y
MLP21 4 Hiperboltka | 0,6-0,6/0,3-0,3 0,0550 0,1257 0,1668
MLP22 4 Hiperboltka | 0,3-0,3/0,5-0,3 0,0615 0,1253 0,1078
MLP23 4 Hiperboltka | 0,3-0,6/0,3-0,3 0,0560 0,1226 0,1552
MLP24 4 Hiperboltka | 0,3-0,6/0,6-0,3 0,0826 0,1267 0,0788
MLP25 5 Logistcka | 0,6-0,6/0,3-0,3 0,0674 0,0922 0,0740
MLP26 5 Logistika | 0,3-0,3/0,5-0,5 0,0866 0,1136 0,0799
MLP27 5 Logistcka | 0,3-0,6/0,3-0,3 0,0639 0,1110 0,1114
MLP28 5 Logistika | 0,3-0,6/0,6-0,3 0,0646 0,1147 0,1056
MLP29 5 Hiperboltka | 0,6-0,6/0,3-0,3 0,0559 0,1133 0,1516
MLP30 5 Hiperboltka | 0,3-0,3/0,5-0,5 0,0564 0,1202 0,1525
MLP31 5 Hiperboltka | 0,3-0,6/0,3-0,3 0,0571 0,1186 0,1427
MLP32 5 Hiperboltka | 0,3-0,6/0,6-0,3 0,0472 0,1192 0,1171

®Brzina wenja (a-b, gde ja brzina wenja na pdetku, ab brzina &enja na kraju

procesa obtavanja mreze)nomentunje ozng&en na isti néin
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promenljivih. Ispitivane mreze su otavane primenonback propagatioralgoritma za
ucenje. U toku razvoja modela varirani su broj neararskrivenom sloju, vrednosti za
brzinu Wwenja imomentuma takae su korigene i razkite aktivacione funkcije (Tabela
5), sa cillem dobijanja mreZe sa najboljom spos8fna@a generalizaciju. Tokom
samog procesa canja mreze podeSavanje vrednosti sik&pgti tezina vrSeno je
koriscenjem trening seta podataka. Verifikacioni set paki koji zapravo predstavlja
jedan deo trening seta podataka, kamisje u cilju préenja procesadgnja mreze na
osnovu vrednosti greSke izimate korisenjem funkcije greSke mreZeRNISE
Verifikacioni set. Kao funkcija greSke kor&na je funkcija sume kvadrata (ersgm-
squared function Koris¢eni softver izréunatu gresSku prikazuje kao koren srednje
vrednosti kvadrata (engoot mean square error-RM$ETest set podataka je sadrzao
podatke koji nisu kori&eni tokom procesacenja mreze i kao takav je kotéh za
potpuno nezavisnu procenu proceganja mreze na osnovu izimate vrednosti gresSke
(RMSE Test sgtkoja je korigena za izbor odgovardje arhitekture mreze. Spsobnost
predvidanja dobijenog modela veskdh neuronskih mreza je procenjivana na osnovu
korelacije eksperimentalnih i predenih vrednosti zavisno promenljivih kot&hjem
podataka za tri test formulacije (T1-T3). Slagangneiu eksperimentalnih i
predvidenih vrednosti za test formulacije procenjivano na osnovu vrednosti
koeficijenta determinacije @ a rezultati su prikazani i graki u vidu korelacionog
dijagrama (preddene vs. eksperimentalne vrednosti). dmraate vrednosti
koeficijenata determinacije kofi8ne su za podenje sposobnosti predianja modela
dobijenog primenom eksperimentalnog dizajna smeSwdela dobijenog primenom

vesSt&kih neuronskih mreza.

3.2.5. Fiz€kohemijska karakterizacija  odabranih  uzoraka ternarnih
karbamazepin-Soluplu$-poloksamer 188vrstih disperzija

Formulacije na kojima je vrSena fikbhemijska karakterizacija izabrane su tako da
se pokrije ceo eksperimentalni prostor, kako bissekao uvid u fiziko stanje
karbamazepina u matriksavrstih disperzija u zavisnosti od udela komponenata
disperzije. Tako su formulacije F1, F2, F5, F6, FI2, F13, F20 i F22 odabrane za
fizickohemijsku karakterizaciju.
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3.2.5.1. Diferencijalna skenirajita kalorimetrija (DSC)

Diferencijalna skenirajta kalorimetrija vrSena je u cilju procene $izdog stanja
karbamazepina u disperziji, eventualno prisutnininparfnih prelaza i lekovita
supstanca-matriks interakcija. Ispitivanje uzorékaarnihévrstih disperzija vrSena su
koris¢enjem DSC 1 diferencijalnog skenirégg kalorimetra (Mettler-Toledo, Giessen,
Nemaka). Precizno izmerena masa od 3 do 6 mg uzorkamimijumskoj posudi od
40 pl podvrgnuta je zagrevanju od 20 do 220°C nbrai od 10°C/min. Nakon toga je
vr§eno hldenje do 20°C brzinom od 20°C/min i na kraju ponozagrevanje do 220°C
brzinom od 10°C/min. Konstantan protok azota odn@nin odrzavan je tokom svih
analiza, a prazna aluminijumska posuda je keri& kao referentna. Sve analize su

vrSene u duplikatu.

3.2.5.2. Polarizaciona mikroskopija na zagrejanoj [o¢i

Polarizaciona mikroskopija na zagrejanojl@ vrsena u cilju vizuelnog péanja
promena u uzorcima tokom zagrevanja i pouzdantgrpmetacije promena genih na
DSC termogramima. Ispitivanje je vrSeno kéelsjem polarizacionog mikroskopa
Leica DMLB (Leica Microsystems, Wetzlar, Ne&ha) opremljenog pkom za
kontrolisano zagrevanje uzorka Linkam THMS 600 Kam Scientific Instrument Ltd,
Surrey, Velika Britanija). Uzroci su podvrgnuti zaganju od 25 do 200°C.
Fotomikrografije uzoraka na ragim temperaturama dobijene su kdégsjem
digitalne kamere mikroskopa i Leica Quick Win sefta (Leica Microsystems, Wetzlar,

Nemaka).

3.2.5.3. Difrakcija X-zraka na praSku

Difrakcija X-zraka na prasku vrSena je kako bi sekao uvid u fiztko stanje
karbamazepina avrstim disperzijama (kristalno ili amorfno) i detekale eventualne
promene polimorfnih oblika karbamazepina. Ispitjgasu vrSena koré&njem X'Pert
Pro MPD difraktometra (Panalytical, Almelo, Holajaji Uzorci su ispitivani u opsegu
26 uglova od 10 do 50°, kotinjem Cu K izvora zr&enja §=1,5406 A), sa vetinom
koraka od 0,017° i vremenom zadrzavanja od 30 kogpaku, pri naponu od 40 kV i
jacini struje od 40 mA. Sva ispitivanja su vrSena plddatu.
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3.2.5.4. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovomransformacijom (FT-IR)

FT-IR spektroskopija je kor&na za procenu lekovita supstanca-matriks intgekci
koje mogu zn&jno doprineti stabilizaciji amorfnog oblika lekteisupstance unutar
matriksa ¢vrstih disperzija. Ispitivanja su vrSena kéggjem FT-IR spektrometra
Nicolet iIS10 (Thermo Scientific, Waltham, MA, SAD)premljenog ATR sistemom
(Smart iITR, Thermo Scientific, Waltham, MA, SAD)pé&ktri ispitivanih uzoraka su
snimani u intervalu od 4000 do 650 ¢nsa rezolucijom od 4 ¢t pri emu je vr$eno

16 skeniranja za svaki spektar.

3.2.6. Rezultati i diskusija

3.2.6.1. In vitro ispitivanje brzine rastvaranja karbamazepina iz tenarnih
karbamazepin-Soluplu$-poloksamer 188vrstih disperzija

Profili brzine rastvaranja karbamazepina iz teritatnrstih disperzija u podenju
sa profilom brzine rastvaranjastog karbamazepina prikazani su na slici 20, dok j
tabelarni prikaz dobijenih rezultata dat u tabeli $a prikazanih profila brzine
rastvaranja jasno se ¢ava da je iz svih izeenih formulacija ternarniktvrstih
disperzija postignuto zkajno brze oslob#anje karbamazepina u pdenju sa
uzorcimacistog karbamazepina. Na profilu brzine rastvar&ajdamazepina wava se
karakteristéno sporo i nekompletno rastvaranje, gde se u tokuspitivanja rastvorilo
manje od 50% od ispitivane kdilne karbamazepina. Tokom samog ispitivanjaemnm
je da karbamazepin formira agregate koji zbog svoggofobne prirode plutaju po
povrSini medijuma, Sto dodatno usporava procesvaesmbja. Na profilu brzine
rastvaranja karbamazepina moZze sé&tuda nakon nekih 10 minuta ispitivanja dolazi
do usporavanja procesa rastvaranja. Uzrok ove pajaeZe biti nastanak dihidratnog
oblika karbamazepina pri kontaktu sa vodenim maedjm. Nastanak tesko
rastvorljivog dihidratnog oblika karbamazepina mangci faza karbamazepin-vodeni
medijum moZe dovesti do dodatnog smanjenja brzemgvaranja karbamazepina.
Rezultati dobijeni ispitivanjentistog karbamazepina su sasvirekivani, imaj¢i u
vidu nisku rastvorljivost ove lekovite supstancegbega je ona i izabrana kao model

lekovita supstancaza formulaciju ¢vrstih disperzija. Dok se u slu¢aju cistog
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Slika 20. Profili brzine rastvaranja karbamazepina iz karbarepin-Soluplfs
poloksamer 188 ternarnitvrstih disperzija u por@enju sacistim karbamazepinom
(CB2z)
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Tabela 6. Kolicina rastvorenog karbamazepina (%) (srednja vredtf®iS) u odnosu na
deklarisani sadrzaj karbamazepina iz uzoraka tenitar karbamazepin-Soluplfis

poloksamer 18&vrstih disperzija (F1-F22, T1-T3), odabranog uzoffkackih smesa

(F15PM) icistog karbamazepina (CBZ)

\(/rrn‘fr:)e F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8
0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 | 24,5+1,2 28,6+3,3| 45,3%5,8| 28,4+3,3 43,0+8,3 36,1+5,0| 48,7+5,4 29,5+12,4
5 | 38,13,2 46,1+0,8| 65,2+6,0| 49,0+1,2| 68,9+6,1| 59,3+3,0| 69,6+1,3 50,9+6,6
10 | 44,9444 62,9+3,0| 73,0+2,0| 64,3+1,7| 81,7+4,9| 67,6+1,3| 85,7+0,3| 68,2+2,8
15 | 48,3%4,3 71,5%3,3 75,9+3,3| 71,4+1,0| 84,4+4,0| 73,7+4,8| 89,240,6 71,4+1,9
20 | 51,1+3,3 77,4+1,8| 76,6+1,0| 75,2+2,0| 84,5+2,6| 74,5+4,0| 85,9+7,8| 70,7+5,2
30 | 56,7+3,3 79,945,8| 77,2+3,1| 82,8+0,8| 86,9+2,8| 77,6+4,9| 86,3+0,7| 74,345,0
45 | 60,1+2,9 85,0+4,1| 75,4+3,9| 87,3%1,1| 85,0+2,5 77,9+4,7| 85,9+4,3| 70,3+9,4
60 | 61,9+2,4 93,0+1,2| 76,9+0,5| 88,8+0,6| 86,2+2,4| 78,9+5,4| 89,4+0,3| 77,648,4
90 | 64,6+2,0 95,3+3,4| 75,8+2,2 89,3+0,5 85,7+1,9| 79,1+5,0| 88,9+2,9| 73,848,0
120 | 65,4+1,595, 50,8 74,4+1,1| 89,5+1,5 85,1+1,2| 80,2+2,1| 91,0+1,3| 74,8+3,9

vreme| g F10 F11 F12 F13 F14 F15 F16

(min)
0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 | 58,5+2,2 67,9+8,1| 44,8+8,8| 39,8+1,5| 35,7+5,6| 22,1+2,6| 65,8+7,4| 36,245,2
5 | 81,0+4,1 92,4+2,1| 70,2+3,8| 59,3%3,2| 63,8+1,2| 35,2+0,8| 86,4+6,6| 66,1+3,8
10 | 84,7+4,5 93,5+2,2| 83,5+2,9| 75,340,2| 78,0+2,7| 42,9+0,6/ 92,9+0,9| 80,2+3,4
15 | 87,4%5,9 92,5+2,8| 84,9+4,0| 76,8+3,7| 82,9+6,1| 45,1+0,5( 93,3+0,6| 85,245,5
20 | 85,9+2,4 91,5+0,9| 85,9+2,8 81,1+4,5| 90,1+6,7| 47,940,7| 94,2+2,4| 91,746,
30 | 82,9+1,7 90,3+2,0| 87,5+4,6| 87,4+4,2| 92,4+7,5| 52,6+0,9| 94,5+0,7| 96,2+5,3
45 | 85,0+1,9 90,7+1,7| 89,4+4,4| 87,6+4,5| 96,3+3,8| 56,8+1,9| 90,1+1,9| 97,0+2,5
60 | 84,8+2,1 87,5+5,2| 88,8+4,6| 91,3+5,3| 96,2+2,8| 60,9+0,5 92,5+0,3| 94,7+1,2
90 | 86,9+0,5 90,4+1,6| 89,3%3,2 92,8+3,4 97,2+2,4| 63,0+2,2| 91,7+2,2 95,7+1,5
120 | 88,0+2,4 89,8+3,5| 87,8+2,8| 91,7+5,2| 96,8+1,6| 66,2+1,3| 91,8+1,6 95,3+1,9
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Tabela 6. (nastavak)

vreme| 47 F18 F19 F20 F21 F22 T1 T2
(min)
0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 | 41,0%5,8 44,648,2| 53,4+6,3| 72,8+8,0| 40,8+4,9| 40,2+4,3| 29,4+4,0( 19,8+1,3
5 | 63,1%2,6 76,3+3,0| 74,3+5,6| 91,2+8,4| 60,3+1,8| 63,2+1,6| 52,5+1,5| 38,4+0,6
10 | 79,9+2,7 91,3+5,4| 86,2+2,8| 95,5+3,2| 70,3+1,4| 74,5+0,9| 69,2+3,1| 55,3+2,3
15 | 87,0+2,5 96,6+5,7| 88,5+2,0| 94,3+3,5| 71,5+1,5| 80,2+2,8 77,623,5| 63,2+2,5
20 | 89,8+2,3 95,7+4,1| 91,7+2,0| 94,1+2,2| 70,8+2,0| 80,1+0,6| 80,6+2,8( 70,6+2,9
30 | 96,0£2,9 96,3+4,6| 91,5+2,5| 94,1+1,8| 71,6+3,0| 80,4+1,3| 84,0+2,7| 80,0+5,8
45 | 96,3+2,8 94,8+2,8| 90,4+2,8| 92,3+2,6| 71,7+2,1| 79,9+1,5| 84,8+1,7| 86,7+5,7
60 | 97,0+0,5 93,1+1,6| 93,1+0,9| 90,4+2,2| 72,2+2,1| 80,3+0,6| 82,0+1,6( 88,7+1,6
90 | 98,1+1,0 93,6+2,6| 91,0+1,7| 92,8+2,3| 72,1+2,3| 79,8+0,8| 81,7+1,3| 92,4+4,2
120 | 95,2+2,1 91,0+1,2| 91,4+0,9| 91,3+1,4| 70,1+2,3| 78,8+0,3| 81,3+0,8 93,5+4,1]
vreme| 13 | F1spM | cBZ
(min)
0 0 0 0
2 | 56,120,5 29,3+1,0| 1,0£0,2
5 |82,8+2,1] 39,5+0,6| 2,5:0,1
10 | 93,6+0,1 42,9+1,2| 12,6+0,8
15 | 96,1+1,6 46,9+0,4| 13,620,3
20 | 95,3+1,4 48,6+0,6| 15,3+1,2
30 | 93,640,1 51,5+1,6| 20,4+1,2
45 | 93,610,9 54,0£1,5( 27,740,5
60 | 91,4+1,5 55,7+2,6| 33,0+0,4
90 | 91,4+1,1] 57,0+3,2| 41,6+1,5
120 | 88,0£0,1 58,2+2,4| 47,2+1,7

karbamazepina tokom prvih 10 minuta ispitivanjavasio tek oko 12% od ispitivane
koli¢ine, za isti vremenski period rastvorilo se vise8@d6 karbamazepina kod 11 od
22 pripremljene formulacije ternarnitvrstih disperzija. Kako je cilj ispitivanja bila
formulacija ternarniltvrstih disperzija iz kojilte biti postignuto trenutno oslodenje
je kaha

karbamazepina (%) nakon 10:6Ri 20 minuta (Qg) u odnosu na deklarisani sadrzaj

karbamazepina, za paenje formulacija odabrana rastvorenog
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karbamazepina u ispitivanim uzorcindarstih disperzija. Vrednosti Qi Qo za sve
ispitivane formulacije prikazane su u tabeli 4dabijenih rezultata moze sedith da su
najvise vrednosti € i Qo (iznad 90%) postignute kod formulacija F10, F153H-20 i
T3, koje su sadrzale najnize udele karbamazepinajviSe udele poloksamera 188.
Ternarneivrste disperzije karbamazepin-SolufSlymloksamer 188, iztiene metodom
rastvaranja nisu do sada opisane u literaturi.,lgakpordenje se mogu uzeti rezultati
nedavno objavljenog rada u kome su opisane karbepimasoluplu§-poloksamer 407
cvrste disperzije izidene metodom ekstruzije toplienjem. U pi@eju sa ovim
rezultatima moZe se zakjti da je formulacijom ternarnih karbamazepin-Salsp-
poloksamer 188¢vrstih disperzija postignuto zé@no vee poveéanje brzine
rastvaranja karbamazepina. Ipak, pored osobina $ammeilacije, jedan od razloga za
ovakav rezultat moZe biti i to Sto je u prethodstjdiji (Buris i sar., 2014b) ispitivanje
brzine rastvaranja vrSeno na samim ekstrudatima, @a prasku. Tako jedan od razloga
za veéu brzinu rastvaranja karbamazepina iz karbamazepinplu€-poloksamer 188
¢vrstih disperzija moZze biti i @ speciféna povrSina sistema koja je u kontaktu sa
medijumom, Sto dovodi do brZzeg rastvaranja. U nedavispitivanju, pokazano je da
se formulacijom binarnih karbamazepin-Soluflésrstih disperzija postize trenutno
oslobaanje karbamazepina kod disperzija koje su sadd@al@0% karbamazepina, pri
¢emu su slini rezultati postignuti kod disperzija izienih ekstruzijom topljenjem i
metodom rastvaranja (Lim, 2013). Rezultati ovogitigpnja su pokazali da se
dodatkom poloksamera 188 dodatno gew@ brzina rastvaranja karbamazepifime

se omoguava postizanje trenutnog oslaaaja karbamazepingak i iz formulacija sa
visokim udelom karbamazepina. Tako je kod formy¢aé¢il6, koja sadrzi relativho
visok udeo karbamazepina (47,3%) postignuto trenuslobdanje karbamazepina,
gde je Qo=80,2% i Q¢=91,7%. Pozitivan efekat dodatka poloksamera 188 na
poveanje brzine rastvaranja karbamazepina moze se lj@jbatiti kada se porede
profili brzine rastvaranja formulacija F1 i F4, kaggadrze po 50% karbamazepina (Slika
21). Dodatak oko 10% poloksamera 188 formulacij, kkja je sadrzala oko 1%
poloksamera, doveo je do Za@og povéanja brzine rastvaranja karbamazepina, pri
cemu su vrednosti Q i Qo pove&ane za oko 20%. Posmatrajuprofile brzine
rastvaranja formulacija F1, F3, F6, F8, F14, F222 FT1 (Slike 20a i 20b) moze se

uociti sporije i nekompletnorastvaranjekarbamazepinaZa sve ove formulacijeje
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Slika 21. Uporedni prikaz profila brzine rastvaranja karbaegpina iz formulacija F1 i
F4

zajednéko da sadrze niske udele poloksamera 188, ili gasteone sadrze. Ovim je
potvideno da je dodatak poloksamera 188 neophodan posdaal postizanje brzog
rastvaranja karbamazepina derstih disperzija u Solupl{fspolimeru, 3to daje jasnu
prednost ternarnim karbamazepin-SoluBipsloksamer 188vrstim disperzijama u
odnosu na binarne karbamazepin-Soluplasrste disperzije. Binarne karbamazepin-
poloksamervrste disperzije ne bilo moge izraditi kori€enim postupkom izrade uz
primenu etanola kao rastvaea zbog niZze temperature topljenja poloksameranosa
na temperaturu na kojoj je vrSeno uklanjanje rast#a Zbog toga izrada binarnih
karbamazepin-poloksamévrstih disperzija opisanim metodom nije razmatrarevom
istraZivanju.

lako se na profilima brzine rastvaranja svih foratijh jasno utava pojava platoa
nakon 30 minuta, ispitivanja su vrSena tokom 2 &kokbi se detektovala pojava
precipitacije karbamazepina iz superzesbg rastvora, ukoliko je prisutna. Poznato je
da se formulacijomévrstih disperzija, usled brzog rastvaranja lekovgpstance,
postiZze stanje superzésnja, ¢cime se zné&jno moZe pov@&ti brzina i obim
resorpcije lekovite supstance.lpak, precipitacija molekula lekovite supstance iz
superzasienog rastvora moze z¢ggno umanijiti stvarnu korist od formulacigerstih
disperzija i onemodgiiti dostizanje krajnjeg cilja-povanja bioloSke raspoloZivosti

lekovite supstance. lako je kod ternarnitrstih disperzija sa naj¢em brzinom
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rastvaranja karbamazepina postignut stepen supé&ngsod oko 2,5 puta (u odnosu na
rastvorljivost karbamazepina od 160 pg/ml, déres u preliminarnim eksperimentima),
precipitacija karbamazepina nije dama ni kod jedne od ispitivanih formulacija.
Odsustvo precipitacije tokom ispitivanja brzinetvasanja pokazuje da Solupfus
poloksamer 188, mogu inhibirati precipitaciju kari@zepina iz superzg@sinog
rastvora.

U cilju sticanja boljeg uvida u mehanizme koji dopse povéanju brzine
rastvaranja karbamazepina iz ternarnih karbamazegiaplus-poloksamer 188vrstih
disperzija, potrebno je sprovesti uporedno ispifigabrzine rastvaranja izvrstih
disperzija i fiztkih smeSa ekvivalentnog sastava. Uporedni profiiire rastvaranja
formulacije ¢vrstih disperzija F15, fizke smeSe istoventnog sastava F15Pdikiog
karbamazepina prikazani su na slici 22. Na prikamarofilima jasno se u@va razlika
izmedu ternarnih¢vrstih disperzija i fiztkih smeSa, prétemu se karbamazepin brzo i
kompletno rastvara jedino iz uzorakerstih disperzija. Na profilu brzine rastvaranja
fizicke smeSe F15PM dava se da nakon inicijalnog brzog rastvaranja kadzepina,
dolazi do naglog usporavanja rastvaranja karbammaaepmsled mogteg nastanka
dihidratnog oblika karbamazepina. Ova pojava smoge ugiti na profilima brzine

rastvaranja ternarniévrstih disperzija, izuzev dve formulacije istovegreastava F1

g = .
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Slika 22. Uporedni prikaz profila brzine rastvaranja karbamggpina iz formulacije
¢vrstih disperzija F15, fizke smeSe idertiog sastava F15PMdistog karbamazepina
(CB2)
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I F14, koje sadrze visoki udeo karbamazepina (50%iyak udelo poloksamera 188
(oko 1%). Tako inhibicija nastanka dihidratnog khlkarbamazepina predstavlja jedan
od mogdih mehanizama povanja brzine rastvaranja karbamazepina iz ternarnih
karbamazepin-Soluplfispoloksamer 18&vrstih disperzija. Odsustvo ovog efekta kod
fizicke smeSe moze se objasniti time da se jedino faeiam cvrstih disperzija
omoguava blizak kontakt Soluplfisa i poloksamera 188 s@sticama karbamazepina,
¢ime se spréava formiranje dihidratnog oblika na granici fazarbamazepin-vodeni
medijum. Kako se formulacija ternarnifvrstih disperzija pokazala kao znatno
efikasniji n&in za povéanje brzine rastvaranja karbamazepina u odnosuznke
smesSe, dodatni mehanizmi pored micelarne solubijzdekovite supstance doprinose
poveanju brzine rastvaranja karbamazepina. U cilju asf@ potpunog uvida u
mehanizme koji doprinose palanju brzine rastvaranja karbamazepina iz ternarnih
¢vrstih disperzija neophodno je sprovesti sveobuhvéizickohemijsku karakterizaciju
uzorakadvrstih disperzija, kao Sto je i prikazano u drugdetu ove faze ispitivanja. Na
osnovu rezultatan vitro ispitivanja brzine rastvaranja karbamazepina iadenih
ternarnih¢vrstih disperzija moZe se zakldjti da je formulacija ternarnih karbamazepin-
Soluplu$-poloksamer 18&uvrstih disperzija izuzetno uspedancimaza povéanje
brzine rastvaranja karbamazepina, @mnu se formulacijom ovih sistema moze posti
izuzetno brzo rastvaranje ove tesko rastvorljideoVie supstance odlak preko 90%

rastvorenog karbamazepina tokom prvih 10 minutgivsmja.

3.2.6.2. Ispitivanje uticaja udela komponenata terarnih karbamazepin-Soluplus®-
poloksamer 188¢vrstih disperzija na brzinu rastvaranja karbamazepina

3.2.6.2.1. Eksperimentalni dizajn smeSe

Na osnovu posmatranja profila brzine rastvaranjeb&aazepina iz iztkenih
ternarnih ¢vrstih disperzija moze se éiosamo do grube procene uticaja udela
pojedin&nih komponenata na brzinu rastvaranja karbamazeigirtarnarnih¢vrstih
disperzija. U cilju dobijanja detaljnog uvida uaaj faktora (udeli komponenatarstih
disperzija) na brzinu rastvaranja karbamazepinatemarnih ¢vrstih disperzija,
kvantifikacije faktorskih efekata i faktorskih imékcija, vrSena je analiza primenom

eksperimentalnogdizajna smesSe. Veliki raspon u vrednostimaodabranih zavisno

86



borde Medareu, Doktorska disertacija, 2015.

Tabela 7. Vrednosti statistkihn parametara dobijenih nakon uklapanja
eksperimentalnih rezultata u raatie matematike modele

Zavisna promenljiva - Qo

Model SD R Adj R? Pred R? PRESS
Linearni 7,21 0,762 0,737 0,678 1338,29
Kvadratni 5,27 0,893 0,860 0,776 930,90
Specijalni kubni 4,16 0,938 0,913 0,852 617,45
Kubni 3,21 0,970 0,948 0,871 537,36

Zavisna promenljiva - Qo

Model SD R Adj R? Pred R PRESS
Linearni 7,52 0,689 0.656 0,576 1465.70
Kvadratni 575 0,847 0,799 0.670 1139.42
Specijalni 4 47 0913 0.879 0,787 735,39

kubni

Kubni 329 0,962 0,934 0,811 653,13

promenljivih (Qo I Q) izmeiu razlgitih formulacija pokazuje da se na brzinu
rastvaranja karbamazepina iz ieaih ternarnihcvrstih disperzija moze uticati
promenom udela komponenat#&vrstin disperzija. Ovo opravdava primenu
eksperimentalnog dizajna smeSe u cilju dobijanjaemattkih modela koji definiSu
kvantitativhu zavisnost iznde udela karbamazepina, Solugitesi poloksamera 188 sa
jedne strane i Qi Qo sa druge strane. Na osnovu vrednosti stékistiparametara (R
Adj R? Pred R, SD i PRESS), datih u tabeli 7, kubni model je izabkao model koji
najbolje opisuje zavisnost izie udela komponenata ternarrrstih disperzija i obe
zavisne promenljive (Q i Q). Statisttkom analizom dobijenih rezultata primenom
analize varijanse (ANOVA) utden je statistiki zna&ajan uticaj udela svih
komponenata ternarnih karbamazepin-Soluplpsloksamer 188vrstih disperzija, kao

i njihovih metusobnih interakcija. Nakon eliminacigganova matematkih modela za
koje primenom analize varijanse nije ustanovljatisticki znatajan uticaj na vrednosti
Q1o | Qo dobijeni su matematki modeli koji opisuju zavisnost iznia udela
karbamazepina, Solupftis i poloksamera 188 i Qi Q.o, prikazani u odnosu na L-
pseudo skalu (34 i 36) i stvarne vrednosti ispititadaktora (35 i 37):
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Quo = - 93,914 + 67,72B, - 294,73G + 303,74AB, + 1055,29AC, + 806,34BC,-
1302,84AB,,C,- 443,85BC,(B,-Cp) (34)

Qi = - 4,825A - 0,3773B - 43,417C + 0,1215AB + 0,84T3A 0,8506BC -
0,01042ABC - 0,003551BC(B-C) (35)
(SD=3,19, B=0,9658, Adj R=0,9487, Pred R=0,9125, PRESS=364,03, p<0,0001)

Quo = - 79,54A + 72,708 - 376,17G + 277,82AB, + 1219,53AC, + 930,40BC, -
1432,64AB,C,- 483,44BC,(B,-Cp) (36)

Qx = - 4,376A - 0,2198B - 49,856C + 0,1111AB + 0,94T7A 0,9495BC -
0,01146ABC - 0,003867BC(B-C) (37)
(SD=3,39, B=0,9535, Adj B=0,9302, Pred R=0,8747, PRESS=432,59, p<0,0001)

gde su Qo i Qo koli¢ine rastvorenog karbamazepina (%gvzstih disperzija nakon 10

i 20 minuta u odnosu na deklarisani sadrzaj karlzapiaa ucvrstim disperzijama, A
stvarni udeo karbamazepina (%)éwstim disperzijama, B stvarni udeo Solufhss
(%) u c¢vrstim disperzijama, C stvarni udeo poloksamera 188 u c¢vrstim
disperzijama, dok su AB, i C, udeli karbamazepina Solupftsa i poloksamera 188 u
L-pseudo skali. Na osnovu dobijenih vrednosti stikih parametara (R Adj R?, Pred
R?, PRESS i SD) moZe se zakijti da dobijeni modeli verno opisuju zavisnost iztae
udela karbamazepina, Soluphs i poloksamera 188 sa jedne straneid QQ. Ssa
druge strane. U cilju lakSe interpretacije dobieraktorskih efekata, rezultati su
prikazani i graftki kao konturni grafiktrace grafik i dijagram dvokomponentne smeSe
(Slike 23 i 24). Na ovim graficima mode je u@iti promenu u vrednostima odabranih
indikatora brzine rastvaranja karbamazepina;o(®@ Q) Sa promenom udela
komponenata&vrstih disperzija. Na prikazanim konturnim grafi@n(Slike 23a i 23b)
uocava se da se najviSe vrednosib Qostizu pri najvisSim udelima poloksamera 188 i
najnizim udelima karbamazepina (region predstavjprenom bojom na grafiku). U
slucaju drugog ispitivanog parametrazfdnajvise vrednosti su zabelezene pri najvisSim
udelima poloksamera, bez obzira na udeo karbamaaelNia osnovu ovako prikazanih

rezultata moze se izvesti jasan zaldju o pozitivnom efektu poloksamera 183
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80 20 50 80 20 50
a) B:Soluplus Q10 C:P188  b) B:Soluplus Q20 C: P188

Slika 23. Konturni grafik uticaja promene udela karbamazep{@BZ), Soluplia i
poloksamera 188 (P188) u ternarnifwrstim disperzijama na (a) Qi (b) Qo,

predvidenog modelom dobijenim eksperimentalnim dizajnoetem

pove&anje brzine rastvaranja karbamazepina. Dok se o] fazi procesa rastvaranja
ispoljava znaajan efekat udela karbamazepina na brzinu rastiakambamazepina iz
cvrstih disperzija, kasnije taj efekat postaje mdmjazen, tako da se viSe necawaju
razlike u kolEini rastvorenog karbamazepina iziaecvrstin disperzija sa visokim i
niskim udelima karbamazepina. Ovo predstavlja veamaiajnu ¢injenicu i pokazuje
da je formulacijom ternarnih karbamazepin-SoluPipsloksamer 188 &vrstih
disperzija mogée postéi brzo oslobdanje karbamazepinaak i pri njegovim relativho
visokim udelima. Tako je vrednost,Qod preko 90% postignuta i pri udelima
karbamazepina od oko 50%tace graficima (Slike 24a i 24c) prikazana je promena u
vrednostima zavisno promenljive kao posledica prenedela jedne komponente, dok
se odnos udela drugih komponenata odrzava konstanRrikazivanjem rezultata na
ovakvom tipu grafika moze se étslika o uticaju udela pojeditaih komponenata na
vrednost préenih zavisnih promenljivin. Na prikazanitrace graficima udava se da
udeo karbamazepina ispoljava ndjveuticaj na oba prena parametra brzine
rastvaranja karbamazepina iz ternartimstih disperzija (@ i Q). Pri tome se sa
poveanjem udela karbamazepina smanjuje vrednosp i Q.. Natrace graficima se

uocava i tendecija porasta vrednostio® Qo Sa porastom udela poloksamera 188, pri
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¢emu se pri najviSim udelima poloksameratax@a pojava platoa krive. Kriva koja

pokazuje uticaj udela Solupfie na vrednost @ i Q. pokazuje karakteristin

paraboléni oblik, sa inicijalnim porastom, a zatinadom vrednosti @ i Qx pri

Q10

Q20

c)
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Slika 24. (a) Trace grafik i (b) dijagram dvokomponentne Seneticaja promene udela

karbamazepina (CBZ), Solupfua i poloksamera 188 (P188) u ternarnirstim

disperzijama na @, predviZenog modelom dobijenim eksperimentalnim dizajnom

smese. (c) Trace grafik i (d) dijagram dvokomponersgmese uticaja promene udela

karbamazepina (CBZ), Solupfua i poloksamera 188 (P188) u ternarnirstim

disperzijama na &), predvifZenog modelom dobijenim eksperimentalnim dizajnom

smese
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poveanju udela Soluplfsa. Parabotini oblik svih krivih natrace graficima ukazuje
na nelinearnu zavisnost izthe udela svih komponenata u ternarnim karbamazepin-
Soluplu§-poloksamer 188vrstim disperzijama i vrednosti:@i Qo kao i na znéajan
uticaj faktorskih interakcija, kao Sto je prethodmmtvideno primenom analize
varijanse. Dijagrami dvokomponentne smeSe pokapujumenu vrednosti {9 (Slika
24b) i Qo (Slika 24d) kao posledica promene udela dve korapts dok se udeo tre
komponentne odrZzava konstantnim. Sa prikazanihgidijaa dvokomponentne smesSe
moZe se udti da dodatak poloksamera 188 binarnim karbamaz&piuplu$
sistemima dovodi do porasta vrednosti, kako param®@i, tako i parametra £. Pri
tome se dodatkom poloksamera 188 binarnim karbapiraSsluplu§ sistemima
ostvaruje linearan rast vrednosti parametra. @ijagrami dvokomponentne smesSe
pokazuju da se najvise vrednosti;0Qi Qo postizu pri relativnim odnosima
karbamazepina i poloksamera 188 od 1:1.

Na osnovu rezultata dobijenih primenom eksperimeatadizajna smeSe moze se
steti uvid u uticaj sastava ternarnih karbamazepin-Slakf-poloksamer 18&uvrstih
disperzija na brzinu rastvaranja karbamazepinanalge pokazan zwaj dodatka
poloksamera 188 wu cilju postizanja Zeljenog @owga brzine rastvaranja
karbamazepina. U prethodnim radovirauris i saradnicifpuris i sar., 2014b) i Tawde
i saradnici (Tawde i sar., 2012) su pokazali siistitki uticaj Soluplu§-a i
poloksamera na povanje brzine rastvaranja karbamazepina i simvastatitzraienih
ternarnih ¢vrstih disperzija. Park i saradnici su u nedavngadjenom istraZivanju
pokazali da je dodatak poloksamera 407 neophodéwv um postizanje Zeljenog
pove&anja brzine rastvaranja repamipidacizstih disperzija izréenih sa PVP-VA 64
kopolimerom. Pokazano je da se dodatkom poloksaméia omogtiava stvaranje
hidrofilnog okruzenja unutar matriks@vrste disperzije koje omogava brze
rastvaranje, dok PVP-VA 64 omogava spréavanje rekristalizacije rastvorene lekovite
supstance iz superzésnog rastvora (Park i sar., 2013). Ucslu filmova sa polie-
kaprolaktonom koji su sadrzalvrstu disperziju teSko rastvorljive lekovite supste,
pokazano da je da se nakon inkorporiranja poloksarh88 u sistem, u toku procesa
rastvaranja utava stvaranje velikog broj pora u matriksu kao @disia brzog
rastvaranja hidrofilnog poloksamera 188 (Shen i, 26X13). Tako se i staju ternarnih

karbamazepin-Soluplfispoloksamer 188 &vrstih  disperzija pow@nje brzine
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rastvaranja karbamazepina sa dodatkom poloksan8&anbze objasniti hidrofilnom
prirodom i brzim rastvaranjem ovog polimera Stopmsledicu ima stvaranje velikog
broja pora u matriksuvrstih disperzija. Stvaranje pora i kanala uslexbfrrastvaranja
poloksamera 188 olakSava penetraciju vodenog nradijudifuziju rastvorene lekovite
supstance u okolni medijum. Na osnovu rezultatagavprethodnih istrazivanja moze
se zakljuiti da je u sldaju formulacijec¢vrstih disperzija tesSko rastvorljivin lekovitih
supstanci sa amorfnim polimerima (PVP, SoluPJuslPMC...) potrebno razmotriti
dodatak brzo rastvorljivih hidrofilnih polimera (joksameri, PEG) u cilju postizanja

Zeljenog povéanja brzine rastvaranja lekovite supstance.

3.2.6.2.2. Vest&e neuronske mreze

U cilju dobijanja modela koji daje zavisnost iztneudela komponenata u ternarnim
karbamazepin-Soluplfispoloksamer 188&vrstim disperzijama i @ i Qs pored
eksperimentalnog dizajna smeSe, kigrie su i veStke neuronske mreze tipa
viSeslojnog perceptrona. Na osnovu vrednosti greikdrening i test setu podataka
(Tabela 5), kao odgovardja mreZza odabrana je veSta neuronska mreza MLP 13,
koja je prikazana na slici 25. Odabrana mreza sdalj2 tri neurona u skrivenom sloju,
dok je kao aktivaciona funkcija koégna hiperbotina funkcija. Vrednosti za brzinu
uc¢enja od 0,6 imomentumod 0,3 pokazale su se kao optimalne. Trodimenmona
ternarni grafici kojima je predstavljena zavisnagmedu udela karbamazepina,
Soluplu§-a i poloksamera 188 u ternarniwrstim disperzijama i @ i Qo, predvitena
modelom vestkih neuronskih mreza tipa viSeslojnog perceptroaPM3, prikazani
su naslici 26. Sa prikazanih grafika jasno se mozegituala se vrednosti € i Qo
zn&ajno menjaju sa promenom udela svake pojeédia&omponentévrste disperzije.

Na graficima se moze ucciti da vrednosti Q1o i Qo rastu sasmanjenjemudela

Skriveni sloj

Izlazni sloj

Ulazni sloj E

%

Slika 25. Sematski prikaz odabranog modela vei&taneuronskih mreza MLP 13
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Slika 26. Trodimenzionalni grafik povrSine odgovora uticgj@mene udela
karbamazepina (CBZ), Solupfua i poloksamera 188 (P188) u ternarnirstim
disperzijama na (a) @1 (b) Qo, predvitenog modelom vegtiah neuronskih mreza

karbamazepina i po¢anjem udela, kako Solupf@s, tako i poloksamera 188, $to je u
saglasnosti sa prethodno navedenim rezultatimgedoin primenom eksperimentalnog
dizajna smeSe. Na osnovu dmaatih vrednosti koeficijenta determinacije
(eksperimentalne vs. predene vrednosti zavisno promenljive) od 0,9580f@ 0,915
(Q20) na trening setu podataka mozZe se zaitljula dobijeni model dobro opisuje
zavisnost izméu udela komponenata u ternarnim karbamazepin-Seithploloksamer
188 ¢vrstim disperzijama i @ 1 Q0. Dobijene vrednosti koeficijenata determinacije su
neznatno nize od onih koje su dobijene za modele ko razvijeni kori&enjem
eksperimentalnog dizajna smese. Ipak, vrednosfidsmata determinacije iztanatih
na trening setu podataka ne mogu se uzeti kao poudlikator kvaliteta dobijenog
modela, jer se sam model razvija upravo namda se minimizira greSka u predanju
vrednosti zavisno promenljivih u trening setu ped#tat Zbog toga dobijene visoke
vrednosti koeficijenata determinacije na treninguspodataka mogu zapravo biti
artefakt samog proces&anja mreze i pokazatelj dobijanja ptene mreze. Zato je za
procenu sposobnosti predanja dobijenih modela kotién test set podataka koji nije
koris¢en u razvoju modela. Vrednosti;Qi Q.o predviene korisenjem modela
eksperimentalnoglizajnasmesei vest&kih neuronskinmrezana test setu podataka
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Tabela 8. Eksperimentalne i prediene vrednosti €@ i Qo kori&¢enjem modela

dobijenih primenom ve&thkih neuronskih mreza (VNM model) i eksperimentalnog

dizajna smeSe

Zavisna promenljiva - Qo

Eksperimentalne Predvidene Predvidene vrednosti
\?rednosti vrednosti (Eksperimentalni dizajn
(%) (VNM model) smese)
(%) (%)
T1 69,2 71,6 83.9
T2 55,3 58,3 59.0
T3 93,6 90,7 88.5
Zavisna promenljiva - Qo
Eksperimentalne Predvidene Predvidene vrednosti
\erednosti vrednosti (Eksperimentalni dizajn
(%) (VNM model) smese)
(%) (%)
Tl 80,6 75,8 86.3
T2 70,6 69,2 66,5
T3 95,3 92,3 90.6

100 -
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50

50

a)
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80 -

70 -

60 -

100 -

90 -

80 A

70 A

60 -

Predvidene vrednosti (%)

60 70

Eksperimentalno dobijene vrednosti (%)

50

80 90 100 50 6

b)

0 70 80 90 100

Eksperimentalno dobijene vrednosti (%)

Slika 27. Graficki prikaz korelacije izm#u eksperimentalnih i predienih vrednosti za

Q101 Q20 (@) modelom vestaih neuronskih mreza i (b) modelom dobijenim priomen

eksperimentalnog dizajna smeSe
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prikazane su u tabeli 8. Na osnovu dilafi prikazanog slaganja eksperimentalno
dobijenih vrednosti @ i Qo (Slika 27) i vrednosti ovih parametara preidnih
koris¢enjem navedenih modela (Tabela 8), mozZe se zdkifla neSto bolju sposobnost
predvidanja pokazuje model dobijen primenom végita neuronskih mreza. Dobijene
vrednosti koeficijenata determinacije od 0,978 deloveStékih neuronskih mreza) i
0,741 (modeli dobijen primenom eksperimentalno@jtia smese) su pokazale da oba
modela dobro opisuju zavisnost izioe ispitivanin promenljivih, pricemu model
vesStakih neuronskih mreza pokazuje bolju sposobnostydadja, Sto moze ukazati na
nelinearnu zavisnost izrde ispitivanin promenljivih. Kako se i primenom
eksperimentalnog dizajna smeSe dobijaju brojneskeriinformacije, koje se ne mogu
dobiti primenom veStkih neuronskih mreza (statigtia analiza faktorskih efekata,
graficki prikaz uticaja promene udela pojedindn komponenata smeSe i udela sastava
dvokopmonentne smeSe na vrednosti zavisno promigmjjikombinacija obe tehnike

predstavlja racionalno reSenje u cilju postizarggaljih rezultata.

3.2.6.3. Fiz¢kohemijska karakterizacija odabranih uzoraka ternarnih
karbamazepin-Soluplu$-poloksamer 188vrstih disperzija

DSC termogrami polaznih supstanci i ikeaih ternarnih ¢vrstih disperzija
prikazani su na slici 28. Na termogramu karbamamegblika 28a) utavaju se ftri
karakteristtha pika, dva endotermna i jedan egzotermni, Stoujeskladu sa
termogramom polimorfnog oblika 1ll, koji su prethaoal opisali Grzesiak i saradnici
(Grzesiak i1 sar., 2003). Endotermni pik ¢cea na 175,4°C odgovara topljenju
polimorfnog oblika Il karbamazepina i @en je egzotermnim pikoma 177,2°C
usled rekristalizacije polimorfnog oblika I. Nastpblimorfni oblik | se zatim topi na
191°C, Sto se manifestuje pojavom endotermnog pika DSC termogramu
karbamazepina. Dobro je poznatajenica da karbamazepin ispoljava enantiotropni
polimorfizam, odnosno da postoji odena temperatura prelaza, ispod temperature
topljenja polimorfa, na kojoj oba polimorfa imajstu vrednost slobodne energije. U
slweaju karbamazepina temperatura prelaza iznosi 7B&bnge i Brooke, 1991). Pri
temperaturama ispod temperature prelaza stabjnipolimorfni oblik 11I, dok je pri
temperaturama iznad temperature prelaza, zbog wiédnosti slobodne energije,

stabilniji polimorfni oblik I. Na DSCtermogrampoloksamera 188Slika 28a)moze se
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Slika 28 (a-d). DSC termogrami karbamazepina (CBZ), SoluPlaspoloksamera 188
(P188) i izrafenih ¢vrstih disperzija

ucciti karakteristéni endotermni pik na 56,5°C, koji nastaje kao paisk topljenja
ovog semikristalnog polimera. Na DSC termogramwlok™-a (Slika 28b) udava se
Siroka endoterma u temperaturnom intervalu od 4i8,8.30,7°C. Nakon hignja, u
drugom ciklusu zagrevanja ¢gna je temperatura staklastog prelaza & 61,3°C, dok
se Siroka endoterma iz prvog ciklusa zagrevanja mife mogla uditi na termogramu
(termogram nije prikazan). Nestanak ove endotermetesmograma Soluplfisa
ukazuje da je njen nastanak posledica uklanjanjdevprisutne u polimefy ili
relaksacije polimera tokom zagrevanja. Na termograansvih izra@enih ¢vrstih
disperzija (Slike 28c i 28d) mogu secitoendotermni pikovi, koji potiu od topljenja
karbamazepina, Sto ukazuje na kristalnu prirodbd&aazepina u izdgnim cvrstim

% Prema specifikaciji Soluplissadrzi do 5% vlage
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disperzijama. Pikovi koji paiu od topljenja poloksamera 188 djvi su na
termogramima svih uzorak&rstin disperzija, izuzev formulacije F1, koja utp$e
sadrzi poloksamer 188 i formulacije F6, koja sadnzga oko 1% poloksamera 188.
PoloZaj pikova topljenja karbamazepina na DSC tgmamima ¢vrstih disperzija
ukazuje da je u izdenim cvrstim disperziama karbamazepin prisutan u
termodinamiki najstabilnijem polimorfnom obliku Ill. Na termogmima formulacija
koje sadrze nize udele karbamazepina (F1, F5, F6FEO i F22) moZe se &t da su
pikovi topljenja karbamazepina pomereni ka nizimperaturama, $to moze ukazati na
nizak stepen mesanja karbamazepina sa Softyplusi poloksamerom 188.

Primenom polarizacione mikroskopije na zagrejandpcip nakon topljenja
poloksamera 188, @ena je disperzija kristala karbamazepina unutarmag matriksa
¢vrste disperzije. Kako je ova pojavaceaa kod svih ispitivanih uzorakévrstih
disperzija, radi preglednosti prikazane su samonfidkrografije formulacija F1 (50%
karbamazepina, 48,92% Solugiws, 1,08% poloksamera 188) i F7 (34,53%
karbamazepina, 45,53% Soluplus, 19,94% poloksamera 188) (Slika 29). Ovim je
potvideno da je u svim uzorcimarstih disperzija karbamazepin prisutan u kristaino
obliku. Na fotomikrografiji formulacije F1, tokomagrevanja na oko 180°C secawva
pojavaigli ¢castih kristala. Ova promenaoblika kristalaiz prizmatnogu iglicastimoze

Slika 29. Fotomikrografije formulacijé=1 na (a) 120°C, (b) 170°C i (c) 180°C i
formulacije F7 na (d) 120°C, (e) 170°C i (f) 180°C
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se pripisati nastanku polimorfnog oblika | tokongmvanja. Prethodno je u literaturi
opisano da svi polimorfni oblici karbamazepina arel u oblik | tokom zagrevanja
(Grzesiak i sar., 2003). Na fotomikrografiji formaclje F7, koja sadrzi nizi udeo
karbamazepina u patenju sa formulacijom F1, nije gen nastanak igiastih kristala
karbamazepina, ¢ese celokupna kalina karbamazepina otopila, ili rastvorila do
180°C.

Na difraktogramuwistog karbamazepina (Slika 30a) mogu seéituarakteristéni
pikovi na 13,04°, 15,26°, 18,64°, 19,46°, 20,3482, 26,64° i 27,18, Sto odgovara
prethodno opisanom difraktogranmelimorfnog oblikalll (Grzesiak i sar., 2003)Ovo
ukazuje da je karbamazepin koji je kodd za izraducvrstih disperzija sadrzao

polimorfni oblik 1ll. Karakteristéni pikovi visokog intenzitetana 19,09°i 23,25°20
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Slika 30 (a-d). Difraktogrami karbamazepina (CBZ), Solupies, poloksamera 188
(P188) i izrafenih ¢vrstih disperzija



borde Medareu, Doktorska disertacija, 2015.

mogu se uditi na difraktogramu poloksamera 188 (Slika 30apcéhi ostri pikovi na
difraktogramu poloksamera 188 predstavljaju polkagdiristalnin domena koji su
inkorporirani unutar amorfnog matriksa poloksamdsaitivanjem Soluplu3 polimera
dobijen je tkzv. oreol tip difraktograma, bez d$tpikova (Slika 30b). Ovakav tip
difraktograma predstavlja posledicu amorfne striktuSoluplu§ polimera. Na
difraktogramima uzorakavrstih disperzija (Slike 30c i 30d) tavaju se gotovo svi
pikovi koji su prethodno zabeleZeni na difraktoguartistog karbamazepina, Sto
predstavlja dokaz kristalne prirode karbamazepisaion ispitivanim uzorcimavrstih
disperzija. Nepromenjena pozicija pikova karbamamema difraktogramimavrstih
disperzija ukazuje da tokom izraderstih disperzija nije doslo do polimorfnih prelaza
karbamazepina.

Na osnovu rezultata diferencijalne skenitajkalorimentrije, difrakcije X-zraka na
prasku i polarizacione mikroskopije na zagrejariogipmoze se zakljgiti da je u svim
ispitivanim uzorcimacvrstih disperzija karbamazepin zastupljen u krsiad, ili je
barem delimino prisutan u kristalnom obliku. Dobijeni rezultatkazuju da tokom
uparavanja etanolnih rastvora prilikom izradkestih disperzija dolazi do kristalizacije
karbamazepina i poloksamera 188. U prethodnomivapiju (Lim i sar., 2012)
pokazano je da se prilikom formulacije binarnih Ha@nazepin-Solupli{s ¢vrstih
disperzija, potpuno amorfn&/rste disperzije mogu dobiti pri udelima karbamaaap
do 25%, pri¢emu su navedene binarr@rste disperzije izidivane uparavanjem
metanolnih rastvora. Ipak, u nedavno sprovedengpitivianju, Buri§ i saradnici su
zakljwili da u sl@aju ternarnih karbamazepin-Soluplysoloksamer 407&vrstih
disperzija izrdenih ekstruzijom topljenjem, svega do 5% karbam&zepnoze biti
rastvoreno unutar matriks&rstih disperzija Huris i sar., 2014b). Kako je u svim
izradenim ternarnim karbamazepin-Solugiimoloksamer 188&uvrstim disperzijama
zabelezeno prisustvo kristalnog karbamazepina, veg 0&in nije moguée odrediti
najviSu koncentraciju karbamazepina, pri kojoj segm dobiti ¢vrste disperzije u
kojima je lekovita supstanca zastupljena u amorfrotniiku. Jedino je sigurno da je ta
koncentracija ispod 20%. Kako bi se utvrdila nagvi®ncentracija karbamazepina, pri
kojoj je mogue dobiti amorfnecvrste disperzije, primenom prethodno opisanog
postupka izrdena je formulacija F23, koja je sadrzala 15% kadmepina i 85%

Soluplu§-a. Dobijeni uzorci su zatim podvrgnuti fikiohemijskoj karakterizaciji
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primenom diferencijalne skenirg@ kalorimetrije i difrakcije X-zraka na prasku, kak
bi se utvrdilo fiztko stanje karbamazepina tvrstoj disperziji. Odsustvo pikova
topljenja karbamazepina na DSC termogramu uz odsyskova karbamazepina na
odgovarajdem difraktogramu iziene formulacije (Slike 28b i 30b) pokazuje da je u
izradenoj formulaciji karbamazepin zastupljen u amorfnobliku u matriksucvrstih
disperzija. Na osnovu ovoga se moZzéi ia do oko 15% karbamazepina moze biti
dispergovano u amorfnom obliku unutar matrikseste disperzije koji sadrzi amorfni
Soluplu§ polimer. Ukljwivanjem poloksamera 188 u sastawstih disperzija moze
dodatno ubrzati tendenciju karbamazepina ka kizstaili. Naime kristali poloksamera
188 mogu delovati kao jezgra, koja ubrzavaju nuiijaai posledénu krstalizaciju
karbamazepina. Talde, sam poloksamer 188 deluje kao plastifikator pavajwi
slobodnu zapreminu iznda polimernih lanaca Soluplfis, ¢ime se snizava
temperatura staklastog prelaza ovog polimera iSale& rekristalizacija karbamazepina
tokom izradevrstih disperzija.

Izbor rastvaréa koji se koristi u izradgvrstih disperzija moze veoma uticati na
strukturu dobijenih disperzija. Poznato je da senpnom etanola ostvaruje sporije
uparavanje rastvata u odnosu na metanol, Sto se moze zé&kijna osnovu znatno
nize vrednosti pritiska pare etanola (59 hPa) wedma metanol (128 hPa). Kako bi se
ispitao uticaj vrste rastvata na strukturu izigenih ¢vrstin disperzija, izrdena je
formulacija F6etanol iStog kvalitativnog i kvantitativnog sastava kadormulacija F6
(20% karbamazepin, 80% Solupfiisuz kori&enje metanola kao rastvaea Kako je
za uparavanje metanola dovoljna i niza temperatyaravanje je vrseno na 50°C. Na
osnovu odsustva pikova topljenja karbamazepina &C Dermogramu i odsustva
karakteristénin pikova karbamazepina na difraktogramu der@e formulacije (Slike
28b i 30b) moZe se izvesti zaklpk da je u izrédenoj formulaciji karbamazepin
prisutan u amorfnom obliku. Kako bi se ispitala m@wst izrade amorfnih ternarnih
&vrstih disperzija karbamazepina sa SoluPlom i poloksamerom 188, uz kot&hje
metanola kao rastvata, izraiena je formulacija Fitanot Ova formulacija je izrdena u
istom kvalitativnom i kvantitativnom sastavu, kaofdarmulacija F5, uz kori&nje
metanola kao rastvata i uparavanje na temperaturi od 50°C. Primenoereliicijalne
skenirajiée kalorimetrije i difrakcije X-zraka pokazano je gau izratenoj formulaciji

karbamazepin prisutan u kristalnom obliku (Slikeb2830b). Ipak, zabeleZeni niZi
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intenziteti pikova na difraktogramima ove formujaciukazuju na nizi stepen
kristaliniteta karbamazepina u disperziji ikeaoj kori€enjem metanola, u patenju sa
disperzijom istog sastava idenom korigenjm etanola. Na osnovu dobijenih rezultata
moZe se izvesti zaklfak da izbor rastvata znatno utie na strukturu izienih
binarnih karbamazepin-Solupfiis ternarnih karbamazepin-Solupflypoloksamer 188
¢vrstih disperzija. Primena metanola oméaua izradu amorfnilgvrstin disperzija sa
viSim sadrZajem lekovite supstance, usled brZzegrésfanja metanol&me se skréuje
vreme raspolozivo za kristalizaciju lekovite supst

Dobro je poznato da lek-polimer interakcije moguaimzna&ajan uticaj na
stabilizaciju amorfnog oblika lekovite supstancenatriksucvrste disperzije. Kako bi se
utvrdilo postojanje lek-polimer interakcija u izenim ternarnintvrstim disperzijama,
vr§eno je ispitivanje uzoraka primenom FT-IR spaesitopije i dobijeni spektri polaznih
materijala 1 izrdenih ¢vrstin disperzija prikazani su na slici 31. Na dpek
karbamazepina se mogu dito karakteristéne apsorpcione trake na 3463 tritNH
valencione vibracije), 1674 ¢m(-CO-R vibracije), 1593 i 1605 ¢m(-C=C- i -C=0
vibracije i -NH deformacije), 1381 i 1245 émDobijeni spektar u potpunosti odgovara
prethodno opisanom spektru polimorfnog oblika rikamazepina, koji su prethodno
opisali Rustichelli i saradnici (Rustichelli i sa2000). Ovim su potdeni rezultati
diferencijalne skenirajie kalorimetrije i difrakcije X-zraka na prasku da |
karbamazepin koji je kor&n u ispitivanju sadrzao polimorfni oblik 1ll. NaTHR
spektru SoluplU$a uasava se Siroka traka na oko 3500¢(®-H istezanje), 2924 c
(istezanje alifatine -C-H grupe), 1732 i 1632 ¢h{-C=0 istezanje), 1235 i 1196 &m
(istezanje -C-O estarske grupe) (Shamma i Bashd3)20dok se na spektru
poloksamera 188 wavaju karakterisihe apsorpcione trake na 2883 tntC-H
istezanje) i 1096 crh (-C-O istezanje) (Shah i sar., 2007). Svi karag&téni pikovi
karbamazepina se mogudito na istim pozicijama na spektrima formulacija, A5,
FBmetanol F6, F20 1 F22 (Slika 31a), Sto ukazuje na odsufgiovita supstanca-matriks
interakcija kod ovih formulacija. Karakteristin pik karbamazepina na 3463 tije
teSko udljiv na FT-IR spektrima formulacija R@unoi F23 (za koje je prethodno
pokazano da sadrze karbamazepin u amorfnom obligl@d preklapanja sa Sirokom
apsorpcionomtrakom Soluplu§-a na oko 3500 cm (Slika 31b). | pored toga,
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moZe se uiti pomeranje ovog pika sa 3463 na 3485'cia spektrima navedene dve
formulacije takde se moZe uiiti pomeranje pikova karbamazepina sa 1674 i 1381 c
na 1687 i 1371 cth Na spektrima formulacija F2, F7, F12, F13 (Sl&eb) moZe se
uositi da je pik karbamazepina na 3463 tmpodeljen na dva pika koji od kojih se prvi
nalazi u intervalu od 3464-3466 ¢ma drugi u intervalu od 3483-3485 ¢niNa ovim
spektrima se taki® mogu ugiti pomeranja pikova karbamazepina sa 1674 i 1381 c
na 1687-1688 cthi 1391-1393 crif. Uotena pomeranja pikova ukazuju na postojanje
intermolekulskih interakcija iznd® karbamazepina i polimera kai@ih u izradi
¢vrstin disperzija. Kako su @ena pomeranja pikova karbamazepina, koji su
karakteristéni za amidnu funkcionalnu grupu, mozZe se pretpastala dolazi do
formiranja vodoninih veza izméu karbamazepina i komponenti matrik&arstih
disperzija. Kako u skaju formulacija F@etanoi i F23 nije doSlo do kristalizacije
karbamazepina, moze se pretpostaviti da intermtdkku interakcije izméu
karbamazepina i komponenti matrik&arstih disperzija mogu stabilizovati amorfni
oblik lekovite supstance ucvrstim disperzijama. Ipak, i pored prisustva
intermolekulskih interakcija, kod formulacija F27,F-12, F13 doslo je do kristalizacije
karbamazepina, Sto ukazuje da intermolekulske aktgje same po sebi ne mogu biti
presudan faktor koji moze da sgirekristalizaciju karbamazepina prilikom izrade
ternarnih karbamazepin-Solupfupoloksamer 188vrstih disperzija.

Rezultatiin vitro ispitivanja brzine rastvaranja karbamazepina inamih ¢vrstih
disperzija zajedno sa rezultatima ¢kohemijske karakterizacije potvrdili su da
nastanak amorfnog oblika karbamazepina nije neagmogreduslov za povanje
brzine rastvaranja iz izdanih ternarnittvrstih disperzija. Uprkos tome Sto je kod svih
uzoraka ¢vrstih disperzija, na kojima je vrSeno ispitivanj@zine rastvaranja,
karbamazepin bio zastupljen u kristalnom oblikustgmuto je zné&jno poveéanje
brzine rastvaranja karbamazepina. Stoga nije @®gispostaviti korelaciju iznde
fizickog stanja karbamazepina i njegove brzine rastyaianzraienih ternarniltvrstih
disperzija. Tako se povanje brzine rastvaranja karbamazepina koje se Zmosti
formulacijom navedenih ternarnévrstih disperzija moze objasniti smanjenjem giak
kristala karbamazepina prilikom rekristalizacije &anolnih rastvora, smanjenjem
aglomeracijetestica karbamazepina usled njihove homogene rakpadatar matriksa

¢vrstih disperzija, poboljSanim kvaSenjem i solwalijom molekula lekovite supstance
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molekulima primenjenih povrsinski aktivnih supstaf8oluplus’, poloksamer 188).
Kako je uporednim ispitivanjem brzine rastvaranganfulacije ¢vrstih disperzija i
fizicke smeSe identnog sastava zabeleZeno znatno brze odlija karbamazepina iz
formulacije ¢vrstih disperzija (Slika 22), mozZe se zakijuda su i drugi mehanizmi,
pored poboljSanog kvaSenja i solubilizacije lekewsiupstance ztajni za povéanje
brzine rastvaranja karbamazepina. Moze se pretgbsia tokom uparavanja etanolnih
rastvora dolazi do kristalizacije karbamazepinablika kristala manje vetine, posto
viskozni polimeri koji ¢ine matriks ¢vrstih disperzija mogu usporiti rast kristala.
Izradom¢évrstih disperzija omogdiava se blizak kontakt iznda hidrofilnih polimera i
¢estica karbamazepina, Sto nije mégwostéi jednostavnim meSanjem komponenata.
Na taj n&in se povrSina hidrofobnitestica karbamazepirini vise hidrofilnom,¢ime
se povéava brzina rastvaranja. Kod samo dve derge formulacije ternarnilivrstih
disperzija uden je inicijalni pad brzine rastvaranja karbamazapikoji moze
predstavljati posledicu nastanka tesSko rastvomjidihidratnog oblika karbamazepina.
Tako inhibicija prelaska anhidrovanog u dihidratablik karbamazepina moze
predstavljati joS jedan od mehanizama kojima sea®f)jpva poveanje brzine
rastvaranja karbamazepina iz izeaih ternarnih karbamazepin-Solufiymloksamer
188¢vrstih disperzija.
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3.3. Formulacija i Kkarakterizacija binarnih karbama zepin-hidroksipropil- -
ciklodekstrin i ternarnih karbamazepin-hidroksiprop il- B-ciklodekstrin-hidrofilni
polimer sistema

U ovoj fazi istrazivanja ispitivana je mognost primene karbamazepin-
hidroksipropil$-ciklodekstrin binarnih i karbamazepin-hidroksipitep-ciklodekstrin-
hidrofilni polimer ternarnih sistema u cilju paanja brzine rastvaranja karbamazepina.
U prvom delu istraZivanja vrSena je procena soizdiionog kapaciteta hidroksipropil-
B-ciklodekstrina za karbamazepin i mégosti povéanja solubilizacionog kapaciteta i
efikasnosti kompleksiranja u sistemu karbamazepmksipropil{3-ciklodekstrin
dodatkom malih kotina hidrofilnih polimera (Soluplds polivinilpirolidon K25-
Kollidon® 25 i dva tipa hidroksipropilmetilceluloze radtbg stepena supstitucije i
viskoziteta-Metolos® 90SH-100 i Metolose 65SH-1500). Simulacija molekularnog
vezivanja karbamazepina i hidroksipropitiklodekstrina, u kombinaciji sa
simulacijom molekularne dinamike kofgha je kako bi se stekao bolji uvid u
interakcije izmdu karbamazepina, hidroksiprofitciklodekstrina i hidrofilnih
polimera na molekulskom nivou. Nakon sprovedenitvedanih preformulacionih
istrazivanja, binarni  karbamazepin-hidroksiprgpitiklodekstrin i ternarni
karbamazepin-hidroksipropfl-ciklodekstrin-hidrofilni polimer sistemi su iztavani
tehnikom suSenja rasprSivanjem iz vodenih rastvideadobijenim uzorcima vrSena je
fizickohemijska karakterizacija primenom diferencijals&enirajie kalorimetrije,
polarizacione mikroskopije na zagrejanoj gadifrakcije X-zraka na prasku, FT-IR
spektroskopije i skenirage elektronske mikroskopije u cilju procene promene
fizickohemijskih karakteristika karbamazepina usled rakeija sa hidroksipropi-
ciklodekstrinom i/ili hidrofilnim polimerom. Poretbga, na dobijenim uzorcima vr§eno
je i ispitivanje brzine rastvaranja karbamazepBee metode karakterizacije uporedno

su sprovedene i na ftkim smeSama istovetnog sastava.

3.3.1. Materijali

Za izradu binarnih karbamazepin-hidroksiprdpitiklodekstrin i ternarnih
karbamazepin-hidroksipropfl-ciklodekstrin-hidrofilni polimer sistema kotiéni su
karbamazepin (Ph Eur 8.0, Galenika AD, Beogradij&@rtkao model teSko rastvorljive

lekovite supstance, hidroksiprogiteiklodekstrin, molarnog stepena supstitucije 4,8
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(Nihon Shokuhin Kako Co., LTD, Tokyo, Japan), polenglikol-polivinilkaprolaktam-
polivinilacetat graft kopolimer (Soluplis BASF, Ludwigshafen, Nenika),
polivinilpirolidon K25 (Kollidon® 25, BASF, Ludwigshafen, Nerdea) i dva tipa
hidroksipropilmetilceluloze razlitog stepena supstitucije i viskoziteta-Metof®se
90SH-100, viskoziteta 100 mPa-s i Metofo88SH-1500, viskoziteta 1500 mPa-s (Shi-
Etsu Chemical Co. Ltd, Tokyo, Japan).

3.3.2. Ispitivanje fazne rastvorljivosti

Ispitivanje fazne rastvorljivosti je vrSeno sgesih procene efikasnosti solubilizacije
karbamazepina sa dodatkom hidroksipr@jpdiklodekstrina, procene stehiometrije
kompleksa i efikasnosti kompleksiranja u karbamaréproksipropil$-ciklodekstrin
sistemu, kao i uticaja dodatka male kwle hidrofilnog polimera na solubilizaciju
karbamazepina hidroksiprogtciklodekstrinom i efikasnost kompleksiranja.
Ispitivanje fazne rastvorljivosti vrSeno je po nait&oju su opisali Higuchi i Connors
(Higuchi i Connors, 1965). Visak karbamazepina ¢gelalan vodenim rastvorima koji
su sadrzali rastie koncentracije hidroksipropfi-ciklodekstrina (0-40% m/V) i nakon
48 h me$anja na mesalici (IKA KS 260 basic, fkWerke GmbH & Co. KG, Staufen,
Nemaka), uzorci su filtrirani i njihova apsorbancija peerena na Evolution 300 UV-
Vis spektrofotometru (Thermo Fisher Scientific, Wam, MA, SAD) na talasnoj
duzini od 285 nm. Koncentracija rastvorenog karbeepaa réunata je iz prethodno
odreiene jednéine kalibracione krive. Ispitivanje fazne rastvimdjsti je na isti n&n
vrdeno i u vodenim rastvorima sa 0,1-1,0% (m/V)rdfithin polimera (Soluplug,
Kollidon® 25, Metolos® 90SH-100 i Metolosé 65SH-1500), kao i u 10% (m/V)
rastvoru hidroksipropip-ciklodekstrina uz dodatak 0,1-1,0% (m/V) ispitiian
hidrofilnih polimera. Nakon odabira odgovarégukoncentracije hidrofilnog polimera,
koja dovodi do optimalnog po¥anja solubilizacionog kapaciteta hidroksiprofpil-
ciklodekstrina za karbamazepin, ispitivanje fazrastvorljivosti je sprovedeno u
vodenim rastvorima sa 0-40% (m/V) hidroksipropitiklodekstrina uz dodatak
odabrane koncentracije hidrofilnog polimera. Diggom fazne rastvorljivosti graki
je predstavljena promena rastvorljivosti karbamamepsa porastom koncentracije
hidroksipropil$-ciklodekstrina. Sva ispitivanja su vrSena u dugdik a rezultati su

prikazani kao srednja vrednost *+ standardna dejdjabla osnovu vrednosti nagiba
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dijagrama fazne rastvorljivosti vrSena je procenhismetrije karbamazepin-
hidroksipropil$-ciklodekstrin  kompleksa. Konstanta stabilnosti ¢)(K nastalog
kompleksa, efikasnost kompleksiranja (CE) u sist&@atbamazepin-hidroksiprop-
ciklodekstrin i karbamazepin-hidroksiprofHeiklodekstrin-hidrofilni polimer réunati

su korig€enjem jedné&ina (10) i (11) navedenih u uvodnom delu rada.

3.3.3. Molekularno modelovanje

3.3.3.1. Simulacija molekularnog vezivanja karbamagpina i hidroksipropil- -
ciklodekstrina (eng.molecular docking simulation)

Simulacija molekularnog vezivanja karbamazepihalioksipropil8-ciklodekstrina
vrSena je kori&njem AutoDock Vina softvera koji se zasniva na id@nju
gradijentnog optimizacionog algoritma u cilju prethnja konformacije molekula u
vezanom stanju i slobodne energije vezivanja (Tir@son, 2010). P&etne koordinate
koje odgovaraju kristalnoj strukturi karbamazepipeeuzete su iz baze podataka
Cambridge Structural Database (CSPJSD Ref CBMZPN10). Posto je zbog velikog
broja izomera supstituisanih ciklodekstrina préaikd nemogte simulirati interakciju
karbamazepina sa svim ma@gu izomerima hidroksipropip-ciklodekstrina, za
simulaciju je odabran jedan izomer hidroksiprdpitiklodekstrina. Odabrani izomer
sadrzi sedam 2-hidroksipropil supstituenata, odhksp cetiri vezana za O6 atom
kiseonika, koji predstavlja najreaktivnije mesto molekulu, dok su preostala tri
supstituenta vezana za O2 atom kiseonika, kojigteetja drugo najreaktivnije mesto u
molekulu (Gramera i Caimi, 1969). &ina geometrija svih struktura je optimizovana
pre izvaienja simulacije kori&njem AMMP polja sile, modula koji je u sklopu
VegaZZ programskog paketa za molekularno modelevégdretti i sar., 2002). Zatim
su spojeni nepolarni atomi vodonika, dodeljena Katova naelektrisanja objedinjenog
atomd i solvatacioni parametri uz poidutoDock toolssoftvera (Morris i sar., 1998).
Stabilnost nastalih kompleksa je procenjivana news vrednosti konstante vezivanja
izmedu karbamazepina i hidroksiprogitciklodekstrina, kao i energije interakcije,

raglanjene na komponente koje potiod nevezivnih i elektrostékih interakcija. Za

* Objedinjeni atomdesto se naziva i pseudo atom) predstavlja aprokisimesesticu kojuini grupa
atoma i kojom se aproksimiraju molekularno meblamiosobine ove grupe atoma na supraatomskom
nivou.
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procenu stabilnosti nastalih kompleksa kegis je | parametavolecular Lipophilicity
Potential I nteractionscore (MLPIs) koji odslikava intermolekulske sile odgovorne za

lipofilne osobine molekula na konformaciono zawuistatin (Gaillard et al., 1994).

3.3.3.2. Simulacija molekularne dinamike

Simulacija molekularne dinamike je primenjena kdkose stekao bolji uvid u
mehanizam interakcija izda karbamazepina, hidroksiprogiteiklodekstrina i
hidroksipropilmetilceluloze na molekularnom nivou. ¢eliju za simulaciju kubnog
oblika sa vodom, duzine stranice 80 A, smesterigomer hidroksipropilmetilceluloze
sastavljen od 20 monomera, koji je okruzen sa pebdmazepin-hidroksipropfi-
ciklodekstrin kompleksa, koji su identifikovani kawmajstabilniji tokom simulacije
molekularnog vezivanja iznde karbamazepina i hidroksiprogfiteiklodekstrina (Slika
32).

Pre izvalenja simulacije sistem je prvo podvrgnut zagrevadju 300 K, u
intervalima od 100 K na svakih 5 ps i zatim je gama ekvilibracija sistema tokom 50
ps. Nakon toga je vrSena simulacija molekularnedilke, pri konstantnoj zapremini i
temperaturi, u trajanju od 2 ns, sa ¥elom koraka od 1 fs za kovalentne interakcije, 2
fs za Van der Valsove interakcije i 4 fs za ele&taticke interakcije izméu atoma.
Modifikovani impulsni metod (MOLLY metod) je primgm kako bi se smanijila
rezonanca X-H veze, u kombinaciji sa SHAKE algodtm koji omogéava odrZzavanje
konstantne O-H veze na oshovu r-RESPA metoda (Tocke i sar., 1992). Za
izracunavanje energija interakcija u sistemu ki su CHARMmM parametri polja sile
u kombinaciji saGasteiger naelektrisanjima atoma (Momany i Rone, 1992). Za
izratunavanje elektrostakih interakcija korigen je Particle-Mesh Ewald(PME)
metod sa vetinom ¢estiéne mreze od 80x80x80 A. Raite konformacije molekula su
konstruisane ponmtoi VegaZZ programskog paketa za molekularno modejeva
(Pedretti i sar., 2002), dok je hidratisaé&lija za simulaciju konstruisana uz poéno
Packmol softvera, a sama simulacija molekularneardike je vrSena kor&njem
NAMD softvera (Phillips i sar., 2005). VMD softvge kori&en za evaluaciju
trajektorijacestica dobijenih primenom simulacije molekularneadinike (Humphrey i
sar., 1996).
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Slika 32. Pacetna konfiguracijaelije za simulaciju molekularne dinamike dimenzija
80x80x80 A sa karbamazepin-hidroksipropHeiklodekstrin kompleksima i
oligomerom hidroksipropilmetilceluloze

3.3.4. Izrada binarnih karbamazepin-hidroksipropil-g-ciklodekstrin i ternarnih
karbamazepin-hidroksipropil- -ciklodekstrin-hidrofilni polimer sistema

Binarni karbamazepin-hidroksiprogiiciklodekstrin i ternarni karbamazepin-
hidroksipropil$8-ciklodekstrin-hidrofilni polimer sistemi iztdvani su suSenjem
rasprSivanjem, prema sastavu koji je odabran nawasmezultata ispitivanja fazne
rastvorljivosti (Tabela 9). Svi rastvori koji sugagnuti suSenju rasprSivanjem sadrzali
su 10% (m/V) hidroksipropip-ciklodekstrina, uz dodatak odabrane koncentracije
hidrofilnog polimera. SuSenje rasprSivanjem pripfemh vodenih rastvora vr$eno je

na ureaju Blchi Minispray Dryer B-191 (Buchi  LaborteckniAG, Flawil,
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Svajcarska), pri sledem vrednostima procesnih parametara, definisanim u
preliminarnim eksperimentima: temperatura ulaznaggduha 135°C, temperatura
izlaznog vazduha 83-84°C, brzina protoka vazduha 6@, aspirator 100% i brzina
pumpe 15% (4,32 ml/min). U cilju patenja fizikohemijskih karakteristika, fizke
smeSe (CD1PM-CD4PM), istovetnog sastava kao foraojalaizraiene suSenjem
rasprSivanjem, izieene su mesSanjem sastavnih komponenata u tarioreskpoma@

pistila.

Tabela 9. Kvalitativni i kvatnitativni sastav binarnih i tearnih formulacija izraenih
susenjem rasprsSivanjem (karbamazepin-CBZ, hidrospip-ciklodekstrin-HPBCD)
CBZ:HPBCD:hidrofilni

Formulacija polimer (maseni odnos) Hidrofilni polimer
CD1 1,35:16:0,15 Solupl$s
CD2 1,35:16:0,30 Metolo§e90SH-100
CD3 1,35:16:0,30 Metolose65SH-1500
CD4 0,9:16 Bez dodatka hidrofilnog polimera

3.3.5. FizE€kohemijska karakterizacija izradenih binarnih i ternarnih sistema
Fizickohemijska karakterizacija iztanih binarnih i ternarnih sistema vrSena je sa

cilem praenja promena fizkohemijskih karakteristika karbamazepina usled

interakcija sa hidroksipropp-ciklodekstrinom i/ili hidrofilnim polimerom u izienim

binarnim i ternarnim sistemima.

3.3.5.1. Diferencijalna skenirajita kalorimetrija (DSC)

Diferencijalna skenirajta kalorimetrija ispitivanih uzoraka je vrSena nadaju
DSC 1 (Mettler-Toledo, Giessen, Netka). Precizno odmerena masa uzorka iam@
I 6 mg, u aluminijumskoj posudi zapremine 40 uldygnuta je zagrevanju od 20 do
220°C, brzinom od 10°C/min. Zatim je vrSenodelaje do 20°C, brzinom od 20°C/min i
na kraju ponovno zagrevanje do 220°C, brzinom d@C/Afin. U toku svih analiza,
odrZzavan je konstantan protok azota od 70 ml/mipraana aluminijumska posuda je

koris¢ena kao referentna. Sve analize su vrSene u duplika
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3.3.5.2. Difrakcija X-zraka na prasSku

Difrakcija X-zraka na prasku vrSena je sa ciljemogene fizékog stanja
karbamazepina u izdenim binarnim i ternarnim sistemima. Za ispitivanjaoraka
koris¢en je X'Pert Pro MPD difraktometar (Panalyticaldlo, Holandija). Uzorci su
snimani u opsegw?d uglova od 10 do 50° kotidnjem Cu K& izvora zr&enja
(A=1,5406 A), sa vetinom koraka od 0,017° i vremenom zadrzavanja ocds 38
koraku, pri naponu od 40 kV idmi struje od 40 mA. Sva ispitivanja su vrSena u

duplikatu.

3.3.5.3. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovomransformacijom (FT-IR)

FT-IR spektroskopijom je procenjivano prisustvatermolekulskih interakcija
izmedu molekula karbamazepina, hidroksipropitiklodekstrina i eventualno dodatih
hidrofilnin polimera. Za ispitivanja je kodén FT-IR spektrometar Nicolet iS10
(Thermo Scientific, Waltham, MA, SAD), opremljen RTsistemom (Smart iTR,
Thermo Scientific, Waltham, MA, SAD). Spektri iSgdnih uzoraka su snimani u
intervalu od 4000 do 650 ¢h sa rezolucijom od 4 cM pri ¢emu je vrSeno 16

skeniranja za svaki spektar.

3.3.5.4. Skenirajiéa elektronska mikroskopija (SEM)

Oblik, velicina i povrsinska morfologijaestica polaznih materijala, fitkih smesa i
binarnih i ternarnih sistema dobijenih suSenjenpr&Eganjem ispitivani su primenom
skenirajuée elektronske mikroskopije na degu Phenom G2 Pro (Phenom-World BV,
Holandija), pri naponu od 5 kV. Uzorci su fiksirana nos& uz pom@ dvostruko
lepljive adhezivne trake i fotomikrografije su bd@e pri uvéanjima od 520-11500

puta.

3.3.5.5. In vitro ispitivanje brzine rastvaranja karbamazepina iz bharnih i
ternarnih sistema

In vitro ispitivanje brzine rastvaranja karbamazepina wsé¢m kori€enjem
aparature sa rotiragum lopaticama (Erweka DT600, Heusenstamm, Ne&wmp u toku 1
h, pri brzini okretanja lopatica od 75 o/min. Ka@dijum za ispitivanje koréeno je

900 ml preis¢ene vode. U prethodno definisanim vremenskim iatiéma (5, 10, 15,
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20, 30, 45 i 60 minuta) uzimano je 4 ml uzorka,araéega je vrSena nadoknada istom
zapreminom svezeg medijuma. Nakon filtriranja, marge apsorbancija uzoraka na
285 nm na Evolution 300 UV/Vis spektrofotometru €fitmo Fisher Scientific,
Waltham, MA, SAD), a koncentracija rastvorenog lemazepina je izeanavana na
osnovu jednéne kalibracione krive. Rezultati su prikazani kamcenat rastvorenog
karbamazepina, u odnosu na deklarisani sadrzajak@mbepina u uzorcima u toku
vremena ispitivanja. Ispitivanja su vrSena u tkialu, a rezultati su prikazani kao

srednja vrednost + standardna devijacija.

3.4. Rezultati i diskusija

3.4.1. Ispitivanje fazne rastvorljivosti

Dobijeni rezultati ispitivanja fazne rastvorljivospokazali su da je primena
hidroksipropil$-ciklodekstrina  efikasan ®&m za povéanje rastvorljivosti
karbamazepina. Pri rasponu koncentracija od O d& 4én/V) hidroksipropilf-
ciklodekstrina, zabeleZzen je porast rastvorljivdsasrbamazepina od 0,56 do 102,20
mmol/l (Tabela 10). Tako je dodatak 2% (m/V) hidgsgcopilB-ciklodekstrina doveo
do porasta rastvorljivosti karbamazepina od ok@df u odnosu na vodeni medijum,
dok je dodatkom 40% (m/V) hidroksiprogitciklodekstrina ostvaren porast
rastvorljivosti karbamazepina athk 180 puta u odnosu na rastvorljivost u vodi. Na
osnovu rezultata ispitivanja fazne rastvorljivoskonstruisan je dijagram fazne
rastvorljivosti (Slika 33) sa koga se mozecitioda rastvorljivost karbamazepina
linearno raste sa porastom koncentracije hidrokpip-ciklodekstrina. Ovako
dobijeni linearni dijagram fazne rastvorljivosti¥®,999) moZe se klasifikovati kao A
tip dijagrama (Higuchi i Connors, 1965) i on ukazug formiranje kompleksa izihe
karbamazepina i hidroksiprodtciklodekstrina koji su prvog reda u odnosu na
ciklodekstrin. Kako je nagib dobijenog dijagramanmad 1, moZe se pretpostaviti da
dolazi do formiranja karbamazepin-hidroksipropitiklodekstrin kompleksa u
stehiometrijskom odnosu 1:1. Kou i saradnici sutiméno takde zabelezili da
karbamazepin i hidroksipropfl-ciklodekstrin grade kompleks u stehiometrijskom
odnosu 1:1 (Kou i sar., 2011). Ipak, vazno je napouti da dijagram fazne

rastvorljivostiopisujesamouticaj porastakoncentracijeciklodekstrinanarastvorljivost
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Tabela 10. Rastvorljivost karbamazepina (mmol/l) (srednjadrrest+SD) u rastvorima
sa 0-40% (m/V) hidroksipropfi-ciklodekstrina (HPBCD)

HPBCD Rastvorljivost karbamazepina
(% m/V) (mmmol/l)
0 0,56+0,03
2 5,66+0,03
5 13,57+0,21
10 25,82+0,40
20 54,37+0,75
30 78,32+0,96
40 102,2+0,22

lekovite supstance, piemu ovom tehnikom nije moge potvrditi da li dolazi do
nastanka inkluzionih kompleksa izthelekovite supstance i ciklodekstrina. Dobro je
poznato da pored formiranja inkluzionih kompleksajiti drugi mehanizmi (formiranje
neinkluzionih kompleksa i agregata ciklodekstrifit lekovita supstanca-ciklodekstrin
kompleksa koji mogu da solubilizuju lekovitu supsta mehanizmom micelarne
solubilizacije) doprinose povanju rastvorljivosti lekovite supstance sa dodatkom
ciklodekstrina (Loftsson i sar., 2002, 2004). Stagadijagram fazne rastvorljivosti
moze koristiti samo za procenu stehiometrije korkgde dok se pouzdanije informacije
mogu dobiti primenom tehnika kao Sto je nuklearnagnetna rezonanca (NMR).
Vrednost konstante stabilnosti kompleksa) (€sto se koristi kao jedan od parametara
za procenu solubilizacionog potencijala ciklodekstr za odgovaraju lekovitu
supstancu. Iz samog izraza za tmmavanje K (10), moZe se witi da izra&unata
vrednost K umnogome zavisi od vrednosti rastvorljivosti leitev supstance u

medijumu bez dodatka ciklodekstrirfubo]. Znaajne razlike u izréunatim vrednostima

Ks mogu se dobiti u zavisnosti da li je u izrazu zaxiunavanje (10) kori&ena

eksperimentalno oddena vrednost ze[LO], ili je koris&ena vrednost dobijena kao

odse€ak dijagrama fazne rastvorljivosti. Taley sama greSka pri eksperimentalnom

odredivanju [LO] moZe znd&ajno uticati na izréunatu vrednost K Ova greSka je

naraito zna&ajna kod teSko rastvorljivih lekovitih supstancia sosnovnom

rastvorljivo£u nizomod 1 mg/ml,kod kojih seuglavnomi primenjujuciklodekstrinisa

113



borde Medareu, Doktorska disertacija, 2015.
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Slika 33. Dijagrami fazne rastvorljivosti karbamazepina (QBErastvorima
hidroksipropil$-ciklodekstrina (HPBCD), sa i bez dodatka hidrahlpolimera
((@) Soluplu&, (b) Metolos& 90SH-100, (c) MetoloSe55SH-1500)
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cilem poveanja rastvorljivosti. Na osnovu rezultata ispitijaflazne rastvorljivosti,
izratunata je vrednost Kod 1003,65 M, kori&enjem eksperimentalno odene

vrednosti [L,] i 653,71 M', kori&enjem vrednosti[L,] izratunate kao odsek

dijagrama fazne rastvorljivosti. Prema Loftsonu araglnicima, kori&njem

eksperimentalno oddene vrednosti[LO] nage&e se dobijaju viSe vrednostigKu

odnosu na vrednosti izianate korigenjem odséka dijagrama fazne rastvorljivosti
(Loftsson i sar., 2005). Dobijeni rezultati su ulaski sa ovomcinjenicom. Zbog
prethodno navedenih razloga, efikasnost komplekigir€CE) se sveée&e koristi kao
bolji pokazatelj solubilizacionog kapaciteta cikébdtrina za ispitivanu lekovitu
supstancu. Na osnovu jedimree (11), izrgunata je vrednost CE od 0,56, za sistem
karbamazepin-hidroksipropfl-ciklodekstrin, uz pretpostavku da hidroksiprofpil-
ciklodekstrin gradi kompleks sa karbamazepinom ahistnetrijskom odnosu 1:1. U
poreienju sa literaturnom vrednas za CE od 0,679 (Loftsson i sar., 2005), moze se
ucciti da je dobijena vrednost CE od 0,56 neSto ngta,se moZze pripisati razifioj
metodologiji prilikom odrdivanja fazne rastvorljivosti i razitom stepenu supstitucije
ciklodekstrina korienih u ovim ispitivanjima. Kori&njem izrgunate vrednosti CE,
na osnovu jedri@ne (12) izr&unat je molarni odnos iznda karbamazepina i
hidroksipropil$-ciklodekstrina od 1:2,78, Sto ztiada od svaka tri molekula
hidroksipropil$-ciklodekstrina, samo jedan molekul gradi kompleksa
karbamazepinom, uz pretpostavku da dolazi do fem@r kompleksa u
stehiometrijskom odnosu 1:1. |Zmmate vrednosti za CE i odnos
karbamazepin:hidroksipropfi-ciklodekstrin opravdavaju primenu drugih painih
supstanci sa ciliem povanja efikasnosti kompleksiranja u sistemu karbamiaze
hidroksipropil8-ciklodekstrin. Zbog toga se i pristupilo ispitiyanuticaja dodatka
niskih koncentracija hidrofilnih polimera (SolupfysMetolos& 90SH-100, Metolose
65SH-1500 i Kollidoff 25) na efikasnost kompleksiranja u sistemu karlzamia-
hidroksipropil$-ciklodekstrin. Na osnovu rezultata prikazanih befa 11, moze se
zakljwiti da dodatak Soluplsa i oba ispitivana tipa hidroksipropilmetilcelubz
(Metolos€ 90SH-100, Metolose 65SH-1500) dovode do z#gjnog povéanja
rastvorljivosti  karbamazepina u rastvorima sa 10%/V hidroksipropil$-
ciklodekstrina i da to povanje rastvorljivosti iznosi oko 1,5 puta. Na osnalabijenih

vrednosti rastvorljivosti karbamazepinau rastvoru sa 10% (m/V) hidroksipropil -

115



borde Medareu, Doktorska disertacija, 2015.

Tabela 11. Rastvorljivost karbamazepina (CBZ) (mmol/l) (sfjednrednost+SD) u
vodenim rastvorima sa 0,1-1,0% (m/V) hidrofilnoglimera (Soluplu§, Metolos&
90SH-1500, MetoloSe65SH-1500 i Kollidofi 25) i u vodenim rastvorima sa 10%
(m/V) hidroksipropilg-ciklodekstrina (HPBCD) i 0,1-1,0% (m/V) dodatoglitafilnog

polimera

Soluplus® (% m/V)
0,1 0,2 0,5 1,0

Voda 2,02+0,04 2,31+0,05 2,51+0,02 3,23+0,08

0
10% (M) 38.8210,70 37,74%0,63 38932025  38,63:0,20

HPBCD
Metolosé® 90SH-100 (% m/V)
0,1 0,2 0,5 1,0
Voda 1,51+0,03  1,47+0,04 1,49+0,04 1,44+0,08

0
10% (M) 37,96023  38,2940,04  37,0210,44  33,44:0,47

HPBCD
Metolosé 65SH-1500 (% m/V)
0,1 0,2 0,5 1,0
Voda 1,54+0,06  1,59+0,01 1,54+0,06 1,55+0,03

0,
10% (MV) 38 0040,00 38,72:021 34,0041,12  3554+153

HPBCD
Kollidon® 25 (% m/V)
0,1 0,2 0,5 1,0
Voda 0,70+0,009  0,70+0,006 0,77+0,03 0,92+0,02

10% (m/V)

HPBCD 27,49+0,69 28,21+0,02 27,66+0,05 27,03+0,78

ciklodekstrina, vodenim rastvorima sa 0,1-1,0% (jri8pitivanih hidrofilnih polimera i
rastvorima sa 10% (m/V) hidroksiprofiteiklodekstrina sa dodatkom 0,1-1,0% (m/V)
hidrofilnog polimera (Tabele 10 i 11), moze se pakti da ispitivani hidrofilni
polimeri i hidroksipropilB-ciklodekstrin ispoljavaju sinergiski efekat na
solubilizaciju karbamazepina. lako je zabeleZenestan porast rastvorljivosti
karbamazepina u vodenim rastvorima SoluPlassa porastom koncentracije ovog

polimera, u binarnim sistemima hidroksipropitiklodekstrin-Soluplu$, zabeleZena je
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slicna vrednost rastvorljivostkarbamazepinabez obzira na dodatu koncentraciju
Soluplu$-a. Na osnovu toga se moZe zakilu da je efekat Soluplfsa na
rastvorljivost karbamazepina u vodenim rastvorinkaji sadrZze hidroksipropip-
ciklodekstrin i Soluplu$, nezavisan od koncentracije, pa je stoga za dsjéivanje
odabrana najniza ispitivana koncentracija Soldpriod 0,1% (m/V). U skaju oba
ispitivana tipa hidroksipropilmetilceluloze (Metsiy 90SH-100, Metolose 65SH-
1500), najviSa rastvorljivost karbamazepina u vatlerrastvorima, Kkoji sadrze
hidroksipropil$-ciklodekstrin i Metolos® 90SH-100, odnosno hidroksiproyi-
ciklodekstrin i Metolos® 65SH-1500, zabeleZena je pri koncentracijama denié
polimera od 0,2% (m/V), a zatim je zabelezen izaestpad rastvorljivosti
karbamazepina pri viSim koncentracijama polimeraajOzvestan pad rastvorljivosti
karbamazepina, pri viSim koncentracijama navedgulimera, moZe biti uzrokovan
nesto visSim viskozitetom ovih rastvora, Sto usparalifuziju lekovite supstance u
okolni rastvor i dovodi do smanjenja rastvorljiiodz dobijenih rezultata se moze
uociti da nema razlike u uticaju na rastvorljivost lkamazepina iznil dva ispitivana
tipa hidroksipropilmetilceluloze, kako u vodeninstaorima tako i u rastvorima sa 10%
(m/V) hidroksipropil$-ciklodekstrina, bez obzira na razlike u viskoziteastvora ovih
polimera. Na osnovu dobijenih rezultata za dalpiisganije je izabrana koncentracija od
0,2% (m/V) polimera Metolo§e90SH-100 i Metolosé 65SH-1500. Kollidofi 25 nije
doveo do znéjnog porasta rastvorljivosti karbamazepina, kak@denim rastvorima
ovog polimera tako i u rastvorima sa 10% (m/V) bidipropil$-ciklodekstrina. 1z
toga razloga ovaj polimer nije koé&n u daljem ispitivanju.

Dodatkom prethodno definisanih koncentracija hiidf polimera (Soluplug,
Metolos€ 90SH-100 i Metolose 65SH-1500) rastvorima sa 0-40% (m/V)
hidroksipropil$-ciklodekstrina, postignuto je z&agno povéanje rastvorljivosti
karbamazepina u odnosu na rastvore koji su sadrgaino hidroksipropip-
ciklodekstrin (Slike 33a-33c, Tabela 12). Jasnousgava da dodatak navedenih
hidrofilnih polimera nije doveo do promene tipaagdjjama fazne rastvorljivosti (Aip),
ali je doSlo do znsmjnog povéanja vrednosti nagiba ovog dijagrama. ¢emo
smanjenje vrednosti K (Tabela 13) moze se objasniti poéasjem vrednosti
rastvorljivosti karbamazepina u vodenim rastvoriagih polimera bez dodatka

ciklodekstrina([LO]), koja se potom koristi prilikom izracunavanjaKs. Kako vrednost
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Tabela 12. Rastvorljivost karbamazepina (mmol/l) (srednjadrrest+SD) u rastvorima
sa 0-40% (m/V) hidroksipropgi-ciklodekstrina (HPBCD) uz dodatak hidrofilnih
polimera (Soluplu8, Metolos&€ 90SH-100 i MetoloSe 65SH-1500) u odabranim

koncentracijama

HPBCD 0,1% (m/V) 0,2% (m/V) 0,2% (m/V) Metolosée®
(% m/V) Soluplus® Metolose® 90SH-100 65SH-1500
0 2,02+0,04 1,47+0,04 1,59+0,02
2 8,56+0,15 8,12+0,63 7,95+0,27
5 19,50+0,28 18,60+0,60 18,41+0,80
10 38,82+0,69 38,29+0,04 38,71%0,23
20 66,01+2,57 68,95+1,20 69,53+1,25
30 99,47+2,72 96,18+0,47 101,26%0,24
40 135,04+1,26 132,73+1,31 128,66+6,45

Tabela 13. Izracunate vrednosti konstante stabilnosti kompleksg (Kefikasnosti
kompleksiranja (CE) u binarnim karbamazepin (CBidrbksipropil-ciklodekstrin
(HPBCD) i ternarnim karbamazepin (CBZ)-hidroksipilef-ciklodekstrin (HPBCD)-

hidrofilni polimer sistemima

Ks(M™)
zraéunato Izrfavé,ungto CE
koriS¢enjem S koriséenjem
odseka

CBzZ:HPBCD 1004,57 653,85 0,56
CBZ:HPBCD:SqupIus® 417,80 309,24 0,85
CBZ:HPBCD:Metolose® 90SH-100 561,79 302,82 0,82
CBZ:HPBCD:Metolose® 65SH-1500 513,54 253,01 0,82

Ks u velikoj meri zavisi od vrednost[iLO], kao Sto je gore objasSnjeno, za procenu

poveanja solubilizacionog kapaciteta hidroksipropitiklodekstrina sa dodatkom
hidrofilnih polimera, koriéene su izréunate vrednosti za CE. Tako je dodatak
Soluplu§-a binarnom karbamazepin-hidroksipropitiklodekstrin sistemu doveo do
porasta vrednosti CE sa 0,56 na 0,85, dok je dodatitruga dva ispitivana polimera
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(Metolos€ 90SH-100 i Metolose65SH-1500) u oba staja postignuta vrednost za CE
od 0,82. Zabelezeni porast efikasnosti komplekgrad priblizno 1,5 puta u ternarnim
karbamazepin-hidroksipropfl-ciklodekstrin-hidrofilni polimer sistemima u odnosoa
binarne karbamazepin-hidroksipropHeiklodekstrin sisteme potvrdio je da je dodatak
hidrofilnih polimera veoma efikasna metoda za @gawge efikasnosti kompleksiranja u
sistemima lekovita supstanca-ciklodekstrin. Bropmathodna istrazivanja su potvrdila
da se dodatkom hidrofilnih polimera ostvaruje &jao povéanje efikasnosti
kompleksiranja ciklodekstrina za ragte lekovite supstance (Mura i sar., 2001, Ribeiro
I sar., 2003, Smith i sar., 2005, Mady i sar., 280u i sar., 2011). Tako je pokazano
da se dodatkom hidroksipropilmetilceluloze hidrpkspil B-ciklodekstrinu (Kou i sar.,
2011) i sulfobutiletaB-ciklodekstrinu (Smith i sar., 2005) ostvaruje sgisticki efekat
na poveéanje rastvorljivosti karbamazepina. Tako Kou i saradnici su pokazali da se
primenom polivinilpirolidona ne postize zf@no povéanje rastvorljivosti
karbamazepina u vodenim rastvorima hidroksiprpgalklodekstrina (Kou i sar., 2011).

| pored brojnih sprovedenih studija,éém mehanizam kojim se moZe objasniti
pove&anje rastvorljivosti lekovitih supstanci u rastvoa ciklodekstrina pri dodatku
hidrofilnih polimera joS uvek nije poznat. Veomavg@zno naglasiti da je efekat dodatka
hidrofilnih polimera razltit u razliitim sistemima lekovita supstanca-ciklodekstrirai d
u nekim sldajevima ne dolazi do povanja efikasnosti kompleksiranja. Ovo navodi na
zakljwak da su specifine interakcije izméu lekovite supstance i primenjenog polimera
zn&ajne za objasSnjenje navedenog fenomena. N®gie da se spectnim
interakcijama lekovite supstance i polimera gpva precipitacija molekula lekovite
supstance koji disociraju iz lekovita supstancdecikkstrin kompleksa. Zbog svega
navedenog, uticaj dodatka hidrofilnih polimera rikasnost kompleksiranja potrebno
procenjivati za svaki sistem lekovita supstancadeci&kstrin ponaosob. Poznato je da
hidrofilni polimeri koji su primenjivani u ispitivgju imaju sposobnost micelarne
solubilizacije lekovite supstance, ali ovaj efekgé od velikog zn&aja, imajui u vidu
da samo slobodni molekuli lekovite supstance mogu farmiraju komplekse sa
molekulima ciklodekstrina. Veoma zZtegna moze bitkinjenica da kori&eni hidrofilni
polimeri mogu da stabilizuju strukture nastale gaogom molekula ciklodekstrina i/ili
lekovita supstanca-ciklodekstrin kompleksa i daajan&in poveavaju solubilizacioni

potencijal ciklodekstrina (Loftsson i Brewster, 2)1Kako bi se stekao bolji uvid u
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mehanizme koji doprinose paianju solubilizacionog potencijala hidroksiprof#-
ciklodekstrina za karbamazepin sa dodatkom hidndfilpolimera, u daljem toku
istrazivanja primenjene su tehnike molekularnog ebmeanja i fiztkohemijske

karakterizacije.

3.4.2. Simulacija interakcija u sistemu karbamazepmi-hidroksipropil- B-
ciklodekstrin-hidrofilni polimer tehnikama molekula rnog modelovanja

Strukture Sest karbamazepin-hidroksiprdpiiklodekstrin kompleksa,
identifikovanih kao najstabilniji, prikazane su sbkci 34, dok su dobijene vrednosti
konstanti vezivanja i energije interakcije, dafjene na nevezivne i elektrostae
interakcije, prikazane u tabeli 14. Negativne viestnenergija ukazuju na interakcije
koje stabilizuju sistem, dok pozitivhe vrednostamliiju na destabili$e interakcije. Sa
prikazanih struktura kompleksa, koji su primenomidé@enog softvera identifikovani
kao najstabilniji, udava se pojava vodamih veza izméu N-H i C=0O grupa iz
karboksamidne grupe karbamazepina i O-H grupe dzoksipropil grupe u hmom
lancu hidroksipropiB-ciklodekstrina. Takée se udava da dolazi do inkluzije manje
polarnog dela molekula karbamazepina, dibenzoagkpinprstena, unutar hidrofobne
Supljine hidroksipropiB-ciklodekstrina. Nasuprot ustaljenoj tvrdnji da dofbbne
interakcije igraju najzr@jniju ulogu u formiranju inkluzionih kompleksa sa
ciklodekstrinima, rezultati simulacije vezivanja rkamazepina i hidroksipropfi-
ciklodekstrina pokazali su da i interakcije iztaepolarnih grupa u strukturi lekovite
supstance i ciklodekstrina tak® imaju veoma zri&ajnu ulogu u nastanku inkluzionih
kompleksa.

Dobijene vrednosti energija (nevezivne i elektrogka), izraunate korigenjem
CHARMmM polja sila iGasteigernaelektrisanja ukazuju na nesSto driigiaredosled
karbamazepin-hidroksipropfl-ciklodekstrin kompleksa u pogledu stabilnosti,dnosu
na redosled procenjen na osnovu dobijenih vredrmststanti vezivanja. Na osnovu
izracunatih vrednosti energija interakcije, kao najdtajije identifikovan kompleks 1
(Slika 34a), kod koga je dobijena i najviSa vredrkenstante vezivanja, koja take®
ukazuje na najui@ stabilnost ovog kompleksa. Kod ovog kompleksazgbelezena
najniza vrednost za energiju nevezivnih interakcigo stabilizuje sistem, dok

komponentaenergije elektrostatikih interakcija ima pozitivhu, ali veoma nisku
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Slika 34 (a-f). Strukture Sest karbamazepin- hidroksiprgpitiklodekstrin kompleksa
koji su primenom simulacije vezivanja karbamazepimaroksipropils-ciklodekstrina

identifikovani kao najstabilniji
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Tabela 14. Vrednosti konstante vezivanja, energije interakcgsilanjene na nevezivne
I elektrostattke interakcije, i parametréolecular Lipophilicity Potential | nteraction
score (MLPIs) za Sest karbamazepin (CBZ)-hidrokgag#S-ciklodekstrin (HPBCD)

kompleksa koji su predigni kao najstabilniji

CBz- Konstanta Nevezivne Elektrostaticke MLPIs

HPBCD vezivanja interakcije interakcije arametar
kompleks (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) P
Kompleks 1 -7,1 -18,05 0,723 4,43
Kompleks 2 -7,0 4,21 0,545 5,04
Kompleks 3 -6,9 -9,00 1,205 4,43
Kompleks 4 -6,8 123,89 2,113 4,46
Kompleks 5 -6,8 9,96 5,090 4,91
Kompleks 6 -6,2 -0,002 -0,417 5,01

vrednost i tek neznatno doprinosi destabilizacigtesma. Kao drugi najstabilniji
kompleks identifikovan je kompleks broj 3, prikazam slici 34c, kod koga komponenta
energije nevezivnih interakcija doprinosi stabitizia kompleksa, ali komponenta
elektrostatikih interakcija ima pozitivhu vrednost, Sto ukazogesile odbijanja iznd
karbamazepina i hidroksiproglciklodekstrina, odnosno destabilizaciju sistemadK
kompleksa koji je na osnovu vrednosti konstanteivagga svrstan kao Sesti prema
opadajdoj stabilnosti (Slika 34f) utava se neznatna negativna vrednost za energiju
nevezivnih interakcija uz negativnu vrednost zargie elektrostatikih interakcija,
tako da obe vrste interakcija doprinose stabiljzaddmpleksa. Kod svih ostalih
kompleksa izréunate su pozitivne vrednosti i za energije nevahivrelektrostattkih
interakcija, Sto sve zajedno ukazuje na destabijizasistema. Pozitivna vrednost
parametravlolecular Lipophilicity Potential I nteractionscore (MLPIs) zabelezena kod
svih Sest kompleksa, ukazuje na pojavu odbojnin igineiu molekula hidroksipropil-
B-ciklodekstrina i karbamazepina. R&#liredosled u stabilnosti kompleksa, dobijen na
osnovu vrednosti konstante vezivanja i energijacimatih korigenjem CHARMmM
polja sila iGasteigernaelektrisanja nije iznedajuéi i predstavlja posledicu vrednosti
parametara u kor&nim softverima, odabranog polja sila i elektragkatg modela.
Dodatni razlog za u®ne razlike predstavlj&injenica da se prilikom izutenja

simulacije vezivanja lekovita supstanca-ciklodeks{docking simulacija) ne uzima u
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obzir prisustvo molekula vode i eventualno prishtwodonénih veza izméu molekula
lekovite supstance i vode. Ipak, moze se¢ituaa je kod tri kompleksa, koji su na
osnovu vrednosti izeainatin energija rangirani kao najstabilniji, karboa grupa
karbamazepina orijentisana prema hidrofobnoj Suipiklodekstrina, Sto ukazuje da
ova interakcija ima zr@ajnu ulogu u stabilizaciji nastalog kompleksa. Opo u
suprotnosti sa d@kivanjem da hidrofobne interakcije izdwe aromatnih prstenova
karbamazepina i hidrofobne Supljine ciklodekstrimgraju najvazniju ulogu u
stabilizaciji nastalih inkluzionih kompleksa. Magu objaSnjenje za @enu pojavu
predstavlja to da se inkluzijom polarnih grupa leanazepina unutar hidrofobne
Supljine ciklodekstrina smanjujedaa interakcija izméu molekula karbamazepina i
molekula vode, Sto favorizuje nastanak kompleksa.

Simulacija molekularne dinamike je primenjena kékse stekao uvid u interakcije
izmedu karbamazepin-hidroksiprogitciklodekstrin kompleksa i hidroksipropilmetil-
celuloze u vodenom rastvoru. Prilikom interpre&@apbijenih rezultata vazno je imati
u vidu da vreme trajanja simulacije od 2 ns ond@ga samo sticanje uvida u trenutno
stanje u sistemu, posSto u sistemu kontinuirano zilotkp formiranja i disocijacije
karbamazepin-hidroksipropfl-ciklodekstrin  kompleksa. Posmatranjem dobijenih
trajektorija (Slika 35) ugava se da tokom trajanja simulacije dolazi do djaoie
razlicitih kompleksa, pricemu kompleksi ozrizni brojevima 1 i 3 (Tabela 14, Slika
34a i 34c) najduze perzistiraju. MoZe secitioda se tokom simulacije molekuli
hidroksipropil$-ciklodekstrina vezuju za molekule hidroksipropititezluloze,
zahvaljujii vodoninim vezama i disperzionim silama izdwe metil grupa. Sa
prikazanih trajektorija moze se &b da dolazi do interakcija iznd® molekula
karbamazepina, koji disosuju iz karbamazepin-hidifmopil$-ciklodekstrin
kompleksa i molekula hidroksipropilmetilceluloze.aNosnovu prikazanih rezultata
moZze se pretpostaviti da molekuli hidroksipropililcetuloze stupaju u interakciju sa
slobodnim molekulima karbamazepina u rastvoru é@kuaima koji nisu vezani u
komplekse) i na taj & spre&avaju nastanak dimera karbamazepina, Sto predstavlj
pocetnu fazu u kristalizaciji karbamazepina. ddona pojava na mikroskopskom nivou
odgovara smanjenju difuzionog koeficijenta karbaemitza na makroskopskom nivou u
rastvorima koji sadrze hidroksipropilmetilcelulozGako difuzija u osnovi predstavlja

procesprenosamasekoji je neophodarza pocetak kristalizacije,moZese zakljwiti da
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Slika 35 (a-d). Prikaz trajektorija molekularne dinamike u raziim trenucima tokom

trajanja simulacije
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se dodatkom hidroksipropilmetilceluloze  usporava istkfizacija  molekula
karbamazepina iz rastvora. lako se dobijeni refiufia mogu uzeti kao nepobitni
dokazi, oni predstavljaju korisno objaSnjenje zazifpan uticaj dodatka
hidroksipropilmetilceluloze na  solubilizaciju  karbhazepina hidroksiprop-
ciklodekstrinom. MoZe se pretpostaviti da se ef@aluplu§-a moZe objasniti slhim
mehanizmom, odnosno u ovim sistemima se dakm@ekuje pojava interakcija iznda
molekula karbamazepina i Solupfua, koje doprinose solubilizaciji molekula
karbamazepina. Kako izdenje simulacije sa molekulom wghie poput Solupliba
zbog velikog broja potrebnih izfanavanja zahteva kompjuterske sisteme visokih
performansi i traje dugo vremena, simulacija irkeija u karbamazepin-hidroksipropil-

B-ciklodekstrin-Soluplu® sistemu nije vrena u ovom istraZivaniju.

3.4.3. Fizikohemijska karakterizacija binarnih karbamazepin-hidroksipropil- p-
ciklodekstrin i ternarnih karbamazepin-hidroksiprop il- B-ciklodekstrin hidrofilni

polimer sistema

3.4.3.1. Diferencijalna skenirajita kalorimetrija (DSC)

DSC termogrami polaznih materijala, binarnih i smh sistema izenih
susSenjem rasprSivanjem i fikih smeSa istovetnog kvalitativnog i1 kvantitativnog
sastava prikazani su na Slici 36. Na DSC termogr&ambamazepina (Slika 36a)
uotava se endotermni pik na 175°C usled topljenjanpmtinog oblika Ill, nakortega
se u@ava egzotermni pik na 177°C, koji odgovara krigtadiji polimorfnog oblika |,
koji se zatim topi na 191°C, Sto se manifestuje osgmnim pikom. Dobijeni
termogram odgovara prethodno opisanom termogramlim@dnog oblika I
karbamazepina (Grzesiak i sar., 2003), Sto pokadajge karbamazepin koésn u
ovom ispitivanju sadrzao polimorfni oblik Ill, kaoajstabilniji polimorfni oblik
supstance pod ambijentalnim uslovima. Na DSC teramgna korigenih pomanih
supstanci (hidroksiprop-ciklodekstrin, Soluplug Metolos& 90SH-100 i Metolose
65SH-1500) (Slike 36b i 36c) wava se Siroka endoterma koja nije billjiea u
drugom ciklusu zagrevanja uzoraka. Pojava ove Simidoterme predstavlja posledicu
gubitka vode koju sadrze polimeri i/ili relaksacilimera tokom zagrevanja. Na

termogramima izrdenih fizickih smeSa (Slike 36¢) moZe se ¢iio pik topljenja

125



borde Medareu, Doktorska disertacija, 2015.

karbamazepina, Sto ukazuje na njegovo prisustvastaknom obliku. Ovakav rezultat
pokazuje da jednostavnim meSanjem karbamazepidegKsipropilfi-ciklodekstrina i
eventualno dodatog hidrofiinog polimera ne dolazv dormiranja inkluzionih
kompleksa, Sto predstavljacekivani rezultat. Sa druge strane ni kod binarnih
karbamazepin-hidroksipropfl-ciklodekstrin, niti kod ternarnih karbamazepin-
hidroksipropil$-ciklodekstrin-hidrofilni polimer sistema nisu &mi pikovi topljenja
karbamazepina na DSC termogramima (Slika 36b). @wede ukazati da je doslo do

inkapsulacije karbamazepina unutar Supljine cikkstiéna, odnosno da je dosSlo do

nastanka inkluzionih kompleksa.
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Slika 36 (a-c). DSC termogrami polaznih materijala (karbamazepBZ:

hidroksipropil$-ciklodekstrin-HPBCD), formulacija dobijenih suSenj rasprSivanjem

(CD1-CD4) i odgovaraijtih fizickih smeSa (CD1PM-CD4PM)
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3.4.3.2. Difrakcija X-zraka na prasku

Na difraktogramu karbamazepina (Slika 37a) mogucsi karakteristéni pikovi
visokog intenziteta na 13,04°, 15,26°, 18,64°, 89,20,34°, 24,89°, 26,64° i 27,18,
Sto odgovara prethodno opisanom difraktogramu pmfinog oblika Il karbamazepina
(Grzesiak i sar., 2003). Ovim je pafen rezultat dobijen DSC analizom da je
karbamazepin, koré&n u ispitivanju sadrzao polimorfni oblik IIl. Igpanjem
hidroksipropil$-ciklodekstrina i korigenih hidrofilnih polimera (Solupl{s Metolos€
90SH-100 i Metolose65SH-1500) (Slika 37a) dobijen je tkzv. tip ordiftaktograma,
bez pojave izrazitih pikova, Sto predstavlja kaeaktiku amorfnih polimera. Na
difraktogramima uzoraka figkih smeSa (Slika 37c), dava se prisustvo
karakteristénin pikova karbamazepina nesto niZzeg intenziteledusiskog sadrZaja

karbamazepina ovim uzorcima.Ovim su potvrdeni rezultatidiferencijalneskenirajue

Soluplus®
.\_/\ Metolose® 65SH-1500
- .-_\_/\\ Metolose® 90SH-100 g
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Slika 37. Difraktogrami (a) polaznih materijala (karbamazegCBZ, hidroksipropils-
ciklodekstrin-HPBCD), (b) formulacija dobijenih frgem rasprSivanjem (CD1-CD4) i
(c) odgovarajudih fizickih smeSa (CD1PM-CD4PM)
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kalorimetrije da jednostavnim meSanjem ne dolazi fiemiranja inkluzionih
kompleksa, kako u binarnim karbamazepin-hidrokgpp-ciklodekstrin tako i u
ternarnim karbamazepin-hidroksipropieiklodekstrin-hidrofilni polimer sistemima.
Ovakav rezultat u staju binarnih karbamazepin-hidroksiprogHeiklodekstrin i
ternarnih karbamazepin-hidroksipropHeiklodekstrin-hidrofilni polimer fizékih smeSa
prethodno su opisali Kou i saradnici (Kou i saO12). Na difraktogramima binarnih
karbamazepin-hidroksipropfl-ciklodekstrin i ternarnih karbamazepin-hidroksipitef3-
ciklodekstrin-hidrofilni polimer sistema, dobijengusenjem rasprSivanjem (Slika 37b),
uoceno je odsustvo pikova karakteristin za karbamazepin. Ovo ukazuje da se u ovim
sistemima karbamazepin nalazi u amorfnom oblikupwatno usled inkluzije u Supljinu
hidroksipropil$-ciklodekstrina. Dodatak hidrofilnih polimera niggoveo do promena u
difraktogramima u odnosu na binarne karbamazepmksipropil$-ciklodekstrin
sisteme, ali je postignuto formiranje amorfnog kblikarbamazepina, pri njegovim
viSim masenim udelima, u odnosu na binarne karbamazidroksipropilB-

ciklodekstrin sisteme.

3.4.3.3. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovomransformacijom (FT-IR)

Na FT-IR spektru karbamazepina (Slika 38a) mogucti pikovi na 3463 crit
(-NH valencione vibracije), 1674 ¢h(-CO-R vibracije), 1593 cthi 1605 cm' (-C=C-
i -C=0 vibracije i -NH deformacije), karakteri&ti za polimorfni oblik 1l
karbamazepina (Rustichelli i sar., 2000). Ispitjeam hidroksipropilp-ciklodekstrina
(Slika 38a) udeni su pikovi na 3331 cim(-O-H istezanje), 2926 cin(-C-H istezanje),
1151 cm' i 1080 cni (-C-H i -C-O istezanje) (Jun i sar., 2007). Riemiem FT-IR
spektara, binarnih i ternarnih sistema dmaih suSenjem rasprSivanjem, kao i
odgovarajdih fizickih smeSa (Slike 38b i 38c), moze seitiada dodatak hidrofilnih
polimera nije doveo do @hivih promena u spektrima ternarnih sistema u @inoa
binarne sisteme. Karakteri&ti pikovi karbamazepina na 1594 i 1674 toljivi su
na spektrima fizikin smeSa (Slika 38c), bez ikakvih pomeranja. Rikbamazepina na
3463 cnt je tesko udljiv na spektrima fizékih smesa, usled preklapanja sa Sirokom
apsorpcionom trakom hidroksiprogiteiklodekstrina na oko 3330 ¢hali se i pored
toga moze uati da kod ovog pika takie ne dolazi ni do kakvih pomeranja u odnosu

na spektar ¢istog karbamazepinaOdsustvo pomeranjapikova karbamazepinana
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Slika 38. FT-IR spektri (a) polaznih materijala (karbamaze@BZ, hidroksipropils-
ciklodekstrin-HPBCD), (b) formulacija dobijenih srgem rasprSivanjem (CD1-CD4) i
(c) odgovarajdih fizickih smesSa (CD1PM-CD4PM)
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spektrima fiztkih smeSa pokazuje da meSanjem komponenata nei dlmazastanka
bilo kakvih hemijskih interakcija iznd@ komponenata. Na spektrima formulacija
izradenih suSenjem rasprSivanjem (Slika 38bdava se potpuno odsustvo pika, koji je
u spektrugistog karbamazepina prisutan na 3463*ciNa spektrima ovih formulacija
takaie se moze uiti da su pikovi, koji se u spektrtistog karbamazepina nalaze na
1674 i 1594 crit pomereni na 1654 i 1580 émPomeranje pikova karakterisiih za
karboksamidnu funkcionalnu grupu karbamazepina uwjkazda intermolekulske
interakcije izmdu karboksamidne funkcionalne grupe karbamazephidroksipropil-
B-ciklodekstrina igraju zr@jnu ulogu u formiranju i stabilizaciji karbamazepi
hidroksipropil$-ciklodekstrin inkluzionih kompleksa. Dobijeni rdfati su u skladu sa
rezultatima dostupnim u literaturi, u kojima je siatemu karbamazepfrciklodekstrin
pokazano da vodotne veze izméu molekula karbamazepingiciklodekstrina igraju
najzn&ajniju ulogu u nastanku inkluzionih kompleksa (Frab sar., 2010). Kao Sto je
prethodno navedeno, rezultati dobijeni primenom usatije vezivanja molekula
karbamazepina i hidroksiprofitciklodekstrina takdée su ukazali na formiranje
vodoninih veza izméu karboksamidne grupe karbamazepina i OH grupacadmo
lancu hidroksipropiB-ciklodekstrina. Rezultati simulacije molekularnagnamike
ukazali su na inkluziju polarnog dela molekula kar@azepina unutar relativno
nepolarne Supljine hidroksiprodtciklodekstrina, gde taki® moze déi do interakcija
izmedu karboksamidne grupe karbamazepina i etarskih agriadroksipropilp-
ciklodekstrina. 1z svega navedenog, moZe se zatkljula su rezultati dobijeni
primenom tehnika molekularnog modelovanja u visoketepenu u saglasnosti sa
rezultatima dobijenim primenom tehnika za dkohemijsku karakterizacijivrstog

stanja.

3.4.3.4. Skenirajiéa elektronska mikroskopija (SEM)

Skenirajdéa elektronska mikroskopija je primenjenja u ciljticanja uvida u
promene morfoloskih karakteristika materijala nakmmenjenih tehnika meSanja i
susenja rasprSivanjem. Dobijene mikrografije uzaraitrbamazepina, hidroksipro-
ciklodekstrina i odabranih formulacija f&iih smeSa (CD3PM) i formulacija dobijenih
suSenjem rasprSivanjem (CD1, CD2 i CD4) prikazanena slici 39. Na SEM

mikrografiji karbamazepina(Slika 39a) mogu se ucciti cestice prizmatcnog i
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e) f)
Slika 39. SEM mikrografije (a) karbamazepina (CBZ), (b) lokisipropil5-

ciklodekstrina (HPBCD), (c) fizke smeSe CD3PM i formulacija (d) CD1, (e) CD2i (f)

CD4, dobijenih suSenjem rasprSivanjem
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nepravilnog oblika, veomaazlicite po svojoj veli¢ini (20-100 pum),usled kohezivne
prirode karbamazepina i izrazene tenden@jgica ka agregaciji. Na SEM mikrografiji
hidroksipropil-ciklodekstrina (Slika 39b) wavaju secestice sfernog oblika i glatke
povrsine, sa velikim brojem fragmenata ovéstica, prcemu je vekina najvéeg broja
gestica u rasponu od 30 do 60 pdestice polaznih materijala mogu se lako
identifikovati na prikazanoj SEM mikrografiji fizke smeSe (Slika 39c), bez bilo kakve
promene u morfologiji i vetini ¢estica, Sto potduje da tokom meSanja nije doslo do
zn&ajnih promena u morfoloSkim karakteristikama polazmaterijala. Sa druge
strane, na SEM mikrografijama, kako binarnih, takernarnih formulacija dobijenih
SusSenjem rasprSivanjem (Slike 39d-39f) nije mimgudentifikovati cestice polaznih
materijala. Na prikazanim mikrografijama odabrafdnmulacija u@avaju secestice
sfernog oblika sa karakterigtim otvorom na povrsSini i veliki broj smeZuranibstica.
Cestice sa otvorom na povrsini su karaktefigti za proces su3enja rasprsivanjem. U
pocetnim fazama procesa dolazi do uklanjanja rastzarari cemu se na povrSini
cestica formira omota dok unutakestice joS uvek zaostaje izvesna &ola rastvaréa.
Kako proces t&e, sa povéanjem temperature dolazi do pdaeja pritiska unutar
¢estice usled isparavanja zaostalog rasteara odrédenom trenutku dolazi do pucanja
omota&a na povrsini¢estice i nastanka otvora. Veoma je @ajno i da je veliina
nastalincestica zn&jno manja, kako u odnosu na polazne materijak®, tai odnosu
na fizicke smesSe i iznosi do 10 um. Velike promene wireli morfologiji ¢estica kod
formulacija dobijenih suSenjem rasprsSivanjem bifakarbamazepin-hidroksipropf-
ciklodekstrin i ternarnih karbamazepin-hidroksiptggciklodekstrin-hidrofilni polimer
vodenih rastvora, u odnosu na polazne komponekezwu na nastanak noverste
faze u sistemu. Takie se moZe uiti da je sistem homogenog izgleda, odnosno da nije
doSlo do razdvajanja na polazne komponente. lakaoltegi dobijeni skenirajtom
elektronskom mikroskopijom ne mogu predstavljatidvesmislen dokaz nastanka
inkluzionih  kompleksa, ovi rezultati, zajedno sazukatim ostalih tehnika
fizickohemijske karakterizacije i tehnika molekularnogpd®lovanja, predstavljaju
zn&ajne dokaze za formiranje inkluzionih kompleksa édm karbamazepina i

hidroksipropil$-ciklodekstrina.
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3.4.3.5. In vitro ispitivanje brzine rastvaranja karbamazepina iz bharnih i
ternarnih sistema

Profili brzine rastvaranja karbamazepina iz fornoiida dobijenih suSenjem
rasprSivanjem (CD1-CD4) i odgovaréin fizickih smeSa (CD1PM-CD4PM), u
poreienju sacistim karbamazepinom, prikazani su na slikama 40&0b, dok je
tabelarni prikaz rezultata dat u tabeli 15. Na juofbrzine rastvaranjacistog
karbamazepina @ava se usporeno i nepotpuno rastvaranje, sa oko ré@%orene
kolicine karbamazepina u toku 1 h ispitivanja.ceime fluktuacije u profilu brzine
rastvaranja karbamazepina mogu se pripisati prelasthidrovanog karbamazepina u
dihidratni oblik, koji pokazuje nizu rastvorljivostbrzinu rastvaranja. Na prikazanim
profilima brzine rastvaranja lako se moZecitioda se primenom, kako formulacija
brzine rastvaranja karbamazepina. N&brzina rastvaranja karbamazepina postignuta
je iz binarnog karbamazepin-hidroksipropitiklodekstrin (CD4) i ternarnog
karbamazepin-hidroksipropfl-ciklodekstrin-Soluplu®  sistema (CD1) dobijenog
susenjem rasprSivanjem, gde je celokupnackwli karbamazepina rastvorena tokom
prvin 5 minuta ispitivanja. U toku istog vremenskagervala iz uzorak&istog
karbamazepina rastvoreno je tek negde oko 5% okevile supstance, Sto jasno
pokazuje prednost ovih formulacija. NeSto sporijglobaianje karbamazepina
postignuto je iz formulacija dobijenih suSenjem pi&svanjem koje su sadrzale
hidroksipropilmetilcelulozu (CD2 i CD3). Ova pojas& moZe pripisati po¢anju
viskoziteta pod dejstvom hidroksipropilmetilceludgz Sto dovodi do usporavanja
difuzije i rastvaranja lekovite supstance. Porgabusnog rastvaranja karbamazepina, za
ove dve formulacije je karakterigtio i nepotpuno rastvaranje karbamazepina, Sto je
narcaito izrazeno kod formulacije CD3, koja sadrzi tijpddoksipropilmetilceluloze
Metolos€ 65SH-1500, koji daje rastvore ey viskoziteta. MoZe se zaldjti da je od
svih karbamazepin-hidroksiprogkciklodekstrin-hidrofilni polimer ternarnih sistema
dobijenih suSenjem rasprSivanjem nag/g@oveéanje brzine rastvaranja karbamazepina
postignuto primenom karbamazepin-hidroksiprgpdiklodekstrin-Soluplu8 sistema,
kod kojih nije zabelezena nikakva razlika u brzestvaranja karbamazepina u odnosu
na binarne karbamazepin-hidroksipropitiklodekstrin sisteme, iako je ternarni sistem

sadrzaoviSi udeo karbamazepind®ove&anje brzine rastvaranjakarbamazepinaz
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Slika 40. Uporedni prikaz profila brzine rastvaranja karbanepina iz uzorakaiste

lekovite supstance (CBZ), (a) formulacija dobijesilenjem rasprsivanjem (CD1-
CD4) i (b) odgovarajdih fizickih smeSa (CD1PM-CD4PM)
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vrednosttSD) u odnosu na deklarisani sadrzaj kar@aepina iz uzoraka‘istog

karbamazepina (CBZ),

binarnin i

ternarnih

formuliaci izradenih suSenjem

rasprSivanjem (CD1-CD4) i odgovaraijin fizickih smeSa (CD1PM-CD4PM)

Vreme CBZ cD1 CcD2 cD3 CD4

(min)
0 0 0 0 0 0
5 5,3+1,7 100,041,2 82,420,7 75,621,1 99,8+1,4
10 9,4+1,2 101,320,5 93,3+1,4 81,320,3 99,4+1,0
15 20,420,8 98,2+1,1 93,320,8 83,7+1,0 98,0+1,0
20 39,443,7 98,310,4 94,1%0,6 85,6+1,5 98,1+1,0
30 43,66,2 100,80,7 93,621,1 87,740, 98,420,3
45 54,746,1 99,3£0,4 94,240,6 88,420,4 98,821,
60 65,646,6 99,420,7 94,1%0,8 90,240,5 98,420,9

\(/rrnel':f CBZ CD1PM CD2PM CD3PM CD4PM
0 0 0 0 0 0
5 5,3+1,7 43,48,9 48,548 56,1+4,0 54,240,9
10 9,4+1,2 67,4+2,8 66,646,8 74,5+1,7 62,5:1,0
15 20,420,8 80,7+1,5 77,4%3,3 80,9+2,4 70,120,5
20 39,443,7 84,3124 83,122,3 87,7424 74,321,8
30 43,646,2 90,8+3,9 92,643,0 91,3%4,5 81,2+3,p
45 54,7+6,1 95,142,5 93,740,6 93,245,9 86,624,0
60 65,646,6 96,0+2,8 95,9+2,0 93,625,7 88,815,6

binarnih i ternarnih formulacija moze se objashaimiranjem amorfnih inkluzionih
kompleksa, poboljSanjem kvaSenja i solubilizacij@kovite supstance hidroksipropil-
B-ciklodekstrinom, kao i smanjenjem wuglie cestica, Sto je potdeno skenirajtom
elektronskom mikroskopijom. Iz pripremljenih fikih smeSa takie je postignuto
zna&ajno poveéanje brzine rastvaranja karbamazepina, u denj sa cistim
karbamazepinom (Slika 40b). Ipak, u¢ptnoj fazi, tokom prvih 20 minuta ispitivanja,

jasno se utava brZze rastvaranje karbamazepina iz formulaajaiénih suSenjem
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rasprSivanjem. Takie je u@ljivo nepotpuno rastvaranje karbamazepina iz foaogs
fizickih smeSa. Povanje brzine rastvaranja karbamazepina iz formwatgickih
smeSa, u odnosu naist karbamazepin, mozZe se pripisati povrSinski vaitn
karakteristikama hidroksipropfl-ciklodekstrina, zbogcéega dolazi do smanjenja
povrSinskog napona izrde hidrofobnih cestica karbamazepina i okolnog vodenog
medijuma, Sto dovodi do pog&nja brzine rastvaranja karbamazepina. @ak@oznato

je da tokom rastvaranja ftkih smeSa dolazi dm situ formiranja kompleksa iznde
lekovite supstance i ciklodekstrina (Corrigan irfiég, 1982). Ovo moZe biti razlog za
sporije rastvaranje karbamazepina @qinoj fazi ispitivanja, posto je prvo potrebno da
dode do rastvaranja hidroksiprogitciklodekstrina da bi nakon toga bilo mdgu

formiranje karbamazepin-hidroksiprofiteiklodekstrin inkluzionih kompleksa.
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4. KRITI CKI OSVRT NA DOBIJENE REZULTATE ISTRAZIVANJA

Rezultati tri faze istraZivanja pokazuju da se biea ternarnévrste disperzije, kao
i sistemi lekovita supstanca-ciklodekstrin i lekavsupstanca-ciklodekstrin-hidrofilni
polimer mogu uspesno primeniti u cilju péamja brzine rastvaranja karbamazepina.
Uporedni prikaz profila brzine rastvaranja formujadz kojih je postignuto najbrze
rastvaranje karbamazepina (vise od 80% rastvorémaogamazepina tokom prvih 10
minuta ispitivanja), a dobijene su primenom navédéormulacionih pristupa dat je na
slici 41. Prilikom tuma&enja dobijenih rezultata treba imati u vidu da gz&ori&keni za
ispitivanje brzine rastvaranja, dobijeni primenomorey navedenih raziitih
formulacionih pristupa, nisu sadrzali istu Kotu karbamazepina. Ova razlika je
narcito izrazena u skaju formulacija izrdenih uz korigenje hidroksipropiB-
ciklodekstrina, gde zbog visokog masenog odnosaoksipropil{-ciklodekstrin:
karbamazepin nije bilo moga ispitivanje uzoraka koji sadrze ekvivalentnu &ali
karbamazepina.

Brojni su faktori koje je potrebno razmotriti pkém odabira odgovarateg
formulacionog pristupa za podenje brzine rastvaranja lekovite supstance. Sa
prikazanih profila moze se &iti da je iz svih odabranih formulacija postignueoma
brzo rastvaranje karbamazepina, gde je viSe od kK@ddamazepina rastvoreno tokom
prvih 15 minuta ispitivanja. U staju formulacija F10 i F20 (ternarne karbamazepin-
Soluplu§-poloksamer 188 cvrste disperzije), CD1 (ternarni karbamazepin-
hidroksipropil$-ciklodekstrin-Soluplu8 sistem) i CD4 (binarni karbamazepin-
hidroksipropil$-ciklodekstrin sistem) zabelezeno je da se viS®@x karbamazepina
rastvara vé tokom prvih 5 minuta ispitivanja. Na osnovu sanplofila brzine
rastvaranja nije moge napraviti izbor izméu kori&enih pristupa za povanje brzine
rastvaranja karbamazepina.

Veoma vazan faktor koji treba imati u vidu prilikomdabira odgovarageg
formulacionog pristupa sigurno predstavlja i Ewla poma@nih materija koja je
potrebna kako bi se postiglo Zeljeno péu@e brzine rastvaranja lekovite supstance.
Ovo moze nar@to predstaviljati problem kod formulacije farmacgdh oblika sa

visokodoziranimlekovitim supstancamay koje spadai samkarbamazepir(inicijalna
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Slika 41. Profili brzine rastvaranja odabranih formulacija) binarnih karbamazepin-
poloksame#vrstih disperzija, (b) i (c) ternarnih karbamazegsoluplu§-poloksamer
188cvrstih disperzija i (d) karbamazepin-hidroksipropiciklodekstrin binarnih i
karbamazepin-hidroksipropp-ciklodekstrin-hidrofilni polimer ternarnih sistema
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Slika 41. Nastavak

mg, ualdjena doza odrZzavanja 0,8-1,2 g, podeljeno u 2-Zedo

(Martindale 38 ed., 2009)). U skaju binarnih karbamazepin-poloksamer i ternarnih

karbamazepin-Soluplfispoloksamer 188 ¢vrstih  disperzija postignuto je brzo

139



borde Medareu, Doktorska disertacija, 2015.

rastvaranje karbamazepin&gak i kod formulacija koje su sadrzale oko 50%
karbamazepina (formulacija binarnih karbamazepilohsamer 18&vrstih disperzija u
masenom odnosu 1:1 i formulacija F16 ternarnih &awzepin-Solupldspoloksamer
188 ¢vrstih disperzija), Sto ove sistendeni pogodnim za formulaciju farmaceutskih
oblika za peroralnu primenu sa trenutnim osltavgem karbamazepina. Ipak, pre
formulacije finalnih farmaceutskih oblika neophodnpe razmotriti i proténe i
kompresibilne osobine dobijenih uzoraka i eventudodatak poménih materija u
cilju poboljSanja ovih osobina. lako je kod bindwrrkarbamazepin-hidroksiprogi-
ciklodekstrin i ternarnih  karbamazepin-hidroksigtapciklodekstrin-Soluplu$
sistema postignuto izuzetno brzo rastvaranje kaazepina, zn&jno ogranienje
njihove primene predstavlja nizak udeo karbamazepiformulacijama koji se nalazi u
rasponu od 5,3 do 7,7% (m/m). Ovo u velikoj merraogava primenu dobijenih
binarnih i ternarnih sistema za formulaciju farmatskih oblika za peroralnu primenu
koji sadrze terapijski relevantnu k&ihu karbamazepina. Navedeno ogtamje ne
umanjuje zné&j samog istraZzivanja, posto dobijeni rezultati dstavljaju korisnu
osnovu za razvoj formulacija sa hidroksiprapitiklodekstrinom i niskodoziranih
lekovitim supstancama she hemijske strukture kao karbamazepin, sa ili dezatka
hidrofilnih polimera.

Osobine same tehnike koja se primenjuje za izrammdlacija namenjenih za
pove&anje brzine rastvaranja lekovite supstance dakaredstavljaju zri@jan faktor za
odabir odgovarajteg formulacionog pristupa. Veoma je vazno da sahaika izrade
bude lako primenljiva, kako na laboratorijskom niyomogudavajlti razvoj preparata,
tako i na industrijskom nivou, pri proizvodnji viedi kolicine preparata. U prikazanom
istraZivanju za izradu binarnih i ternarritrstih disperzija primenjene su tehnike koje
su pogodne za primenu na laboratorijskom nivou nimafazama razvoja preparata.
lako do sada nisu poznate ekvivalentne tehnike kejgrimenjuju na industrijskom
nivou, njihov razvoj nije nemogui moze se &ekivati u sl¢aju da farmaceutska
industrija pronde ekonomski interes za to. Sa druge strane, tehsikSenja
rasprSivanjem, koja je primenjena za izradu birarni ternarnih sistema sa
hidroksipropil$-ciklodekstrinom, predstavlja dobro poznat procekako wu
farmaceutskoj tako i u drugim oblastima industrijgpored velikog broja procesnih

parametara koji wtu na karakteristike finalnog proizvoda, tokom dggalina primene
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ove tehnike akumuliralo se dosta informacija, kaje velikoj meri olakSavaju
optimizaciju samog procesa. Dostupnostdaja razléite velicine omogiava primenu
ove tehnike, kako na laboratorijskom tako i na Bstdiskom nivou. Izbor
odgovarajdeg rastvaréa, koji je cesto neophodan prilikom izraderstih disperzija i
lekovita supstanca-ciklodekstrin sistema tk@redstavlja veoma zégan faktor pri
ovakvim razmatranjima. Primena organskih ras@araakocesto neophodna, nosi sa
sobom probleme vezane za obelsge odgovarajtih bezbednosnih uslova u
proizvodnji, mogdnost zaostatka rezidua u proizvodu, kao i visokaucsamih
rastvarga. Sa te strane metod topljenja, primenjen u izkadbamazepin-poloksamer
cvrstih disperzija i tehnika suSenja rasprSivanjemmenjena u izradi binarnih
karbamazepin-hidroksipropfl-ciklodekstrin i ternarnih karbamazepin-hidroksipitef3-
ciklodekstrin-hidrofilni polimer sistema predstajl} pogodne opcije, imaguu vidu da
ne zahtevaju primenu organskih rast¢aralzrada ternarnih karbamazepin-SoluBius
poloksamer 188vrstih disperzija zahteva primenu organskih rastiarsto predstavlja
nedostatak ove tehnike. Ipak izborom etanola katvaa&a koji se prema ICHQ3 (ICH
Q3 guideline, 2011) smernici svrstava u klasu 3apsgih rastvaksa (organski
rastvargi sa niskim toksinim potencijalom) zn&jno je smanjen rizik vezan za
moguenost Stetnih uticaja na zdravlje pacijenata i ofggeau proizvodnji.

Nakon svega navedenog teSko je doneti z&kku o izboru optimalnog
formulacionog pristupa sa ciliem paamja brzine rastvaranja karbamazepina. Zbog
visoke doze u kojoj se primenjuje karbamazepin,dpost treba dati formulaciji
binarnih i ternarnincvrstin disperzija, dok binarni lekovita supstanddedekstrin i
ternarni lekovita supstanca-ciklodekstrin-hidrafipolimer sistemi predstavljaju dobro
reSenje za niskodozirane teSko rastvorljive lelovdupstance. Prilikom razvoja
proizvodnog procesa nha industrijskom nivou, izbptimmalnog formulacionog pristupa

dominantno mogu odrediti i raspoloziva oprema izrodni kapaciteti.
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5. ZAKLJU CAK

U prvoj fazi istraZivanja, poloksamer 188 i polakser 407 su uspesno primenjeni u
formulaciji binarnih ¢vrstih disperzija sa tesSko rastvorljivom lekovitosnpstancom
karbamazepinom. U izradivrstin disperzija primenjen je postupak disperggaan
karbamazepina u otopljenom poloksameru. U svimieman uzorcima binarnitivrstih
disperzija, bez obzira na odnos karbamazepin:patoks, zabeleZzeno je prisustvo
karbamazepina u kristalnom obliku. Veoma jecaj@acinjenica da je u svim uzorcima
cvrstih disperzija karbamazepin bio prisutan u polimom obliku Il (monoklinéni
oblik), koji predstavlja termodinagki najstabilniji polimorfni oblik karbamazepina
pod ambijentalnim uslovima i koji je kao takav peermavropskoj farmakopeji jedino
prihvatljiv za formulaciju farmaceutskih oblika. N@snovu rezultata fizkohemijske
karakterizacije moze se zaldjti i da diferencijalna skenirafja kalorimetrija nije
pogodna metoda za otkrivanje ikog stanja karbamazepina u binarnim karbamazepin-
poloksamercévrstim disperzijama, usled promene dkag stanja karbamazepina pod
uticajem poviSene temperature primenjene tokomtivgmija. Primenom simulacije
molekularne dinamike uwena je teznja molekula karbamazepina ka stvaranju
intermolekulskih interakcija i agregaciji, Sto z#p@ sa odsustvom karbamazepin-
poloksamer interakcija, zabelezenim primenom FT4Rektroskopije, predstavija
mogute objasnjenje za denu kristalnu prirodu karbamazeping&wstim disperzijama.
Formulacijom binarnih karbamazepin-poloksamanstih disperzija postignuto je
zn&ajno poveéanje brzine rastvaranja karbamazepina u deng sa distim
karbamazepinom. Tako se za 10 minuta ispitivanjatvagilo vise od 80%
karbamazepina izévrstih disperzija izrédenih sa poloksamerom 188 i 57-67%
karbamazepina i2vrstih disperzija izrdenih sa poloksamerom 407, dok se iz uzoraka
¢istog karbamazepina rastvorilo tek oko 15% ove \éko supstance. Primenom
poloksamera 188 postignuto je brze rastvaranje dmadzepina u odnosu rarste
disperzije izrdene sa poloksamerom 407, pemu je za rastvaranje 90% od ukupne
kolicine karbamazepina u uzorcima bilo potrebno oko 1%wum u sldaju
karbamazepin-poloksamer 188vrstih disperzija, a do 60 minuta u &u
karbamazepin-poloksamer 4@vrstih disperzija. Sa po¢anjem udela poloksamera

zabeleZeno je smanjenje brzine rastvaranja karbgpivee, Sto moZe biti posledica
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gelirajutih osobina poloksamera i stvaranja gel sloja &stica karbamazepina. Veoma
je zn&ajno da je najv@ stepen povéanja brzine rastvaranja karbamazepina postignut
pri relativno visokim masenim udelima karbamazepip8%), cime je olakSana
formulacija kon&nih farmaceutskih oblika pogodnih za peroralnu rion Zbog
prisustva karbamazepina u termodinénajstabilnijem kristalnom obliku, netekuju

se problemi u obezldevanju dugoréne stabilnosti binarnih karbamazepin-poloksamer

¢vrstih disperzija, Stdéesto ograrsiava Siru komercijalnu primentyrstih disperzija.

U drugoj fazi istrazivanja, tehnike D-optimalnogsperimentalnog dizajna smese i
vesSta&kih neuronskih mreza tipa viSeslojnog perceptroma put su primenjene u
kombinaciji u razvojucvrstih disperzija i to na primeru ternarnih karbaeyain-
Soluplu§-poloksamer 18&vrstih disperzija. Iz izrdenih ternarnihévrstih disperzija
postignuto je zn&jno povéanje brzine rastvaranja karbamazepina, u deg sa
cistim karbamazepinom i odabranim uzorkom dikiin smeSa. Tako se kod 11 od 22
pripremljene formulacije u toku prvih 10 minutaitsganja rastvorilo vise od 80% od
ukupne kolkine karbamazepina u uzorcima. Zeljeno gewge brzine rastvaranja
karbamazepina postignuto je i kod ternargihistin disperzija sa relativno visokim
udelima karbamazepina od oko 50%. Primenom ekspeteiog dizajna smeSe i
vestakih neuronskih mreza razvijeni su modeli koji polzzavisnost izmiéu udela
komponenata u ispitivanim ternarnigvrstim disperzijama i kotine rastvorenog
karbamazepina (%) nakon 10 ;(Q i 20 minuta (Qg) ispitivanja. Primenom D-
optimalnog eksperimentalnog dizajna smeSe detvo je da kubni model najbolje
opisuje zavisnost iznde ispitivanih promenljivih, dok je u staju modela veStkih
neuronskih mreza tipa viSeslojnog perceptrona, kamdel koji najbolje opisuje
zavisnost izméu ispitivanih promenljivih identifikovana mreza da neurona u
skrivenom sloju, hiperbainom aktivacionom funkcijom i vrednostima za brzidenja
od 0,6 imomentunod 0,3. Pokazano je da na odabrane parametga (@o) najvei
uticaj imaju udeli karbamazepina i poloksamera M88.0snovu vrednosti koeficijenata
determinacije (eksperimentalne vs. préawvie vrednosti) iznad 0,95, pokazano je da
dobijeni modeli dobro opisuju zavisnost izine ispitivanih promenljivin. Model
vestakih neuronskih mreza pokazao je bolju sposobnostiitanja na test setu

podataka, Sto pokazuje viSa vrednostdaretog koeficijenta determinacije na test setu
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podataka za model veskdh neuronskih mreza @R0,978) u odnosu na model dobijen
primenom eksperimentalnog dizajna smeSe *=(741).  Fizékohemijskom
karakterizacijom odabranih uzoraka ternartihstih disperzija pokazano je da je u
svim uzorcima karbamazepin prisutan u kristalnonlikabi to u termodinamiki
najstabilnijem polimorfnom obliku Ill. Vrsta rastaga kori€enog u izradicvrstih
disperzija pokazala je zéman uticaj na strukturu dobijenih disperzija, pemu je
primenom metanola omogen nastanakvrste disperzije sa amorfnim karbamazepinom
u kojima je udeo karbamazepina viSi nego Sto jetgute postéi primenom etanola.
Takaie, pokazano je da se dodatkom poloksamera 188 asakkristalizacija

karbamazepina u ternarnikarstim disperzijama.

Primenom hidroksipropi-ciklodekstrina postignuto je z&a@no povéanje
rastvorljivosti karbamazepina, pdemu je postignut linearan rast rastvorljivosti
karbamazepina (0,56-102,20 mmol/l) sa porastom éwatnacije hidroksipropip-
ciklodekstrina (0-40% m/v). Na osnovu dobijenogadipma fazne rastvorljivosti moze
se pretpostaviti da karbamazepin i hidroksipr@pdiklodekstrin grade inkluzioni
kompleks u stehiometrijskom odnosu 1:1. Dodatakdfiehih polimera (Soluplu§,
Metolos€ 90SH-100 i Metolose 65SH-1500) doveo je do porasta rastvorljivosti
karbamazepina u rastvorima hidroksiprdpitiklodekstrina od oko 1,5 puta, u odnosu
na same vodene rastvore hidroksiprgpdiklodekstrina, dok dodatak KollidSra 25
nije imao zndajnog uticaja na rastvorljivost karbamazepina u tvasna
hidroksipropil$-ciklodekstrina. Na osnovu dobijenih rezultata megezakljgiti da je
dodatak hidrofilnih polimera (SoluplfisMetolos& 90SH-100 i Metolose65SH-1500)
efikasan n&n za poveéanje efikasnosti kompleksiranja u sistemu karbamiaze
hidroksipropil$-ciklodekstrin, pri ¢emu je postignuto povanje efikasnosti
kompleksiranja od 1,5 puta u odnosu na binarne aradzepin-hidroksipropit-
ciklodekstrin sisteme. Simulacijom molekularne dnilee u ternarnom karbamazepin-
hidroksipropil$-ciklodekstrin-hidroksipropilmetilceluloza sistempokazano je su
specificne interakcije izmé&u molekula hidroksipropilmetilceluloze i molekula
karbamazepina koji disosuju iz kompleksa sa hidpokgil-p-ciklodekstrinom
odgovorne za povanje rastvorljivosti karbamazepina u ternarnomnesist u odnosu na

binarni  karbamazepin-hidroksiprogitciklodekstrin  sistem. Wene interakcije

144



borde Medareu, Doktorska disertacija, 2015.

najverovatnije spravaju formiranje dimera karbamazepina, Sto je phorak u
procesima nukleacije i rasta kristala. Tehnikomesig rasprSivanjem iz vodenih
rastvora dobijeni su binarni karbamazepin-hidrotad-p-ciklodekstrin i ternarni
karbamazepin-hidroksipropfl-ciklodekstrin-hidrofilni polimer sistemi u oblikpraska.

Iz dobijenih binarnih i ternarnih sistema postignye zn&ajno poveéanje brzine
rastvaranja karbamazepina, kako u odnosdista lekovitu supstancu tako i u odnosu
na odgovarajée fizicke smeSe. Najva brzina rastvaranja karbamazepina postignuta je
iz formulacija binarnih karbamazepin-hidroksiprefitiklodekstrin i ternarnih
karbamazepin-hidroksipropfi-ciklodekstrin-Soluplu8 sistema, gde je celokupna
kolicina karbamazepina rastvorenaéweakon 5 minuta ispitivanja. Kod formulacija
izradenih sa oba tipa hidroksipropilmetilceluloze (Metd 90SH-100 i Metolose
65SH-1500) zabeleZzeno neSto sporije i nepotpuntvaia@je karbamazepina i to
naraito kod formulacije izrdene sa tipom hidroksipropilmetilceluloze koji daje
rastvore veéeg viskoziteta (Metolo§e65SH-1500), gde je za rastvaranje vise od 90%
karbamazepina bilo potrebno oko 60 minuta. dkizhemijskom karakterizacijom
dobijenih uzoraka pokazano je da je u svim formjdata dobijenim suSenjem
rasprSivanjem, karbamazepin prisutan u amorfnomkwplSto moze ukazati na
formiranje inkluzionih kompleksa sa hidroksiproficiklodekstrinom. Uéeno je da
izmedu karbamazepina i hidroksiprogiteiklodekstrina dolazi do hemijskih interakcija
koje mogu imati zn&jnu ulogu u nastanku i stabilizaciji karbamazdpiroksipropil-
B-ciklodekstrin inkluzionih kompleksa. Na osnovu gebih rezultata teSko je izvesti
definitivan zakljdak o mehanizmu kojim ispitivani hidrofilni polimepoveavaju
solubilizacioni kapacitet hidroksipropciklodekstrina za karbamazepin. Rezultati
simulacije molekularne dinamike ukazuju na intefjakizmedu karbamazepina koji
disosuje iz karbamazepin-hidroksipropteiklodekstrin kompleksa [
hidroksipropilmetilceluloze, Sto sprava kristalizaciju rastvorenog karbamazepina. lako
se dobijeni rezultati simulacije molekularne dinkenine mogu uzeti kao nepobitni
dokaz kojim se objasSnjava ispitivani fenomen, omwiakako doprinose boljem
razumevanju ispitivanog fenomena i predstavljajuriskm dopunu rezultatima

eksperimentalnih tehnika.
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Na osnovu dobijenih rezultata moze se za&kKijuda se formulacija binarnih
karbamazepin-poloksamerivrstih  disperzija, ternarnih karbamazepin-Soluplus
poloksamer 188¢vrstih disperzija, kao i binarnih karbamazepin-bldsipropil$-
ciklodekstrin i ternarnih karbamazepin-hidroksigtdgciklodekstrin-hidrofilni polimer
sistema mogu Kkoristiti kao formulacioni pristupi gaveanje brzine rastvaranja tesko
rastvorljive lekovite supstance karbamazepina. €niom ovih formulacionih pristupa
postignuto je zn&jno poveéanje brzine rastvaranja karbamazepina,pmu se zbog
relativno visoke doze u kojoj se primenjuje karbaepn prednost moze dati
formulaciji binarnih i ternarnilévrstih disperzija, kod kojih se Zeljeno pdéaeje brzine
rastvaranja karbamazepina postize i pri relativismkim udelima karbamazepina od
oko 50%. Formulacija binarnih lekovita supstanddedekstrin i ternarnih lekovita
supstanca-ciklodekstrin-hidrofilni polimer sistempeedstavljaju pogodne formulacione

pristupe za pov@nje brzine rastvaranja niskodoziranih lekovitips@anci.
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istraziv& saradnik. Westvovao je i u realizaciji dva mhenarodna projekta i to:
bilateralnog projekta izndel Republike Srbije i SR Nenke: ,Primena masinskog
ucenja u razvoju prostora za dizajn u razvafurstin farmaceutskih oblika kao i
projekta JLinking Industry and Academia in Teaching Pharmaicali Development
and Manufacturé (LIAT-Ph), finansiranog od strane Evropske unipo sada je u dva
navrata boravio na s#nom usavrSavanju u inostranstvu: 2012. godine satlitu za
farmaceutsku tehnologiju, Farmaceutskog fakultetastételovog Univerziteta u
Solunu, Géka, kod prof. dr Kirjakosa Kahrimanisa i 2013. gwalina Institutu za
farmaciju i biofarmaciju Farmaceutskog fakultetagjitih Hajne Univerziteta u
Dizeldorfu, SR Nem&ka, kod prof. dr Pitera Klajnebudea. Autor je | it 3 rada u
vrhunskim méunarodnim¢asopisima (M21), 5 radova u thenarodnimcasopisima
(M23), 2 rada u naunim c¢asopisima (M53), 6 saopStenja sadmearodnih skupova
Stampanih u celini (M33), odega jedno usmeno izlaganje i 3 saopsStenja sa skupov
nacionalnog zn#ja Stampanih u izvodu (M64). Dobitnik je druge rmaag za poster
prezentaciju u okviru sesije ,Uticaj dizajna forracije na efekte aktivnih supstanci’ na
VI Kongresu farmaceuta Srbije sa doearodnim de&em, odrzanom u Beogradu od
15-19.10.2014. godine. Nakon obavljenog priprékog staza, 2014. godine je poloZio
strueni ispit za magistre farmacije. dgstvuje u izvdenju prakttne nastave iz viSe
predmeta na integrisanim akademskim, doktorskimdakekim i specijalistkim

studijama na Farmaceutskom fakultetu UniverziteBeagradu.
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBy

MotnucaHn BHophe Menapesuh

Opoj ungekca _4/11

UsjaBmbyjem

Aa je fOoKTopcKa aucepTaLyja nog Hacrnosom

Kapakrepu3saumja n ontumusauuja GuHapHux u TEePHapPHMX YBPCTUX AUcCnep3unja u
LMKINOAGKCTPMH-NIONIUMEP CuCTeMa Kao Hocaya y LUuiby noborbwakba Gp3vHe
pacTBapaa TelKo pacTBOPrbUBE NEKOBUTE CYNCTaHLe

® PE3ynTaT COMNCTBEHOI UCTPaXKMBayKor paga,

* HAanpeinoxeHa fucepTauvja y LEnMHN HY y fenoBrma Huje Guna npeanoxeHa
3a pobujare 6Guno koje Aunnome npema CTYAjCKUM nporpamMuma apyrux
BMCOKOLLIKOJICKMX yCTaHoBa,

¢ [a Cy pe3yntaTi KOPeKTHO HaBeaeHU U

® Aa Hucam kpwwno/na ayTopcka npaBa M KOPUCTUO WHTEMEKTyanmHy CBOjUHY
ApYyrux nuua.

MNMoTtnuc gokropaHaa

Y Beorpagy, 2.9.2015. roaunHe %




Mpunor 2.

UsjaBa o ncroBeTHOoCTU WITaMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje [OKTOpCKOr paaa

Vime n npesnme aytopa: Hophe Megapesuh
Bpoj nHgekca: 4/11

Cryavjckm nporpam: [JokTopcke —akagemcke cTyavje, wmoayn: ®apmaueyTcka
TexHonoruja

Hacrios pana: Kapakrepusauuja n ontumusaumja 6GuHapHuX n TepHapHUX YBPCTHX
Avcnepsnja UM  LMKIOAEKCTPUH-NONMMEP CUCTEMA Kao Hocaya y Lurby
noborbwatba 6p3vHe pacTBapaka TELWKO PacTBOPSLUBE NEKOBUTE CYNCTaHLe

MeHTop: npod. ap. CBeTnaHa U6puh
Motnucann: hophe Meanapesuh

MsjaBrbyjem pa je wramnaHa Bepawja Mor AOKTOPCKOr pafa MCTOBETHa ErEeKTPOHCKO]
Bepauju Kkojy cam npepao/na 3a objaBrbuBakbe  Ha noptany [OurutanHor
penosuTopujyma YHuBepauteta y Beorpapy.

HoseorbaBam ga ce o6jaBe Moju NWYHW Mojauy Be3aHu 3a nobujarbe akagemckor
3Baka [OKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MME W Mpes3ume, rognHa U Mecto pofiera v aaTym
oabpaHe paga.

OBM nu4HM nofjaum mory ce 0GjaBUTM Ha MPEXHUM CTpaHWuama AuruTanHe
BubnuoTeke, y enekTpoHckoM KaTanory v y nybnvkaumjama YHusepauteTa y beorpagy.

MoTnuc gokropaHpa

: 52/» Wf%&% |
77

Y Beorpagy, 2.9.2015. roguHe




Mpunor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnauwhyjem YHuBepauTeTcky Gubnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh* aa y [urutanHu
penosnTopujym YHusepsuteTa y Beorpagy yHece Mmojy AOKTOPCKY AucepTauujy nopg
HacnoBoM:

Kapakrepusauuja n ontumusauuja 6uHapHux u TEePHapHUX YBPCTUX AUcrneps3uja u
LUMKIIOAEKCTPUH-MONMMEp CUCTEMa Kao Hocaya y Lurby nobosbuama 6p3uHe
pacTBapaksa TELKO pacTBOpPSLUBE JIEKOBUTE CYrCTaHLe

Koja je Moje ayTopcko aero.

HAvcepTtaumjy ca cBuM npunosuma npegao/na cam Y €MEKTPOHCKOM hopmaTy norogHom
3a TpajHO apxmBupame.

Mojy AokTopcKy AucepTauujy noxparseny y QurutanHu penosnTopujym YHuUBEp3nTeTa
y beorpaay mory aa kopucte cBw Kkoju nowTyjy oapente cappxxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatueHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4yuno/na.

1. AyTopcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLWjanHo
(3)AyTopCTBo — HekomepuujanHo — 6e3 npepaae
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLIMjanHo — AeNTY NoL UCTUM ycrioBuma
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage
6. AyTopCcTBO — AEnnUTU Nog UCTUM yCroBrMa

(Monumo na 3aokpyxuTe camo jedHy of LuecT NoHYREeHNX nuueHUM, KpaTak onuc
nvUeHuM part je Ha nonefuHn nucra).

MoTnuc gokTopaHaa

5@@/@5/
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Y Beorpapgy, 2.9.2015. roguHe




