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SAZETAK

Vise od 50% lekovitih supstanci koje se danas koriste u terapiji, kao i oko 90% novosintetisanih imaju
nisku rastvorljivost u vodi/gastrointestinalnim (Gl) tecnostima, koja je ograni¢avajuci faktor za
apsorpciju, a samim tim i biolosku raspolozivost lekovite supstance. Jedan od pristupa za
prevazilazenje ovog problema je izrada lipidnih formulacija, u koje spadaju i samomikroemulgujuci
sistemi (SMEDDS). Simvastatin je lekovita supstanca iz grupe statina, koja se koristi za snizavanje
koncentracije holesterola u krvi, poseduje i vaskuloprotektivna svojstva, a najnovija istrazivanja
pokazuju i da ispoljava odredenu efikasnost u leCenju tumora dojke, kolona i prostate. Zbog niske
bioloSke raspolozivosti simvastatina nakon peroralne primene tableta sa trenutnim oslobadanjem,
jedinog farmaceutskog oblika sa simvastatinom na trziStu, sve je veca potreba za razvojem
savremenih nosaca koji bi omogucili vecu bioloSku raspolozivost ove lekovite supstance. Stoga,
sveobuhvatni cilj ove doktorske disertacije je bio razvoj novih lipidnih formulacija sa aspekta
potencijalne primene kao nosafa nove generacije za peroralnu primenu Simvastatina i njihova
fizickohemijska i biofarmaceutska karakterizacija.

U prvoj fazi istrazivanja formulisani su tecni SMEDDS, kao potencijalni nosaci za peroralnu primenu
simvastatina, koji omogucavaju povecanje rastvorljivosti i brzine rastvaranja ove lekovite supstance.
Od ukupno 54 razlic¢ite kombinacije ulja (oleoil makrogol-6 gliceridi, propilenglikol monokaprilat,
propilenglikol monolaurat), surfaktanta (kaprilokaproil makrogol-8 gliceridi) i kosurfaktanta
(polisorbat 80 ili makrogol 15 hidroksistearat), odabrani su uzorci koji su odgovarali Kriterijumima
za SMEDDS u pogledu brzine samoemulgovanja (< 1 min), robusnosti prema razblaZivanju
(transparencija > 99%), veli¢ine kapi (< 100 nm) i raspodele veli¢ine kapi (PDI <0,2), kao i
prihvatljive stabilnosti tokom Sestomesecnog skladistenja na sobnoj temperaturi (22 + 2 °C).
Simvastatin se iz odabranih te¢nih SMEDDS oslobadao brzo, ¢ime je potvrdeno da se formulisanjem
tecnih SMEDDS znacajno povecava brzina rastvaranja simvastatina.

U drugoj fazi istrazivanja, primenom kompjuterskog programa GastroPlus™, uspes$no je razvijen
simvastatin-specificni fizioloski zasnovan farmakokineticki (PBPK) model, koji na odgovarajuci
nacin opisuje apsorpciju, konverziju u simvastatin-kiselinu, raspodelu i eliminaciju simvastatina.
Analizom literaturnih podataka, eksperimentalnih podataka i in silico predvidenih vrednosti
parametara koji opisuju biofarmaceutska svojstva simvastatina i fizioloske karakteristike organizma,
odabran je set ulaznih parametara koji su koris¢eni za in silico modelovanje. Izgradeni PBPK model
je validiran poredenjem predvidenih sa in vivo vrednostima farmakokinetickih parametara za
simvastatin i simvastatin-kiselinu nakon peroralne primene 20 mg simvastatina u obliku tableta sa
trenutnim oslobadanjem. Rezutati in vitro ispitivanja tecnih SMEDDS, punjenih u tvrde kapsule su
pokazali da ove formulacije omogucavaju povecanje brzine rastvaranja simvastatina. Medutim, in
silico modelovanjem je pokazano da se na ovaj nadin ne povecava bioloska raspolozivosti
simvastatina, u poredenju sa tabletama simvastatina sa trenutnim oslobadanjem. Analizom rezultata
simulacija je utvrdeno da su distalni delovi Gl trakta optimalno mesto za apsorpciju simvastatina, te
se razvojem formulacija sa modifikovanim (ciljnim) oslobadanjem simvastatina moze postici
smanjenje uticaja presistemskog metabolizma i povecanje bioloske raspolozivosti ove lekovite
supstance.

U tre¢oj fazi istrazivanja formulisane su lipidne formulacije sa modifikovanim oslobadanjem
simvastatina, punjenjem odabranih te¢énih SMEDDS u acidorezistentne kapsule, kao i meSanjem
odabranih tecnih SMEDDS sa kopolimerima metakrilne Kkiseline, koji pokazuju pH zavisnu
rastvorljivost. Koris¢eni su polimeri Eudragit® L100, Eudragit® S100, kao i njihova kombinacija, u
odnosu 1:1, a odnos SMEDDS:polimer je bio 2:1. Rezultati in vitro ispitivanja brzine rastvaranja
simvastatina pod uslovima izmene medijuma su pokazali da je punjenje tecnih SMEDDS u
acidorezistentne kapsule omogucilo oslobadanje simvastatina nakon 90 min, u medijumu pH 6,4.
Poredenjem rezultata in vitro ispitivanja brzine rastvaranja simvastatina iz formulacija, dobijenih
mesanjem teénih SMEDDS sa Eudragit® polimerima punjenih u tvrde kapsule, zakljuéeno je da
postoji jasna zavisnost izmedu brzine rastvaranja/oslobadanja simvastatina i vrste Eudragit®
polimera. Simvastatin se potpuno oslobadio iz svih formulacija sa Eudragit® L100 u toku 180 min, u



medijumu pH 6,9. Upotrebom Eudragit® S100 u formulacijama je postignuto potpuno oslobadanje
simvastatina nakon 300 min, u medijumu pH 7,4. Primena kombinacije dva polimera,
Eudragit® S100/Eudragit® L100, omoguéila je potpuno oslobadanje lekovite supstance nakon 270
min, u medijumu pH 7,4. Rezultati matematickog modelovanja profila brzine rastvaranja simvastatina
iz lipidnih formulacija sa modifikovanim oslobadanjem su pokazali da se simvastatin iz ispitivanih
formulacija oslobada razli¢itom kinetikom, odnosno razli¢itim mehanizmima, u zavisnosti od
upotrebljnog Eudragit® polimera. Rezultati in silico modelovanja za te¢ne SMEDDS punjene u
acidorezistentne kapsule su pokazali da primena ovih kapsula omogucava izvesno povecanje bioloske
raspolozivosti simvastatina. Primenom kopolimera metakrilne kiseline postignuto je jos vece
poveéanje bioloske raspolozivosti simvastatina, vise od 80% za formulacije izradene sa
kombinacijom Eudragit® S100/Eudragit® L100, odnosno, vise od 100% za formulacije sa
Eudragit® S100, u odnosu na tablete sa trenutnim oslobadanjem. Me$anjem te¢nih SMEDDS sa
Eudragit® polimerima je doslo do o¢vriéavanja uzoraka 1 h nakon izrade, pri éemu su nastali &vrsti,
rastegljivi, transparentni sistemi. Reoloska ispitivanja su pokazala da ovi ¢vrsti uzorci pokazuju
viskoelasti¢na svojstva (G' > G" i tan J < 1), kao i da sa povecanjem udela surfaktanta kaprilokaproil
makrogol-8 glicerida raste elasti¢nost sistema, verovatno kao posledica formiranja rigidnije gelske
mreze. Dodatak simvastatina (3,33%, m/m) je doveo do odredenog smanjenja elasti¢nih svojstava
sistema. Razlike u formulaciji ¢vrstih sistema sa modifikovanim oslobadanjem simvastatina su uticale
na tvrdo¢u ovih uzoraka. Vazno je ista¢i da uocene razlike u elasti¢nosti 1 tvrdo¢i uzoraka nisu uticale
na modifikovano oslobadanje simvastatina. Rezultati ispitivanja stabilnosti c¢vrstih lipidnih
formulacija sa modifikovanim oslobadanjem su pokazali da su formulacije stabilne tokom Sest meseci
na sobnoj i povisenoj (45 + 2 °C) temperaturi, s obzirom da nisu primecene promene u izgledu, boji
I teksturi kapsula, kao i da je smanjenje sadrzaja simvastatina bilo u granicama od 5%.

Rezultati sprovedenih istraZzivanja su pokazali da novi lipidni sistemi, dobijeni meSanjem tecnih
SMEDDS sa simvastatinom i Eudragit® polimerima, omoguéavaju Zeljeno modifikovano
oslobadanje simvastatina 1, posledi¢no, povecanje bioloSke raspolozivosti simvastatina.

Kljuéne reci: samomikroemulgujué¢i sistemi (SMEDDS); simvastatin; kopolimeri metakrilne
kiseline; lipidne formulacije sa modifikovanim oslobadanjem; rastvorljivost; pH zavisna brzina
rastvaranja; fizioloSki zasnovano farmakokineticko (PBPK) modelovanje

Naucéna oblast: Farmacija
UZa naucna oblast: Farmaceutska tehnologija



ABSTRACT

More than 50% of the marketed drugs and approximately 90% of new drug entities are poorly soluble
in water/gastrointestinal (GI) fluids, which is a limiting factor for their absorption and bioavailability.
One of the approaches to overcome this issue is based on the design of lipid-based drug delivery
systems, including self-microemulsifying drug delivery systems (SMEDDS). Simvastatin belongs to
statins, the class of drugs used to lower cholesterol levels in the blood; it also has vasculoprotective
properties, and recent research shows that simvastatin exhibits certain activity in the treatment of
breast, colon and prostate cancer. Due to low bioavailability of this drug following oral administration
of immediate-release tablets, the only dosage form of simvastatin available on the market, there is a
growing need for the development of modern carriers that would improve its oral bioavailability.
Therefore, the overall aim of this doctoral dissertation was to develop novel lipid-based drug delivery
systems as carriers for oral administration of simvastatin, along with their physicochemical and
biopharmaceutical characterization.

In the first phase of the study, liquid SMEDDS were formulated, as potential carriers for oral
administration of simvastatin, which improved the drug solubility and dissolution rate. Out of 54
different combinations of oils (oleoyl macrogol-6 glycerides, propylene glycol monocaprylate,
propylene glycol monolaurate), surfactant (caprylocaproyl macrogol-8 glycerides) and cosurfactant
(polysorbate 80 or macrogol 15 hydroxystearate), only formulations with acceptable
selfemulsification rate (< 1 min), robustness to dilution (transparency > 99%), droplet size
(< 100 nm) and polydispersity index (PDI < 0.2), which proved to be stable during six-month storage
at room temperature (22 + 2 °C) were selected. Simvastatin was rapidly released from the selected
liquid SMEDDS, confirming that liqguid SMEDDS significantly improved the dissolution rate of
simvastatin.

In the second phase of the study, using the GastroPlus™ software, a drug-specific
physiologically-based pharmacokinetic (PBPK) model was successfully developed, which
appropriately describes the absorption, conversion to simvastatin-acid, distribution and elimination
of simvastatin. After analyzing literature and experimental data, together with in silico predicted
values to describe simvastatin biopharmaceutical properties and physiological characteristics of the
human body, a set of input parameters used for in silico modeling was selected. The constructed
PBPK model was validated by comparing the estimated values with the in vivo data on
pharmacokinetic parameters for simvastatin and simvastatin-acid following oral administration of
20 mg simvastatin immediate-release tablets. In vitro drug dissolution profiles from liquid SMEDDS,
filled into hard gelatin capsules, showed that these formulations improved the dissolution rate of
simvastatin. However, in silico results demonstrated that this strategy would not lead to the
enhancement of drug oral bioavailability compared to immediate-release tablets. In addition,
simulation results showed that distal parts of the Gl tract are the optimal place for simvastatin
absorption, and that formulation of modified (targeted)-release oral dosage forms of simvastatin could
reduce the effects of presystemic metabolism and improve oral bioavailability of this drug.

In the third phase of the study, modified-release lipid-based drug delivery systems were formulated
by filling the selected liqguid SMEDDS into acid-resistant capsules, as well as by mixing the selected
liquid SMEDDS with pH-dependent methacrylic acid copolymers. Eudragit® L100 and
Eudragit® S100 polymers, as well as their combination (in the ratio 1:1) were used, whereas the ratio
SMEDDS:polymer was 2:1. In vitro dissolution results under medium-change conditions showed that
liquid SMEDDS filled into acid-resistant capsules enabled complete drug release after 90 min in
medium pH 6.4. Comparison of the in vitro dissolution test results for formulations obtained by
mixing liqguid SMEDDS with Eudragit® polymers filled into hard gelatin capsules, pointed out that
there was a clear relationship between simvastatin release rate and the type of Eudragit® polymer.
Simvastatin was completely released from all formulations with Eudragit® L100 after 180 min in
medium pH 6.9. The presence of Eudragit® S100 in the formulations enabled complete simvastatin
release after 300 min in medium pH 7.4. The combination of two polymers,
Eudragit® S100/Eudragit® L100, enabled complete simvastatin release after 270 min in medium 7.4.



The obtained in vitro dissolution profiles, fitted into different mathematical models, showed that
simvastatin release from the tested formulations followed different kinetics/mechanisms, depending
on the type of Eudragit® polymer. In silico modeling results for the SMEDDS filled into acid-resistant
capsules suggested that these capsules are expected to provide certain increase in oral bioavailability
of simvastatin. Formulations containing methacrylic acid-based copolymers are expected to provide
even higher increase in simvastatin oral bioavailability, i.e., more than 80% increase for formulations
with the Eudragit® S100/ Eudragit® L100 combination, and more than 100% increase for formulations
with Eudragit® S100 in comparison to immediate-release tablets. Mixing liquid SMEDDS with
Eudragit® polymers led to solidification of the samples 1 h after preparation to form solid, ductile,
transparent systems. Rheological measurements demonstrated that these samples exhibited
viscoelastic properties (G' > G" and tan ¢ < 1), and that the elasticity of the system increased as the
proportion of caprylocaproyl macrogol-8 glyceride surfactant increased, probably due to formation
of a more rigid gel network. The addition of simvastatin (3.33%, m/m) led to a certain decrease in the
elastic properties of the system. Differences in the composition of simvastatin modified-release drug
delivery systems affected the hardness of these samples. It is important to note that the observed
differences in the elasticity and hardness between these samples did not affect simvastatin release
rate. The stability testing results for solid modified-release lipid-based drug delivery systems
demonstrated that these samples were stable during six-month storage at room and elevated
(45 = 2 °C) temperatures, since no changes in the appearance, color and texture of the capsules were
observed. Also, it was demonstrated that simvastatin content was in the range of 5%.

The results of this study showed that novel lipid-based drug delivery systems, obtained by mixing
liquid SMEDDS with simvastatin and Eudragit® polymers, enabled the desired modified release of
simvastatin and, consequently, improved its bioavailability.

Keywords: self-microemulsifying drug delivery systems (SMEDDS); simvastatin; polymethacrylate
polymers; modified-release lipid-based formulations; solubility; pH-controlled drug release;
physiologically-based pharmacokinetic (PBPK) modeling

Scientific field: Pharmacy
Specific scientific field: Pharmaceutical technology



Lista skraéenica

ACAT - Advanced Compartmental Absorption and Transit model (srp. Unapredeni model apsorpcije
i tranzita lekovite supstance)

BCS - Biopharmaceutics Classification System (srp. Biofarmaceutski Sistem Klasifikacije, skr. BSK)
B/P — Blood/Plasma (srp. Odnos koncentracije lekovite supstance u krvi/plazmi)

CAT - Compartmental Absorption and Transit model (srp. Model apsorpcije i tranzita lekovite
supstance)

CES - Karboksiesteraze

CL - Klirens

Cmax - Maksimalna koncentracija lekovite supstance u plazmi

CMC — Critical Micellar Concentration (srp. Kriticna micelarna koncentracija)
Cs - Kosurfaktant

CYP - Citohrom P

EMA - European Medicines Agency (srp. Evropska agencija za lekove)

Fa - Procenat apsorbovane lekovite supstance (u enterocitima)

Fo - Bioloska raspolozivost lekovite supstance

FDA - Food and Drug Administration (srp. Americ¢ka uprava za hranu i lekove)
FDp — Procenat lekovite supstance u portalnom krvotoku

fup - Slobodna frakcija lekovite supstance u plazmi

fut - Slobodna frakcija lekovite supstance u tkivu

Gl - Gastrointestinalni

GRAS - Generally Recognized as Safe (srp. Opste prepoznato kao bezbedno)
HLB - Hidrofilno-lipofilni balans

ICs0 — Srednja inhibitorna koncentracija

Kmax - Michaelis-Mentenova konstanta

LDso— Srednja letalna doza

LFCS - Lipid Formulation Classification System (srp. Sistem Klasifikacije lipidnih formulacija)
NLC - Nanostructured lipid carriers (spr. Nanostruktuirani lipidni nosaci)

PBPK - Physiologically-Based Pharmacokinetic Model (srp. Fizioloski zasnovan farmakokineticki
model)

PCS - Photon Correlation Spectroscopy (srp. Fotonska korelaciona spektroskopija)
PDI - Polydispersity index (srp. Indeks polidisperziteta)

PIKo—« - Povrs§ina ispod krive

Ph. Eur. - The European Pharmacopoeia (srp. Evropska farmakopeja)

PStc - Permeability surface area product

S - Surfaktant

S/Cs - Maseni odnos surfaktant/kosurfaktant

SD - Standardna devijacija

SEDDS - Self-emulsifying drug delivery systems (srp. Samoemulgujuéi sistemi)
SGF - Simulated gastric fluid (srp. Simulirana zeluda¢na te¢nost)

SIF - Simulated intestinal fluid (srp. Simulirana intestinalna te¢nost)

SLN - Solid lipid nanoparticles (srp. Cvrste lipidne nanogestice)

SMEDDS - Self-microemulsifying drug delivery systems (srp. Samomikroemulgujuéi sistemi)



SNEDDS - Self-nanoemulsifying drug delivery systems (srp. Samonanoemulgujuci sistemi)
tmax - Vreme potrebno da se dostigne maksimalna koncentracija lekovite supstance u plazmi

USP-NF - The United States Pharmacopoeia-National Formulary (srp. Americka farmakopeja-
Nacionalni formular)

U/V - Ulje-u-vodi

V/U - Voda-u-ulju

Vd - Volumen distribucije

Vmax - Maksimalna brzina metabolizma lekovite supstance
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1. UvOD

Peroralni put primene lekova je najpozeljniji za ve¢inu pacijenata. Prema najnovijim podacima, vise
od 50% lekovitih supstanci koje su ve¢ na trziStu i oko 90% novosintetisanih lekovitih supstanci
imaju nisku rastvorljivost u vodi (Huang i sar., 2021). S obzirom da je rastvaranje preduslov za
apsorpciju lekovite supstance, niska rastvorljivost predstavlja ograni¢avajuéi faktor za apsorpciju i
samim tim, biolosku raspolozivost lekovite supstance primenjene peroralnim putem. Situacija je jo$
nepovoljnija za lekovite supstance koje imaju i nisku permeabilnost (Huang i sar., 2021).
Biofarmaceutski sistem klasifikacije lekovitih supstanci (BSK) (engl. Biopharmaceutical
Classification System, skr. BCS), uveden 1995. godine od strane Amidona i saradnika, omogucava da
se na jednostavan nacin sve lekovite supstance klasifikuju prema rastvorljivosti i permeabilnosti
(slika 1.1). U biofarmaceutskom smislu, lekovita supstanca se smatra visoko rastvorljivom ako
maksimalna terapijska doza moze da se rastvori u 250 ml ili manje medijuma u fizioloSkom opsegu
pH (1,2-6,8), na temperaturi 37 £ 1 °C i visoko permeabilnom kada je in vivo postignut obim
apsorpcije lekovite supstance veéi od 85% (EMA, 2020).

Lekovite supstance iz klase I, sa visokom rastvorljivos¢u i visokom permeabilnoséu se lako
apsorbuju. Lekovite supstance iz klase II odlikuje visoka permeabilnost, ali je apsorpcija ograni¢ena
njihovom niskom rastvorljivos¢u u Gl traktu. U klasi Il1, apsorpcija lekovite supstance je ogranic¢ena
niskom permeabilnoscu. Za lekovite supstance iz klase IV, koje su i nisko rastvorljive i nisko
permeabilne, o¢ekuje se ograni¢ena i varijabilna apsorpcija (Pouton, 2006).

Klasa I Klasa II
Visoka rastvorljivost Niska rastvorljivost
Visoka permeabilnost Visoka permeabilnost
=]
% Klasa II1 Klasa IV
3 Visoka rastvorljivost Niska rastvorljivost
E_) Niska permeabilnost Niska permeabilnost

«—— Rastvorljivost

Slika 1.1. Biofarmaceutski sistem klasifikacije lekovitih supstanci (prilagodeno iz Pouton, 2006)

U razvoju farmaceutskih preparata sa lekovitim supstancama ¢ija niska rastvorljivost i brzina
rastvaranja u vodi, odnosno, gastrointestinalnim (GI) te¢nostima ograni¢ava apsorpciju, mogu se
primeniti razli¢iti pristupi, kao §to su: hemijska modifikacija lekovite supstance (primena lekovite
supstance u obliku proleka) (Jornadai sar., 2016; Stella i Nti-Addae, 2007), smanjenje veli¢ine Cestica
lekovite supstance (Khadka i sar., 2014; Merisko-Liversidge i Liversidge, 2011), formiranje soli
(Korn i Balbach, 2014; Serajuddin, 2007), prevodenje lekovite supstance u amorfni oblik (Byrn i
Henck, 2012), kompleksiranje sa ciklodekstrinima (Saokham i sar., 2018), izrada ¢vrstih disperzija
(Alshehri i sar., 2020) i izrada lipidnih formulacija (engl. Lipid-based formulations) (Plaza-Oliver,
2021).

Izrada lipidnih formulacija u cilju povecéanja rastvorljivosti nisko rastvorljivih lekovitih supstanci, a
posledicno 1 apsorpcije iz GI trakta se proucava dugi niz godina. Lipidne suspenzije i emulzije
sulfonamida su opisane 50-ih godina proslog veka (Svenson i sar., 1956, Daeschner i sar., 1957).
Medutim, tek se 70-ih godina proslog veka pojavilo vece interesovanje za lipidne formulacije, $to je
dovelo do detaljnije karakterizacije ovih sistema (Carrigan i Bates, 1973; Chakrabarti i Belpaire,
1978).



Pocetna istrazivanja lipidnih formulacija kao nosaca za nisko rastvorljive lekovite supstance, koji
mogu da obezbede njihovu vecu apsorpciju, bila su zasnovana na ¢injenici da se apsorpcija mnogih
lekovitih supstanci povecava ukoliko se primene istovremeno sa hranom bogatom lipidima. Prisustvo
lipida u hrani dovodi do sekrecije pankreasnih enzima koji iniciraju proces varenja lipida i
omogucavaju solubilizaciju lekovite supstance formiranjem meSanih micela od Zucénih soli,
fosfolipida i holesterola. Upravo zahvaljuju¢i dokazanoj sposobnosti da povecaju apsorpciju nisko
rastvorljivih lekovitih supstanci, a u nekim slucajevima 1 smanje ili eliminiSu uticaj hrane na
apsorpciju, lipidne formulacije privlace veliku paznju istrazivaca (Feeney i sar., 2016).

1.1. Lipidne formulacije

Jedinstvene osobine lipida, pre svega njihova biokompatibilnost i dokazana sposobnost da povecaju
biolosku raspolozivost nisko rastvorljivih lekovitih supstanci, doprinele su primeni lipidnih
formulacija kao nosaca za ovakve lekovite supstance (Porter i Charman, 2001; Pouton i Porter, 2008;
Trevaskis i sar., 2008). Sa druge strane, ograni¢ena rastvorljivost nekih hidrofobnih lekovitih
supstanci u lipidima, izazovi u industrijskoj proizvodnji, nedostatak znanja o in vivo ponasanju, kao
I nedostatak in vitro i in vivo metodologije za ispitivanje ovakvih formulacija, predstavljaju
ogranicenja za Siru primenu lipidnih formulacija.

Lipidne formulacije obuhvataju veliki broj razli¢itih formulacija, od jednostavnih rastvora lekovite
supstance u ulju do slozenijih formulacija, koje obuhvataju rastvore lekovite supstance u smesi dve
ili viSe pomo¢nih supstanci/ekscipijenasa (razli¢ita ulja, surfaktanti i/ili korastvaraci) (Pouton i
Porter, 2008). Groves i de Galindez (1976) su opisali lipidne formulacije koje mogu da se
samoemulguju u zeluda¢noj tecnosti i na taj nacin otvorili put razvoju samoemulgujucih formulacija.
Lipidne formulacije mogu biti tecne, rede polucvrste konzistencije na sobnoj temperaturi i obi¢no se
pune u meke ili tvrde Zelatinske kapsule. Naj¢eS¢e su namenjene peroralnoj primeni, ali se mogu
koristiti i za lokalnu, parenteralnu ili inhalacionu primenu (Chakraborty i sar., 2009; Rajpoot i sar.,
2020).

1.1.1. Definicija i klasifikacija lipidnih formulacija

S obzirom da lipidne formulacije obuhvataju razlicite tipove formulacija, Pouton je 2000. godine
uveo sistem Klasifikacije lipidnih formulacija (engl. Lipid Formulation Classification System, skr.
LFCS). Prema ovom sistemu klasifikacije, lipidne formulacije su grupisane u tri kategorije (tip I, 11 i
I11), prema vrstama i udelu ekscipijenasa koje ulaze u njihov sastav (tabela 1.1).

Formulacije koje predstavljaju rastvor lekovite supstance u uljima/uljanoj fazi su klasifikovane kao
tip |. Lipidne formulacije tipa I, kao uljanu fazu, mogu sadrzati trigliceride, digliceride,
monogliceride, ili njihove smeSe. Ove formulacije su najpogodnije za izrazito lipofilne lekovite
supstance, koje imaju visoku rastvorljivost u gliceridima (logP > 4). Njihova prednost je
jednostavnost formulacije 1 mala moguénost za talozenje lekovite supstance nakon dispergovanja u
vodenom medijumu/GI tecnostima. Glavni nedostatak lipidnih formulacija tipa I je ograniceni
kapacitet za rastvaranje mnogih lekovitih supstanci (Williams i sar., 2013). Takode, za formulacije
tipa | neophodno je, posle peroralne primene, varenje lipida u prisustvu pankreasne lipaze/kolipaze,
nakon ¢ega dolazi do parcijalne lipolize triglicerida u GI traktu. Nastali monogliceridi i slobodne
masne kiseline, zajedno sa endogenim fosfolipidima, proteinima i polisaharidima iz hrane i

sastojcima zuc€i formiraju meSane micele u kojima je solubilizovana lekovita supstanca (Pouton,
2006).



Lipidne formulacije tipa IT su samoemulgujuci sistemi (engl. Self-emulsifying drug delivery systems,
skr. SEDDS), u kojima je lekovita supstanca rastvorena u smesi razlicitih ulja, koja mogu da ¢ine
40-80% formulacije 1 odgovarajuceg lipofilnog surfaktanta (HLB < 12), koji moZe biti zastupljen
20-60%. Prilikom razblazivanja vodom, odnosno GI te¢nostima, SEDDS formiraju ulje-u-vodi (U/V)
emulziju, veli¢ine kapi od 100 nm do 250 nm (Pouton, 2006; Pouton i Porter, 2008; Porter i sar.,
2008). Do samoemulgovanja dolazi kada je sadrzaj surfaktanta veci od 25%, a optimalan sadrZaj
surfaktanta je uglavnom 30-40%. Medutim, pri ve¢em sadrzaju surfaktanta (iznad 50-60%), stvaranje
viskoznih te¢nokristalnih faza na medupovrsini ulja i vode moze da ometa proces samoemulgovanja
(Cuiné i sar., 2012). Prisustvo surfaktanata u lipidnim formulacijama tipa Il obezbeduje vecu
rastvorljivost lekovitih supstanci sa log P izmedu 2 1 4, koje imaju nisku rastvorljivost 1 u lipidima 1
u vodi (Pouton, 2006). Medutim, zbog malog broja lipofilnih surfaktanata koji su odobreni za
peroralnu primenu 1 sve vece popularnosti lipidnih formulacija tipa III 1 IV, u novije vreme se lipidne
formulacije tipa 1l manje koriste (Williams i sar., 2013).

Formulacije tipa I11 su podeljene na dva podtipa, IHIA i I1I1B. Lipidne formulacije tipa I11A su SEDDS,
koji sadrze uljanu fazu (40-80%), hidrofilne surfaktante (HLB > 12) (20-40%) i/ili korastvarace
(0-40%). Ove formulacije u vodi spontano formiraju U/V emulziju, veli¢ine kapi od 100 nm do 250
nm. Tip 11B predstavlja sisteme sa ve¢im sadrzajem hidrofilnih surfaktanata i manjim udelom uljane
faze u odnosu na tip IIA (Pouton, 2006; Pouton i Porter, 2008; Porter i sar., 2008).
Samomikroemulgujuci sistemi (engl. Self-microemulsifying drug delivery systems, skr. SMEDDS)
predstavljaju lipidne formulacije tipa IIIB, koji sadrze manje uljane faze (< 20%), a vece
koncentracije hidrofilnih surfaktanata (20-50%) i korastvaraca (20-50%). SMEDDS razblazivanjem
vodom obrazuju bistre ili blago opalescentne mikroemulzije, sa kapima veli¢ine ispod 100 nm (Porter
i sar., 2008; Pouton, 2006; Pouton i Porter, 2008; Song, 2011). lako kod lipidnih formulacija podtipa
I1IB postoji vec¢a moguénost smanjenja kapaciteta za solubilizaciju lekovite supstance i ve¢i rizik za
precipitaciju lekovite supstance, u poredenju sa podtipom IIIA, lipidne formulacije podtipa IIIB su
pogodnije za dispergovanje lekovite supstance (Porter i sar., 2008). Da bi nastale lipidne formulacije
tipa I1I obi¢no je potrebno i prisustvo kosurfaktanta (Cs). Udruzivanjem surfaktanta i kosurfaktanta
postiZe se smanjenje medupovrSinskog napona izmedu uljane i vodene faze i odgovarajuca fluidnost
medupovrsinskog filma, odnosno nastaje medupovrsinski film vece elasticnosti (Rahman 1 sar.,
2012).

Razlika izmedu SEDDS i SMEDDS lipidnih formulacija je u veli€ini kapi 1 optickoj bistrini dobijene
emulzije. SEDDS obi¢no daje opalescentne emulzije sa veliCinama kapi ve¢im od 100 nm, dok
SMEDDS (koji imaju ve¢i sadrzaj hidrofilnih surfaktanata i korastvaraca) razblazivanjem u vodi tj.
emulgovanjem, daju termodinamicki stabilne i opticki izotropne mikroemulzije, koje imaju manje
kapi (< 100 nm) (Porter i sar., 2008). Prednost SMEDDS u odnosu na druge tipove te¢nih lipidnih
formulacija je manja veli¢ina kapi koja omogucava brze oslobadanje lekovite supstance (Gurram 1
sar., 2015; Song i sar., 2014). Takode, zahvaljujuci brzom procesu samomikroemulgovanja koji ne
zavisi od varenja lipida 1 sekrecije zuci 1 pankreasnog soka, omogucena je veca apsorpcija lekovite
supstance 1 posledi¢no, njena veca bioloska raspolozivost (Feeney i sar., 2016).

Klasifikacija lipidnih formulacija je dopunjena 2006. godine (Pouton, 2006), kada je uveden i tip IV.
Formulacije tipa IV ne sadrze uljanu fazu i predstavljaju sisteme sa najizrazenijim hidrofilnim
osobinama. Sadrze smesu surfaktanata nizih i vi§ih HLB vrednosti (HLB < 12, u koncentraciji 0-20%
i HLB > 12, u koncentraciji 30-80%) i hidrofilnih korastvaraca (npr. makrogol (polietilenglikol) 400,
propilenglikol, dietilen glikol monoetil etar (Transcutol®)), u koncentraciji 0-50%. Pokazano je da su
formulacije tipa IV pogodni nosaci za lekovite supstance koje su nisko rastvorljive i u vodi i u
lipidima (Pouton, 2006). Kada se formulacije tipa IV disperguju u GI te¢nostima, formiraju se micele
koje sadrZe solubilizovanu lekovitu supstancu, §to omogucava brzo oslobadanje lekovite supstance i
potencijalno dovodi do povecanja brzine apsorpcije (Song, 2011). Nedostatak lipidnih formulacija
tipa 1V je potencijalan gubitak kapaciteta za solubilizaciju i visok rizik za precipitaciju lekovite



supstance tokom prolaska kroz Gl trakt, sto moze da smanji njenu dostupnost za apsorpciju (Porter i
sar., 2008). Takode, visoka koncentracija surfaktanata povecava rizik od iritacije sluzokoza i lose
podnosljivosti u GI traktu (Rajpoot i sar., 2020).

Tabela 1.1. Klasifikacija lipidnih formulacija (Pouton, 2000; Pouton, 2006)

Sastav . . . . .
formulacije (%) Tip | Tip Il Tip I11A Tip 111B Tip IV
Mono-, di-, i 100 40-80 40-80 <20 .
trigliceridi
Surfaktanti
(HLB < 12) - 20-60 - - 0-20
Surfaktanti
(HLB > 12) - - 20-40 20-50 30-80
Hidrofilni . - 0-40 20-50 0-50
korastvaraci
Velicina kapi
g‘f"kon . > 1000 100-250 100-250 <100 <50
ispergovanja
(nm)
. Znacajne fazne | Znacajne fazne
Uticaj - .
. . Neznatan promene i promene i
dispergovanja . . " "
, Ograni¢en . gubitak potencijalan potencijalan
formulacije na I Nema uticaja . . .
L9 uticaj kapaciteta za gubitak gubitak
solubilizaciju e . .
solubilizaciju kapaciteta za kapaciteta za
supstance o o
solubilizaciju | solubilizaciju
Znacaj digestije Digestiia niie
ekscipijenasa za Digestija je neog hoéna L“ Digestija nije | Digestijanije | Digestija nije
apsorpciju neophodna P v o neophodna neophodna neophodna
je pozeljna
supstance

1.1.2. Primeri lipidnih formulacija na trzistu

Danas se na trziStu nalazi vec¢i broj registrovanih lekova za peroralnu primenu, tipa lipidnih
formulacija. Najzastupljeni farmaceutski oblici lekova ovog tipa su meke i tvrde kapsule, dok je manji
broj oralnih rastvora (tabela 1.2). Najveci broj lekovitih supstanci u ovim preparatima pripada BSK
klasi Il (npr. izotretinoin, ciklosporin, klofazimin, progesteron, amprenavir, fenofibrat, loratadin,
enzalutamid, nintedanib).

Jedna od prvih lipidnih formulacija, koja je stavljena na trziste 1981. godine, bio je Sandimmune®
oralni rastvor (Novartis, Svajcarska). Prvobitna Sandimmune® formulacija, oralni rastvor, sadrzala je
rastvor ciklosporina A u smesi maslinovog ulja i oleoil makrogol-6 glicerida (Labrafil® M 1944 CS).
Na trziste su 1990. godine stavljene i Sandimmune® meke kapsule, koje su sadrzale rastvor
ciklosporina A u smesi kukuruznog ulja i linoleoil makrogol-6 glicerida (Labrafil® M 2125 CS).
Sandimmune® formulacije (oralni rastvor i meke kapsule) nakon razblazivanja u vodi/GI te¢nostima
formiraju grubu emulziju. Iako je bioloska raspolozivost ciklosporina A nakon peroralne primene
Sandimmune® formulacija bila niska i varijabilna, ovi preparati su bili na trzi$tu dugi niz godina.
1994. godine na trziste su stavljeni Sandimmune Neoral®, meke kapsule i oralni rastvor (Novartis,
Svajcarska), koje sadrze rastvor ciklosporina A u smesi mono-, di- i triglicerida iz ulja kukuruza,
propilenglikola i makrogolglicerol hidroksistearata (makrogol-40 hidrogenizovano ricinusovo ulje).
Za razliku od prvobitnih Sandimmune® formulacija, Sandimmune Neoral® u vodi/GI te¢nostima
spontano formira bistru mikroemulziju, veli¢ine kapi ispod 100 nm. Smatra se da je upravo manja
veli¢ina kapi odgovorna za povec¢anu apsorpciju ciklosporina A i smanjenje varijabilnosti u bioloskoj
raspoloZivosti, povezane sa unetom hranom, nakon primene Sandimmune Neoral® preparata



(Beauchesne i sar., 2007; Klyashchitky i Owen, 1998; Mueller i sar., 1994). Klinicki i komercijalni
uspeh Sandimmune Neoral® formulacija poveéao je interesovanje za upotrebu i doveo do daljeg
razvoja ovih formulacija, sa razli¢itim lekovitim supstancama (Huang i sar., 2021; Savla i sar., 2017).
Posebno je povecano interesovanje za lipidne formulacije tipa 111, koje spontano formiraju emulzije
sa veli¢inama kapi u nanometarskom opsegu. Primeri lekova koji se nalaze na trzistu sa lipidnim
formulacijama tipa III prikazani su u tabeli 1.2, a medu novijim su Aptivus®, meke kapsule,koje
sadrze rastvor tipranavira u mono- i digliceridima kaprilne/kaprinske Kkiseline, makrogol-35
ricinusovom ulju, etanolu i propilenglikolu i Lipofen®, tvrde kapsule, koje sadrze fenofibrat u lauroil
makrogol-32 gliceridima (Gelucire® 44/14) (tabela 1.2).

Osim lipidnih formulacija tipa III, na trzi$tu su prisutni i preparati na bazi ostalih tipova lipidnih
formulacija. Svi registrovani lekovi sa lipidnim formulacijama tipa | su meke kapsule (izuzev
Detrol® LA), koje sadrze rastvor, rede suspenziju lekovite supstance u odgovaraju¢im uljima. Primeri
ovakvih lekova, njihov sastav 1 ostale karakteristike od znacaja, navedeni su u tabeli 1.2. U poslednjih
15 godina na trziste su stavljeni: Zemplar® (rastvor parikalcitola u frakcionisanim trigliceridima
srednje duzine lanaca iz kokosovog ulja ili ulja kostice palme), Amitiza® (rastvor lubiprostona u
trigliceridima ~ srednje  duzine lanaca), Hycamtin® (rastvor topotekan-hidrohlorida u
hidrogenizovanom biljnom ulju i gliceril monostearatu) i Xtandi® (rastvor enzalutamida u
kaprilokaproil makrogolgliceridima) (tabela 1.2). lako je poznat nedostatak lipidnih formulacija tipa
I da ne mogu uvek da obezbede dovoljan kapacitet solubilizacije za rastvaranje potrebne doze lekovite
supstance u odgovarajucoj koli¢ini ulja, ovakve formulacije mogu da predstavljaju dobar izbor za
lekovite supstance koje su namenjene za upotrebu u toku duzeg vremenskog perioda, jer ne sadrze
surfaktante, ¢ija bezbednost upotrebe tokom duzeg vremena moze biti problemati¢na (Rajpoot i sar.,
2020; Savla i sar., 2017). Ofev®, meke kapsule, registrovane 2014. godine, predstavljaju lipidnu
formulaciju tipa I1, u kojoj je lekovita supstanca nintedanib suspendovana u smesi triglicerida srednje
duzine lanaca, ¢vrste masti i lecitina.

Lipidne formulacije tipa IV ne sadrze ulje, a nakon razblazivanja vodenim medijumom nastaje
micelarni rastvor, $to dovodi do brzog oslobadanja lekovite supstance i njene povecane apsorpcije.
Glavni nedostatak ovih formulacija je osetljivost Gl trakta na visoke koncentracije surfaktanata.
Verovatno je iz ovog razloga samo nekoliko formulacija tipa IV prisutno na trziStu (tabela 1.2).
Interesantno je primetiti da lek Aptivus® u obliku oralnog rastvora predstavlja lipidnu formulaciju
tipa IV, odnosno rastvor tipranavira u slede¢im ekscipijensima: d-a-tokoferil polietileneglikol 1000
sukcinat, makrogol 400, etanol i propilenglikol.

Neke lekovite supstance (izotretinoin i ciklosporin A) se nalaze na trziStu u obliku razli¢itih lipidnih
formulacija. 1zotretinoin je dostupan i kao Roaccutane®, meke kapsule, u koje je punjen rastvor
izotretinoina u frakcionisanim trigliceridima iz kokosovog ulja (lipidna formulacija tipa 1) i kao
Absorica®, tvrde kapsule, koje sadrZe rastvor izotretinoina u sojinom ulju, stearoil
makrogolgliceridima i sorbitan monooleatu (lipidna formulacija tipa II). Takode, ciklosporin A je na
trzi$tu prisutan kao Sandimmune Neoral®, meke kapsule, punjene rastvorom ciklosporina A u mono-,
di- i trigliceridima iz ulja kukuriza, makrogol-40 hidrogenizovanom ricinsusovom ulju, etanolu,
glicerolu i propilenglikolu (lipidna formulacija tipa 111) i kao Gengraf®, tvrde kapsule, koje sadrze
rastvor ciklosporina A u polisorbatu 80, makrogol-35 ricinusovom ulju, etanolu i propilenglikolu
(lipidna formulacija tipa 1V).



Tabela 1.2. Primeri lipidnih formulacija na trzistu (Huang i sar., 2021; Savla i sar., 2017)

Godina

INN (zastiéen naziv oiavliivania na Farmaceutski Tip lipidne Lipidi (ulja) Surfaktanti Surfaktanti Hidrofilni
leka/proizvodad, zemlja) PoJ ¢ l-'liiﬁ tuJ oblik formulacije P J (HLB < 12) (HLB > 12) korastvaradi
Ergokalciferol
(Drisdol®/Sanofi, 1941 tvrde kapsule | sojino ulje
Francuska)
Kalcitriol frakcionisani
® trigliceridi srednje
(Rocaltrol®/Roche, 1978 meke kapsule | duine | .
$vajcarska)* uzine lanaca 1z
kokosovog ulja
Valproinska kiselina
(Depakene®/ Abbott 1978 meke kapsule | ulje kukuruza
Laboratories, SAD)
Ciklosporin A oleoil makrogol-6
(Sandimmune®/Novartis, 1981 oralni rastvor I maslinovo ulje gliceridi (Labrafil® etanol 12,5%
Svajcarska) M 1944 CS)
zuti pcelinji vosak,
rafinisano sojino
Izotretinion hidro Ltjelr{(iez’ovano
(Roaccutane®/Roche, 1982 meke kapsule | 9 l
Svajcarska)* Sojino ulje,
parcijalno
hidrogenizovano
sojino ulje
Dronabinol
(Marinol®/Roxane and 1985 meke kapsule | susamovo ulje
Unimed, SAD)
Klofazimin
(Lamprene®/Novartis, 1986 meke kapsule | pcelinji vosak
Svajcarska)
Ciklosporin A linoleoil makrogol-
(Sandimmune®/Novartis, 1990 meke kapsule I ulje kukuruza b6 %I.'Iée”d' etanol 12,7%
Svajcarska) (Labrafil® M 2125
CS)
. . makrogol-40
g;(r:?jsigqorgﬂn':\ mono-, di- i hidrogenizovano etanol 11,9%,
Neoral®/Novartis 1994 meke kapsule I trigliceridi iz ricinusovo ulje glicerol,
' kukuruznog ulja (Cremophor® RH | propilenglikol

Svajcarska)*

40)




Godina

INN (zasti¢en naziv oiavliivania Farmaceutski Tip lipidne Lipidi (ulja) Surfaktanti Surfaktanti Hidrofilni
leka/proizvodac, zemlja) P I{a ¢ I!iﬁ tuJ oblik formulacije P J (HLB < 12) (HLB > 12) korastvaraci
Ciklosporin A . ‘makrogol-40
. mono-, di- i hidrogenizovano
(Sandimunne . . L . etanol 11,9%,
® . 1994 oralni rastvor 1l trigliceridi iz ricinusovo ulje ; -
Neoral®/Novartis, . ® propilenglikol
“ kukuruznog ulja (Cremophor® RH
Svajcarska)* 40)
zuti pcelinji vosak,
rafinisano sojino
Tretinoin hidro l::Ir{(iez’ovano
(Vesanoid®/Roche, 1995 meke kapsule | 9 .
VT N sojino ulje,
Svajcarska) .
parcijalno
hidrogenizovano
sojino ulje
. . . ® makrogol-35
Ritonavir _(Norwr /ﬁbbott 1996 meke kapsule A oleinska kiselina ricinusovo ulje etanol
Laboratories, SAD) ®
(Cremophor® EL)
Sakvinavir mono- i digliceridi
(vFortovase®/Roche, 1997 meke kapsule | srednje duzine
Svajcarska) lanaca
Progesteron
(Prometrium®/Cardinal i
Health Encapsulation 1998 meke kapsule | ulje kikirikija
Tech., SAD)
Amprenavir (Agenerase®/ d-a-tokoferil makrogol 400
GlaxoSmithKline, Velika 1999 meke kapsule v polietileneglikol 0 ilgn Iikol,
Britanija) 1000 sukcinat | ProPVend
Beksaroten (Targretin®/ :
Ligand, SAD) 1999 meke kapsule v polisorbat 20 makrogol 400
Docekalciferol
(Hectorol®/Sanofi, 1999 meke kapsule | kokosovo ulje etanol 100%
Francuska)
fosfatidilholin,
Sirolimus mono- i digliceridi, etanol
(Rapamune®Wyeth- 1999 oralni rastvor 1l masne kiseline iz polisorbat 80 1,5-2,5%,
Ayerst, SAD)* sojinog ulja, propilenglikol

askorbil palmitat




Godina

INN (zasti¢en naziv oiavliivania Farmaceutski Tip lipidne Lipidi (ulja) Surfaktanti Surfaktanti Hidrofilni
leka/proizvodac, zemlja) P I{a ¢ I!iﬁ tuJ oblik formulacije P 1 (HLB < 12) (HLB > 12) korastvaraci
makrogol-35
Ciklosporin A ricinusovo ulje
(Gengraf® Abbott 2000 tvrde kapsule v (Cremoph_or® etanc_)l 12'5.3%’
Laboratories, SAD) EL), sorbitan propilenglikol
’ monooleat,
polisorbat 80
makrogol-40
Ciklosporin A hidrogenizovano
(Gengraf® Abbott 2000 oralni rastvor v ricinusovo ulje propilenglikol
Laboratories, SAD) (Cremophor® RH
40), polisorbat 80
Lopinavir i ritonavir makrogol-35
(Kaletra®Abbott 2000 meke kapsule 1 oleinska kiselina ricinusovo ulje propilenglikol
Laboratiries, SAD) (Cremophor® EL)
Tolterodin-tartarat (Detrol® tvrde kaEJsu.Ie sa trigligeridi srednje
LA/Pfizer, SAD) 2000 produzen}m | dl%zme la_nac_a,
’ oslobadanjem oleinska kiselina
Dutasterid (Avodart®/ Snét.’ST. mo.réo' :
GlaxoSmithKline, Velika 2001 meke kapsule | K gliceriaa
Britanija)* aprlln_e/kgprlnske
kiseline
Izotretinion h_i(_jroger_lizovz_i_no .
(Clavaris®/Teva, Izrael) 2003 tvrde kapsule / biljno ullj_e, sojino polisorbat 80
' ulje
Etil estri omega-3-kiseline
®
(Gngxzzsam{thKline, Velika 2004 tvrde kapsule | sojino ulje
Britanija)
Tipranavir mono- i digliceridi makrogol-35 tanol
(Aptivus®/Boehringer 2005 meke kapsule A kaprilne/kaprinske ricinusovo ulje e_la 0 I7'k I
Ingleheim, Nemacka) kiseline (Cremophor® EL) propriengiiko
Tipranavir d-a-tokoferil makrogol 400,
(Aptivus®/Boehringer 2005 oralni rastvor v polietileneglikol etanol,

Ingleheim, Nemacka)

1000 sukcinat

propilenglikol




Godina

INN (zasti¢en naziv oiavliivania Farmaceutski Tip lipidne Lipidi (ulja) Surfaktanti Surfaktanti Hidrofilni
leka/proizvodac, zemlja) P I{a ¢ r!iiE tuJ oblik formulacije P 1 (HLB < 12) (HLB > 12) korastvaraci
frakcionisani
Paricalcitol trigliceridi srednje
(Zemplar® Abbott 2005 meke kapsule | duZine lanca iz
Laboratories, SAD)* kokosovog ulja ili
ulja koStice palme
Lubiproston trigliceridi srednje
(Amitiza®/Takeda, 2006 meke kapsule | g o )
duzine lanaca
Japan)
Fenofibrat (Lipofen®/Kowa lauroil makrogol-
Pharmaceuticals 2006 tvrde kapsule Il 32 gliceridi
America, Inc., SAD) (Gelucire® 44/14)
Topotekan-hidrohlorid
(Hycamtin®/ hidrogenizovano gliceril
GlaxoSmithKline, Velika 2007 tvrde kapsule : biljno ulje monostearat
Britanija)
. N o .
II:Ioratavdln (Claritin®/Bayer, 2008 meke kapsule / trlgllggrldl srednje polisorbat 80
emacka) duzine lanaca
Izotretinoin sojino ulje, stearoil
(Absorica®/Sun Pharma, 2012 tvrde kapsule / makrogolgliceridi | sorbitan monooleat
Indija) (Gelucire® 50/13)
Enzalutamid kapr:(l okaplrgll
(Xtandi®/ Astellas Pharma, 2012 meke kapsule | mg“(r:(;?%i'
*
Japan) (Labrasol®)
Nintedanib (Ofev® trigliceridi srednje
Boehringer Ingleheim, 2014 meke kapsule 1 duZine lanaca, lecitin

Nemacka)*

¢vrsta mast

* sa dozvolom za lek (registrovani) na trzistu Republike Srbije




1.1.3. Lipidne formulacije tipa samomikroemulgujuéih sistema (SMEDDS)

Samomikroemulguju¢i sistemi (SMEDDS) su izotropne smese ulja, surfaktanta (HLB > 12) i
hidrofilnih korastvarac¢a/kosurfaktanata. U kontaktu sa vodom spontano i brzo se formiraju opticki
izotropne, transparentne, termodinamicki stabilne mikroemulzije. Veli¢ina kapi mikroemulzija nalazi
se u opsegu od 10-100 nm. S obzirom na malu veli¢inu kapi, ukupna povrs$ina medupovrsinskog filma
je velika, te je kapacitet za solubilizaciju nisko rastvorljivih lekovitih supstanci visok, a samim tim i
potencijal za poboljSanje njene apsorpcije i bioloSke raspolozivosti. Apsorpcija lekovite supstance ne
zavisi od digestije lipida pod uticajem pankreasnih enzima (Pouton, 2000). SMEDDS se koriste
pretezno kao nosaci lekovitih supstanci za peroralnu primenu, a manje za parenteralnu i primenu na
kozi.

1.1.4. Ekscipijensi u sastavu SMEDDS za peroralnu primenu

Stepen apsorpcije lekovite supstance nakon peroralne primene SMEDDS zavisi od velikog broja
formulacionih parametara, kao $to su: vrsta ulja i surfaktanta, koncentracija surfaktanta i odnosa
ulje/surfaktant. Pokazano je da samo odredene kombinacije farmaceutskih ekscipijenasa mogu
dovesti do nastanka SMEDDS. Racionalni pristup u odabiru odgovarajucih ekscipijenasa pomaze u
skra¢ivanju vremena i smanjenju troskova potrebnih za razvoj SMEDDS, kao nosaca lekovitih
supstanci (Gurram i sar., 2015).

1.1.4.1. Opsti kriterijumi za izbor ekscipijenasa u SMEDDS za peroralnu primenu

Pocetna razmatranja u razvoju SMEDDS, kao nosaca lekovitih supstanci, obuhvataju izbor
ekscipijenasa (Kohli i sar., 2010; Kollipara i Gandhi, 2014). Na trzistu je dostupan veliki broj
ekscipijenasa, a izbor adekvatnih ekscipijenasa zavisi od viSe faktora. VaZzan faktor pri izboru
ekscipijenasa je bezbednost primene. Sa aspekta bezbednosti primene, nejonski surfaktanati se
(Strickley, 2007). Prilikom razvoja SMEDDS, kao i drugih lipidnih formulacija, najvise se koriste
nejonski surfaktanti tipa polisorbata ili polioksietilovana ricinusova ulja (makrogol-35 ricinusovo
ulje, makrogol-40 hidrogenozovano ricinusovo ulje i makrogol-60 hidrogenizovano ricinusovo ulje),
koji su bezbedniji u odnosu na jednolancane surfaktante. Takode, nejonski surfaktanti tipa estara su
bezbedniji u odnosu na nejonske surfaktante tipa etara (Strickley, 2007). VVrednosti peroralne srednje
letalne doze (LDso) za vecinu nejonskih surfaktanata su vece od 50 g/kg, tako da se primena 1 g
surfaktanta u jednodoznom preparatu za peroralnu primenu smatra bezbednom (Attwood i Florence,
1983). Lipidne formulacije na trziStu, koje su namenjene za upotrebu u toku duzeg vremenskog
perioda, uglavnom ne sadrze surfaktante, zbog nedostatka podataka o njihovoj bezbednosti i
toksi¢nosti tokom duze upotrebe. Medutim, odredeni farmaceutski preparati na trzistu, tipa lipidnih
formulacija, koji kao lekovite supstance sadrze inhibitore HIV proteaza, kao Sto su: amprenavir
(Agenerase®, GlaxoSmithKline, Velika Britanija), lopinavir i ritonavir (Kaletra®, Abbott
Laboratories, SAD) i ritonavir (Norvir®, Abbott Laboratories, SAD) sadrze znacajnu koli¢inu
surfaktanta u pojedinacnoj dozi, tj. u mekoj kapsuli. S obzirom da se kao terapijska doza primenjuje
nekoliko kapsula 2-4 puta dnevno, pacijenti mogu uneti i 2-3 g makrogol-35 ricinusovog ulja
(Cremophor® EL) ili d-a-tokoferil polietileneglikol 1000 sukcinat (Vitamin E®TPGS) dnevno. lako
ve¢ina nejonskih surfaktanata ima slicne peroralne LDso vrednosti, u praksi se bira neki od
surfaktanata koji je duZe na trziStu i ¢ija je bezbednost dobro dokumentovana (Strickley, 2007).

Kao pogodan izvor informacija o bezbednosnom profilu ekscipijenasa mogu se koristiti smernice

koje je objavila FDA (www.fda.gov/cder). FDA je objavila listu supstanci koje se generalno smatraju
bezbednim za upotrebu (engl. Generally Recognized As Safe, skr. GRAS). Pored toga, FDA je takode
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objavila ,,Vodi¢ za ekscipijenase” (engl. Inactive Ingredient Guide, skr. 11G), u kojem su navedene
maksimalne dozvoljene mase ili koncentracije ekscipijenasa za odredeni put primene
(https://www.fda.gov/food/food-ingredients-packaging/generally-recognized-safe-gras).

Drugi vazan faktor, koji se mora razmotriti pri odabiru ekscipijenasa, odnosi se na njihov hemijski
sastav. Naime, biljna ulja iz razli¢itih biljnih izvora, koja se koriste u lipidnim formulacijama,
razlikuju se po hemijskom sastavu. Ukoliko se ova ulja dalje podvrgnu hidrolizi i esterifikaciji, to jo$
viSe doprinosi raznolikosti (Meyer i sar., 2002). 1z prakti¢nih razloga ovi ekscipijensi obi¢no dobijaju
jednostavno hemijsko ime, koje ne ukazuje na slozenost njihovog sastava. Stoga, pri razvoju lipidnih
formulacija mora se uzeti u obzir da ¢e postojati razlike izmedu ekscipijenasa koji imaju isto hemijsko
ime, a poticu se od razli¢itih proizvodaca (Wiliams i sar., 2013).

Na izbor ekscipijenasa utice i to da li je on svarljiv, kao i kako se metaboliSu i izlucuju proizvodi
nastali varenjem ekscipijensa u GI traktu. S obzirom da se tecne SMEDDS ¢esto pune u kapsule
(meke ili tvrde Zelatinske kapsule, rede kapsule od hipromeloze (sin. hidroksipropilmetilceluloza, skr.
HPMC), kao finalni farmaceutski oblik, vazno je razmotriti kompatibilnost ekscipijenasa sa
omotacem kapsula, kao 1 stabilnost farmaceutskog oblika. Svakako na izbor ekscipijenasa koji se
koriste u formulaciji SMEDDS utice 1 njihova cena (Wiliams 1 sar., 2013).

1.1.4.2. Vrste ekscipijenasa u SMEDDS za peroralnu primenu
Lipidi (Ulja)

do¢i do smanjene apsorpcije i bioloske raspolozivosti, usled zadrzavanja lekovite supstance unutar
nesvarenog dela lipidne formulacije. Lipidi su obi¢no nerastvorljivi u vodi i razlikuju se po sadrzaju
masnih kiselina, tacki topljenja, HLB broju 1 rastvorljivosti u nepolarnim organskim rastvaraima
(Sharma 1 sar., 2016). NajceS¢e koriS¢eni lipidi su trigliceridi iz biljnih ulja. Ova klasa lipida je
bezbedna za peroralnu primenu, s obzirom da su u potpunosti podlozni digestiji i apsorpciji (Pouton
i Porter, 2008; Kalepu, 2013). lako su jestiva biljna ulja favorizovana, ona nemaju dovoljan kapacitet
za solubilizaciju vecih koli¢ina lipofilnih lekovitih supstanci, a zbog njihove velike molekulske mase
otezan je proces samoemulgovanja (Peki¢ i Primorac, 2008). Umesto njih, ceS¢e se koriste
hidrogenizovana biljna ulja, koja imaju bolju sposobnost emulgovanja (Gershanik i Benita, 2000).

Trigliceridi se prema duZini ugljovodoni¢nog lanca mogu podelili na dugolanc¢ane (engl. long chain
triglycerides, skr. LCT), srednjelanc¢ane (engl. medium chain trigycerides, skr. MCT) i kratkolancane
(engl. short chain triglycerides, skr. SCT) trigliceride. Dugolanc¢ani trigliceridi imaju vise od 12
ugljenikovih atoma, srednjelancani izmedu 6 i 12, a kratkolanc¢ani manje od 5 ugljenikovih atoma. U
kukuruznom, maslinovom, kikirikijevom i sojinom ulju, kao i u hidrogenizovanom sojinom i ostalim
hidrogenizovanim biljnim uljima nalaze se dugolan¢ani trigliceridi. Srednjelancani trigliceridi se
dobijaju iz kokosovog ulja ili ulja palminog semena (Humberstone i Charman, 1997; Kalepu, 2013;
Williams i sar., 2013).

U SMEDDS se najces¢e koriste srednjelancani i1 dugolancani trigliceridi, ¢ije se osobine znacajno
razlikuju zbog razlika u njihovoj strukturi. Smatra se da je kapacitet za solubilizaciju lekovitih
supstanci odreden brojem estarskih grupa u molekulu triglicerida (Cao i sar., 2004). Srednjelancani
trigliceridi imaju veci kapacitet solubilizacije od dugolancanih, a takode su manje skloni oksidaciji,
zbog veceg sadrzaja zasiCenih masnih kiselina (Kaukonen i sar., 2004). Naime, dugolancani
trigliceridi sadrZze nezasi¢ene masne kiseline, koje su sklone oksidaciji. Nastali peroksid moze
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nepovoljno uticati na stabilnost i oslobadanje lekovite supstance, a takode moze dovesti do oStecenja
omotaca kapsule, ako je SMEDDS punjen u kapsule. Ovaj problem se moze resiti na razli¢ite nacine,
kao na primer ukljuc¢ivanjem antioksidanasa u formulaciju (npr. a-tokoferol, B-karoten, propil galat,
butilhihroksitoluol (BHT) ili butilhidroksianizol (BHA)), koris¢enjem zasicenih triglicerida, ali i
primenom specijalnih tvrdih Zelatinskih kapsula, koje nisu propustljive za kiseonik (Hauss, 2007).
Srednjelancani trigliceridi podlezu brzoj digestiji, a samim tim je brza i apsorpcija inkorporirane
lekovite supstance. Sa druge strane, prednost dugolan€anih triglicerida je Sto nakon digestije u GI
traktu nastaju proizvodi koji povecavaju transport lekovite supstance limfotokom u ve¢em obimu, u
poredenju sa srednjelancanim trigliceridima (Jannin i sar., 2008). Istrazivanja su pokazala da se dve
lekovite supstance, mepitiostan (prolek epitiostanola) 1 mepitiostaneolefin, u znacajnom procentu
transportuju putem limfe, kada se primenjuju pacovima zajedno sa dugolancanim trigliceridima
(Yafez i sar., 2011). U drugoj in vivo studiji na pacovima, pokazano je da je nakon peroralne primene
SMEDDS sa sirolimusom postignut veci limfati¢ni transport 1 veca bioloska raspoloZzivost u slucaju
formulacije sa > 25% srednjelancanih triglicerida, u poredenju sa formulacijom koja ne sadrzi lipide
(Sunisar., 2011).

Parcijalnom hidrolizom triglicerida iz biljnih ulja nastaju smeSe mono-, di- i triglicerida. Njihov
sastav zavisi od pocetnog izvora i stepena hidrolize (Prajapati i sar., 2012). Parcijalni gliceridi su
cesto bolji rastvaraci od triglicerida (osim ako je lekovita supstanca visoko lipofilna) (Williams i sar.,
2013). Najcesce korisceni parcijalni gliceridi za formulaciju SMEDDS su (Rahman i sar., 2013):

- gliceril monokaprilokaprat (Capmul® MCM, Abitec, Velika Britanija),

- gliceril monostearat (Geleol™; Gattefoss¢, Francuska; Imvitor® 191; 101 Oleochemical,

Nemacka, Cutina™ GMS; BASF, Nemacka; Tegin™; Surfachem, Velika Britanija),

- gliceril distearat (Precirol™ ATO 5, Gattefossé, Francuska),

- gliceril monooleat (Peceol™, Gattefossé, Francuska),

- gliceril monolinoleat (Maisine™ 35-1, Gattefossé, Francuska),

- gliceril dibehenat (Compritol® 888 ATO, Gattefossé, Francuska)

Surfaktanti

Surfaktanti su ekscipijensi amfifilnog karaktera, koji su neophodni u formulisanju SMEDDS, jer
omogucavaju smanjenje medupovrSinskog napona izmedu uljane i vodene faze nakon razblazivanja
SMEDDS vodenim medijumom. Osnovne Kkarakteristike surfaktanata povezane su sa amfifilnom
prirodom molekula (Shobhit i sar., 2012). Surfaktanti sa HLB vrednostima ispod 12 imaju ograni¢enu
rastvorljivost u vodi i malu sposobnost emulgovanja. Sa druge strane, surfaktanti sa HLB od 12 ili
veéom, imaju sposobnost da se udruzuju i formiraju micele u vodi, u koncentraciji iznad kriti¢ne
micelarne koncentracije (engl. critical micellar concentration, skr. CMC) (Sheckey i sar., 2020).
Danas je na trziStu prisutan veliki broj surfaktanata prirodnog, polusintetskog ili sintetskog porekla,
pod razli¢itim komercijalnim nazivima, koji se koriste za izradu SMEDDS za peroralnu primenu
(Nardin i Kollner, 2019). Najcesce se koriste nejonski surfaktanti, kao Sto su: etoksilovani sorbitanski
estri tj. polisorbati (Tween®-ovi), etoksilovani estri masnih alkohola (Acconon®, Labrasol®,
Kolliphor®), kao i etoksilovani derivati ricinusovog ulja: makrogol-40 hidrogenizovano ricinusovo
ulje (Cremophor® RH 40) i makrogol-35 ricinusovo ulje (Cremophor® EL) (Akula i sar., 2015; Baek
i sar., 2013; Cui i sar., 2009; Dixit i sar., 2010; Jaiswal i sar., 2014; Mukherjee i Plakogiannis, 2010;
Rao i sar., 2010; Wu i sar., 2015).

Uobic¢ajena koncentracija surfaktanata u SMEDDS, potrebna da bi se formirala mikroemulzija u GI
traktu je u opsegu od 30% do 60% (Akula i sar., 2014; Gautam i Shastri, 2018). Medutim, visoke
koncentracije surfaktanata u formulaciji mogu prouzrokovati nezeljene efekte kod pacijenata (Hauss,
2007, Rajpoot i sar., 2020). Odredeni surfaktanti, poput polisorbata, mogu da dovedu do gubitka vode
iz tvrdih 1 mekih zelatinskih kapsula, u koje se pune SMEDDS i samim tim ucine kapsule krtim
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(Hauss, 2007). Takode, visoke koncentracije surfaktanata mogu dovesti do iritacije u Gl traktu.
Pokazano je da micelarna solubilizacija lipofilnih lekovitih supstanci sa visokim koncentracijama
surfaktanata znacajno smanjuje slobodnu frakciju lekovite supstance i stepen apsorpcije (Chiu i sar.,
2003). Chiu i saradnici (2003) su pokazali da u prisustvu 0,2% makrogol-35 ricinusovog ulja
(Cremophor® EL) dolazi do znacajnog smanjenja permeabilnosti ciklosporina A, §to je potvrdilo
pretpostavku da micelarna solubilizacija ciklosporina A smanjuje slobodnu frakciju ove supstance.
lako je ovaj sufaktant i inhibitor P-glikoproteina, transportera lokalizovanog u apikalnoj membrani
epitelnih ¢elija intestinuma, koji je odgovoran za efluks razliCitih supstrata (supstanci) iz ¢elije, pa
samim tim utice i na povecanje permeabilnosti ciklosporina A, smatra se da je efekat micelarne
solubilizacije znacajniji 1 odgovoran za ukupno smanjenje permeabilnosti ciklosporina A (Chiu i sar.,
2003).

Surfaktanti, osim svoje tradicionalne uloge da solubilizuju lekovite supstance, imaju i uticaj na
biofarmaceutske osobine lekovitih supstanci. Naime, surfaktanti mogu da povecaju apsorpciju
lekovite supstance usled promene u permeabilnosti bioloskih membrana (Shobhit i sar., 2012).
Surfaktanti niske HLB vrednosti mogu da penetriraju i fluidiziraju bioloske membrane, dok
surfaktanti rastvorljivi u vodi imaju moguc¢nost solubilizacije komponenti bioloSkih membrana.
Pokazano je da kaprilokaproil makrogol-8 gliceridi (Labrasol®) poveéavaju apsorpciju lekovitih
supstanci, kao $to su vankomicin i gentamicin, tako $to povecavaju fluidnost bioloskih membrana i
posledi¢no transcelularni transport lekovite supstance (Hu 1 sar., 2001; Koga 1 sar., 2006; Prasad 1
sar., 2003). McCartney i saradnici (2019) su koriste¢i ex vivo i in situ metode pokazali da
kaprilokaproil makrogol-8 gliceridi dovode do reverzibilnog otvaranja ,,tesnih veza*“ (engl. tight
junctions) izmedu c¢elija intestinalnog epitela kako bi omogudili prolazak insulina paracelularnim
transportom. Dodatno, na povecanje intestinalne apsorpcije lekovite supstance u prisustvu
kaprilokaproil makrogol-8 glicerida utice i njihova sposobnost da inhibiraju P-glikoprotein u
epitelnim c¢elijama intestinuma, koji je odgovoran za efluks supstrata iz ¢elija (Hu 1 sar., 2001). U
studiji koju su sproveli Hu i saradnici (2001) je pokazano da kaprilokaproil makrogol-8 gliceridi
povecavaju bioloSku raspolozivost gentamicina za 54,2%, $to je zna¢ajno vise u poredenju sa drugim
nejonskim surfaktantom, polisorbatom 80 (Tween® 80), koji povecava biolosku raspoloZivost za
8,4%.

Jedan od cesto koriS€enih lipofilnih surfaktanata u formulaciji SMEDDS je propilenglikol
monokaprilat (Capryol™ 90). Novija istrazivanja (Ukai i sar., 2020b) na pacovima pokazuju da
propilenglikol monokaprilat povecava intestinalnu apsorpciju insulina. Efekat propilenglikol
monokaprilata na povecanje intestinalne apsorpcije insulina je reverzibilan, a zavisi od upotrebljene
koncentracije. Takode, efekat zavisi i od mesta apsorpcije, s obzirom da je pokazano da je povecanje
apsorpcije insulina vece iz iz debelog creva, u poredenju sa tankim crevom, verovatno iz razloga s§to
debelo crevo ima nizu aktivnost proteoliti¢kih enzima (Ukai i sar., 2020b). Mogu¢i mehanizam kojim
se moze objasniti ovaj fenomen je povecana fluidnost membrana intestinalnog epitela u prisustvu
propilenglikol monokaprilata, ¢ime se povecava apsorpcija insulina transcelularnim putem. Takode,
povecanje apsorpcije insulina moze se objasniti i otvaranjem ,tesnih veza®“ izmedu epitelih ceilja
intestinuma, Sto omogucava da se apsorpcija insulina odvija paracelularnim putem (Ukai 1 sar.,
2020a). Navedeni autori (Ukai, 2020b) su pokazali da se dva surfaktanta istog naziva, propilenglikol
monokaprilat, a razli¢itih zasticenih imena (Capryol™ 90 i Capryol™ PGMC), razlikuju u stepenu
povecanja intestinalne apsorpcije insulina, §to se objasnjava razli¢itim hemijskim sastavom
navedenih surfaktanata, odnosno razli¢itim udelima monoestara kaprilne kiseline. Capryol™ 90, sa
ve¢im udelom monoestra (94%), pokazao je veci efekat na povecanje apsorpcije, u poredenju sa
Capryol™ PGMC, koji ima manji udeo monoestara (64%). Stoga se moze zakljuciti da visok sadrzaj
monoestara kaprilne kiseline predstavlja klju¢ni faktor odgovoran za povecanje apsorpcije lekovitih
supstanci. Takode, pokazano je da Capryol™ 90 efikasnije povecava apsorpciju insulina u poredenju
sa drugim ekscipijensima koji se uobicajeno koriste u formulaciji SMEDDS, kao S§to su:

13



kaprilokaproil makrogol-8 gliceridi (Labrasol®), propilenglikol monolaurat (Lauroglycol® 90 i
Lauroglycol® FCC) i oleoil makrogol-6 gliceridi (Labrafil®) (Ukai, 2020b).

Odredeni polioksietilenski surfaktanti, kao S§to su etoksilovani derivati ricinusovog ulja
(Cremophor®), polisorbat 80 i makrogol 15 hidroksistearat (Solutol® HS 15, sadasnji naziv Koliphor®
HS 15), mogu da stupe u interakcije sa specificnim proteinima eksprimiranim na apikalnoj membrani
epitelnih ¢elija intestinuma (Gurjar i sar., 2018; Hanke i sar., 2010; Hugger i sar., 2002; Shono i sar.,
2004). U studiji Huggera i saradnika (2002) pokazano je da makrogol-35 ricinusovo ulje
(Cremophor® EL), u koncentraciji 0,1% i polisorbat 80 (Tween® 80), u koncentraciji 0,05%,
delimi¢no inhibiraju P-glikoprotein u Caco-2 ¢elijama, dok u ¢elijama MDCK-MDR1 nije pokazana
inhibitorna aktivnost. Medutim, rezultati istrazivanja drugih autora (Hanke i sar., 2010) su pokazali
da pomenuti surfaktanti, u opsegu koncentracija 0,01-0,1%, ispoljavaju inhibitornu aktivnost prema
P-glikoproteinu upravo na MDCK-ABCBI1 ¢elijama. Gurjar i saradnici (2018) su procenjivali
inhibitorni efekat razliCitih surfaktanata prema P-glikoproteinu merenjem celijske akumulacije
supstrata digoksina, na MDCK-MDRI1 ¢elijama. Izracunavanjem srednje inhibitorne koncentracije
(I1Cs0), parametara koji pokazuje potentnost ekscipijensa da inhibira P-glikoprotein, pokazano je da
najvecu inhibitornu aktivnost ima makrogol-35 ricinusovo ulje (ICso = 11,92 pmol/L), zatim
polisorbat 80 (ICso = 45,29 umol/L) i na kraju makrogol 15 hidroksistearat (ICso = 179,80 umol/L)
(Gurjar i sar., 2018). Dodatno, ovi rezultati ukazuju da sposobnost polioksietilenskih surfaktanata da
inhibiraju P-glikoprotein zavisi od tipa ¢elijskog modela koris¢enog u studiji. Efekat inhibicije
P-glikoproteina je uocen pri koncentracijama nizim od CMC ovih surfaktanata, Sto ukazuje da su
pojedina¢ni molekuli surfaktanta odgovorni za inhibiciju P-glikoproteina (Hugger i sar., 2002).

lako je za vecinu lekovitih supstanci prethodno opisan fenomen znacajan 1 moze se iskoristiti kao
prednost u formulaciji, treba voditi racuna da povecéanje bioloske raspolozivosti u odredenim
slu¢ajevima moze dovesti 1 do povecanja toksi¢nosti lekovite supstance. Takode, postoje podaci da
odredeni surfaktanti mogu da uti¢u na aktivnost metabolickih enzima i transportera, $to rezultira
izmenjenom farmakokinetikom lekovitih supstanci (Gurjar i sar., 2018).

Vaznu ulogu u in vivo solubilizaciji SMEDDS ima i sposobnost ekscipijenasa da podlezu digestiji u
Gl traktu. Cuiné i saradnici (2008) su pokazali da su nejonski polioksietilenski surfaktanti,
makrogol-40 hidrogenizovano ricinusovo ulje (Cremophor® RH40), makrogol-35 ricinusovo ulje
(Cremophor® EL), polisorbat 80 (Tween® 80) i kaprilokaproil makrogol-8 gliceridi (Labrasol®)
svarljivi, pri ¢emu je makrogol-40 hidrogenizovano ricinusovo ulje manje podlozan digestiji u
poredenju sa ostalim navedenim surfaktantima. Interesantno je da makrogolgliceridi, makrogol-40
hidrogenizovano ricinusovo ulje i makrogol-35 ricinusovo ulje, iako strukturno sli¢ni, nisu na isti
nacin podlozni digestiji u GI traktu. Pokazano je da je makrogol-40 hidrogenizovano ricinusovo ulje
manje podlozno digestiji od makrogol-35 ricinusovog ulja. lako ove razlike nisu u potpunosti
objasnjene, pretpostavlja se da veéi broj etilenoksidnih jedinica makrogol-40 hidrogenizovanog
ricinusovog ulja (40) u poredenju sa makrogol-35 ricinusovim uljem (35) mozZe sterno da ometa prilaz
pankreasne lipaze, koja je odgovorna za digestiju. Takode, pomenuta razlika u procesu digestije se
hidrogenizovano ricinusovo ulje koje je teze svarljivo, u poredenju sa makrogol-35 ricinusovim
uljem, koji sadrzi nezasic¢eno ricinusovo ulje koje se lakse vari. U modelu in vitro digestije je uo¢eno
da prisustvo velike koli¢ine svarljivih surfaktanata dovodi do smanjenja kapaciteta solubilizacije
SEDDS-a i potencijalne precipitacije supstance. Ovo je pokazano poredenjem dve formulacije
SEDDS koje sadrze isti udeo (55%) makrogol-40 hidrogenizovanog ricinusovog ulja i makrogol-35
ricinusovog ulja, pri ¢emu se veca precipitacija danazola deSavala nakon razblazivanja i digestije
formulacije koja sadrzi makrogol-35 ricinusovo ulje. Rezultati in vivo studije na psima su pokazali
da je bioloska raspolozivost danazola dva puta veca nakon peroralne primene SEDDS koje sadrze
55% makrogol-40 hidrogenizovanog ricinusovog ulju u poredenju sa formulacijom koja sadrzi isti
udeo makrogol-35 ricinusovog ulja. Ovi podaci sugeriSu da ukoliko se u formulaciji koriste velike
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koli¢ine svarljivih surfaktanata, njihova digestija dovodi do znacajnog gubitka kapaciteta za
solubilizaciju lekovite supstance i posledi¢no, do smanjenja bioloske raspolozivosti (Cuiné i sar.,
2008).

U formulaciji SMEDDS ¢esto nije dovoljno prisustvo samo jednog surfaktanta, ve¢ je potrebno i
prisustvo drugog surfaktanta ili hidrofilnog korastvaraca (jednim imenom se nazvaju kosurfaktanti),
da bi se nakon razblazenja vodom/GI te¢nostima postiglo ve¢e smanjenje medupovrSinskog napona.
Dodavanjem kosurfaktanta nastaje medupovrSinski film odgovaraju¢e fluidnosti izmedu
dispergovanih kapi (uljane faze) i spoljasnje (vodene) faze, §to dovodi do smanjenja pre¢nika kapi i
poveéanija stepena solubilizacije lekovite supstance (Patel i Sawant, 2009). Cesto kori$éeni hidrofilni
korastvaraci u formulaciji SMEDDS su alkoholi kratke duzine lanaca (C3-C8), kao §to su etanol, n-
butanol, propilenglikol i polietilenglikol (Akula i sar., 2014; Kohli i sar., 2010). Dodatak alkohola
kratke duZine lanaca omogucava nastajanje fleksibilnog medupovrsinskog filma (Bagwe i sar, 2001).
Medutim, alkoholi kratke duzine lanaca mogu da se adsorbuju na omotac kapsule, u koje se SMEDDS
najcesce pune i prouzrokuju precipitaciju lekovite supstance (Pouton i Porter, 2008).

U tabeli 1.3 dat je prikaz savremenih ekscipijenasa za formulaciju SMEDDS za peroralnu primenu.
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Tabela 1.3. Savremeni ekscipijensi za formulaciju SMEDDS za peroralnu primenu (Nardin i Koéllner, 2019; Rahman i sar., 2012)

Zasti¢en naziv

ekscipijensa Farmakopejski naziv [sastav] HLB Uloga u SMEDDS Farmakopejski status
(proizvodac, zemlja)
Captex® 200 (Abitec . . o . . .
Corporation, SAD) Propilenglikol dikaprilati/dikaprati / uljana faza Ph. Eur.
Captex® 300 (Abitec o . .
Corporation, SAD) Trigliceridi srednje duzine lanaca 1 uljana faza Ph. Eur.
- ® _ .- - - - - - - - - - - _ 0
Imwitor® 742 (VIOI Oleo Mono-, di- i trigliceridi kaprlln_e i k_aprmske kiseline [45-55% 4 uljana faza USP-NE**
GmBH, Nemacka) monogliceridi]
Labrafac® Lipophile o L o o .
WL (Gattefossé, Trigliceridi srednje duzine la_nac_a [kaprilna kiselina 50-80% i kaprinska 1 uljana faza Ph. Eur., USP-NF
kiselina 20-50%]
Francuska)
Labrafac® PG . . L . .
(Gattefossé, Francuska) Propilenglikol dikaprilokaprilat 1 uljana faza USP-NF
Maisine™ 35-1 Gliceril monolinoleat [linoleinska kiselina > 50%; oleinska kiselina 10- 1 uliana faza Ph. Eur. USP-NF
(Gattefossé, Francuska) 35%; stearinska Kiselina < 6%; palimitinska kiselina 4-20%] ) ' B
Miglyol® 810 (101 Oleo Trigliceridi srednje duzine lanaca [kaprilna kiselina 65-80%; kaprinska .
GmBH, Nematka) kiselina 20-35%] / uljana faza Ph.Eur., USP-NF
Miglyol® 812 (101 Oleo | Trigliceridi srednje duZine lanaca [kaprilna kiselina 50-65%; kaprinska . i
GmBH, Nemacka) kiselina 30-45%) / uljana faza Ph.Eur., USP-NF
Miglyol® 840 (101 Oleo . . o . .
GmBH, Nemacka) Propilenglikol dikaprilokaprilat / uljana faza Ph.Eur., USP-NF
Miglyol® 818 (101 Oleo Triglieridi srednje duzine lanaca [kaprilna kiselina 45-65%; kaprinska / uliana faza /
GmBH, Nemacka) Kiselina 30-45%:; linoleinska kiselina 2-5%] .
Peceol® (Gattefossé, Gliceril monooleat [oleinska kiselina > 60%; linoleinska kiselina < 35%; 1 uliana faza Ph. Eur.. USP-NE
Francuska) stearinska Kiselina < 6%; palmitinska Kiselina < 12%] J T
Capmul® PG-12 uljana
(S,:blgt)ec Corporation, Propilenglikol monolaurat, tip 11 45 faza/kosurfakant Ph. Eur., USP-NF
Capmul® PG-8 (Abitec . , _— uljana
Corporation, SAD) Propilenglikol monokaprilat, tip 11 6,7 faza/kosurfakant Ph. Eur., USP-NF
Capmul® MCM (Abitec | Gliceril monokaprilati [monogliceridi 58%, digliceridi 36%, trigliceridi 5.6 uljana Ph.Eur
Corporation, SAD) 5%, kaprilna kiselina 80%, kaprinska Kiselina 20%] faza/kosurfakant T
®

xgitng Ccl\)/lrcol\r/lat(i:fn Gliceril monokaprilat [monogliceridi 68%, digliceridi 27%, trigliceridi 5.6 uljana Ph.Eur

P ’ 3%; kaprilna kiselina > 95%, kaprinska kiselina 3%] faza/kosurfakant T

SAD)




LT

Zasti¢en naziv

ekscipijensa Farmakopejski naziv [sastav] HLB Uloga u SMEDDS Farmakopejski status
(proizvodac, zemlja)
Capmul® MCM C10 uliana
(Abitec Corporation, Gliceril monokaprilat [monogliceridi > 45%; kaprinska kiselina > 45%] 5-6 faza/k y fak Ph.Eur.
SAD) aza/kosurfakant
Capryol™ PGMC . . . . 0 . . - uljana i
(Gattefossé, Francuska) Propilenglikol monokaprilat, tip | [> 60% monoestri kaprinske kiseline] 6 faza/kosurfaktant USP-NF
Capryol™ 90 . . . . 0 . . — uljana i
(Gattefossé, Francuska) Propilenglikol monokaprilat, tip Il [> 90% monoestri kaprinske kiseline] 6 faza/kosurfakant USP-NF
Imwitor® 988 (101 Oleo . I o o i i 0 uljana
GmBH. Nemacka) Gliceril monokaprilat tip | [monogliceridi 45-75%, digliceridi 20-50%] 5-6 faza/kosurfakant Ph. Eur., USP-NF
Imwitor® 308 101 Oleo . Lo T . uljana
GmBH, Nemacka) Gliceril monokaprilat tip 11 [monogliceridi > 80%, digliceridi max 10%] 6-7 faza/kosurfakant Ph. Eur., USP-NF
Labrafil® M 2130 CS . . . T : I uljana
(Gattefossé, Francuska) Lauroil makrogol-6 gliceridi [laurinska kiselina i stearinska kiselina] 9 faza/kosurfaktant Ph. Eur.
Labrafil® M 2125 CS Linoleoil makrogol-6 gliceridi [oleinska kiselina 24-34% i linoleinska 9 uljana Ph Eur. USP-NE
(Gattefossé, Francuska) Kiselina 53-63%] faza/kosurfaktant T
Labrafil® M 1944 CS Oleoil makrogol-6 gliceridi [oleinska kiselina 58-68% i linoleinska 9 uljana Ph. Eur. USP-NE
(Gattefossé, Francuska) Kiselina 22-32%] faza/kosurfaktant B
Labrafac® CM 10 C8-C10 poliglikozidni gliceridi [kaprilna kiselina 50% i kaprinska 10 uljana /
(Gattefossé, Francuska) Kiselina 50%] faza/kosurfaktant
Labrafil® WL 2609 BS Linoleoil makrogol gliceridi [oleinska kiselina 24-34% i linoleinska 6 uljana /
(Gattefossé, Francuska) Kiselina 53-63%] faza/kosurfaktant
Lauroglycol™ FCC Propilenglikol monolaurat,tip I [monoestri laurinske kiseline 45-70%, 30- 3 uljana Ph Eur
(Gattefossé, Francuska) 55% diestri laurinske kiseline] faza/kosurfaktant T
Lauroglycol™ 90 . . . . . o 0 uljana
(Gattefossé, Francuska) Propilenglikol monolaurat,tip 11 [monoestri laurinske kiseline > 90%] 3 faza/kosurfaktant Ph. Eur.
Acconon® CC-6 (Abitec . . L
Corporation, SAD) Kaprilokaproil makrogol-6 gliceridi 12,5 surfaktant Ph.Eur., USP-NF
Acconon® MC-82
(Abitec Corporation, Kaprilokaproil makrogol-8 gliceridi 14 surfaktant Ph.Eur., USP-NF
SAD)

®
Cremphor™ EL (BASF, Makrogol-35 ricinusovo ulje 12-14 surfaktant Ph. Eur., USP

Nemacka)
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Zasti¢en naziv

ekscipijensa Farmakopejski naziv [sastav] HLB Uloga u SMEDDS Farmakopejski status

(proizvodac, zemlja)

Cremophor® RH 40 . . . .

(BASF. Nemacka) Makrogol-40 hidrogenizovano ricinusovo ulje 14-16 surfaktant Ph. Eur., USP

Cremophor® A25 . . o

(BASF. Nematka) Makrogol-25 cetostearil etar [stearinska kiselina i cetil alkohol] 15-17 surfaktant Ph. Eur., USP

Gelucire® 44/14 Lauroil makrogol gliceridi [laurinska kiselina 40-50%; miristinska

(Gattefosseé, Francuska) kiselina 14-24%; kaprilna kiselina 4-10%, kaprinska kiselina 3-9%, 14 surfaktant Ph.Eur., USP-NF

’ palmitinska Kiselina 4-14%, stearinska kiselina 5-15%]

Gelucire® 50/13 Stearoil makrogol-32 gliceridi [palmitinska kiselina 40-50%; stearinska

(Gattefossé, Francuska) kiselina 48-58%] 13 surfaktant Ph.Eur., USP-NF

Labrasol® (Gattefossé, Kaprilokaproil makrogol-8 gliceridi [kaprilna kiselina 50-80% i kaprinska

Francuska) kiselina 20-50%] 12 surfaktant USP-NF

Poll_sorbat' 80 _(_Croda, Polisorbat 80 15 surfaktant Ph.Eur., USP-NF

Velika Britanija)

Vitamin E® TPGS o . .

(BASF, Nematka) d-a-tokoferil polietilenglikol 1000 sukcinat 13 surfaktant USP-NF

Imwitor® 928 (101 Oleo Mono-, di- i trigliceridi zasi¢enih masnih kiselina kokosovog ulja [40% 3.4 kosurfaktant USP-NE

GmBH, Nemacka) monogliceridi]

Plurol® Diisostearate o

(Gattefossé, Francuska) Poligliceril-3 diizostearat 4,5 kosurfaktant Ph.Eur.

Plurol Oleique® CC497 .

(Gattefossé, Francuska) Poligliceril-3 dioleat 3 kosurfaktant USP-NF

Transcutol® HP - . . o n .

(Gattefossé, Francuska) Dietilen glikol monoetil etar (> 99,9% visokoprecis¢eni) / korastvara¢ Ph.Eur., USP-NF
®

Transcutol “P Dietilen glikol monoetil etar / korastvara¢é Ph.Eur., USP-NF

(Gattefossé, Francuska)

* Evropska farmakopeja (engl. The European Pharmacopoeia, skr. Ph.Eur.)
** Americ¢ka farmakopeja (engl. The United States Pharmacopoeia — National Formulary, skr. USP-NF)




1.1.5. Razvoj i karakterizacija SMEDDS

Poznato je da samo odredene kombinacije ekscipijenasa mogu formirati SMEDDS. Da bi se bolje
razumelo ponasanje SMEDDS nakon razblazivanja GI te¢nostima, od izuzetne je vaZnosti da se
dobijeni nosaci za peroralnu primenu lekovite supstance opiSu sa aspekta rastvorljivosti lekovite
supstance u ekscipijensima koje ulaze u sastav SMEDDS, sposobnosti samoemulgovanja komponenti
SMEDDS, brzine rastvaranja lekovite supstance iz ovih sistema, kao i njihove stabilnosti.

1.1.5.1. Mehanizam samoemulgovanja

Do samoemulgovanja dolazi kada je energija, potrebna za dispergovanje, ve€a od energije koja je
neophodna za formiranje kapi. Slobodna energija emulzija je funkcija medupovrSinske energije i
moze se opisati slede¢om jednacinom (Reiss, 1975):

AG =) Nnr2o 1)
gde su AG - slobodna energija, N - broj kapi, r - pre¢nik kapi, a ¢ - medupovrSinska energija.

Jednacina (1) pokazuje da Sto je niza medupovrSinska energija, to je niza 1 slobodna energija.
Slobodna energija konvencionalne emulzije (makroemulzije) direktno zavisi od energije neophodne
za formiranje nove povrSine izmedu uljane 1 vodene faze. To znaci da je slobodna energija kod
emulzija vrlo visoka, buduc¢i da je neophodna velika energija kako bi se obrazovala nova povrsina
izmedu dve faze. Usled velike slobodne energije, konvencionalne emulzije nisu stabilne 1 dve faze
vremenom teze da se razdvoje, kako bi se smanjila dodirna povrsina, a samim tim i slobodna energija
sistema. Uloga surfaktanta (emulgatora) u emulziji je da formira medupovrSinski film 1 smanji
medupovrsinski napon (Gursoy i Benita, 2004).

Za razliku od konvencionalnih emulzija, dodatkom SMEDDS spoljasnoj (vodenoj) fazi, uz blago
mesSanje, spontano nastaje mikroemulzija, jer je energija neophodna da bi se formirala mikroemulzija
veoma niska ili cak negativna. U procesu samomikroemulgovanja dolazi do formiranja
medupovrsinskog filma na povrSini uljanih kapi. Daljom penetracijom vode kroz medupovrSinski
film dolazi do formiranja dispergovane te¢nokristalne faze, ¢iji udeo zavisi od vrste i koncentracije
surfaktanta. Formiranjem faza te¢nih kristala na povrSini kapi one postaju otpornije na koalescenciju
(Gursoy i Benita, 2004). Nastale mikroemulzije su termodinamicki stabilni sistemi, koji se nalaze u
stanju ravnoteZe, tokom koje se kontinuirano odvijaju procesi spajanja malih kapi ulja u vece 1
fragmentacija velikih kapi ulja u manje kapi (Bagwe i sar., 2001). Dodatak lekovite supstance u
sistem moze da uzrokuje promenu faznog ponaSanja usled njene interakcije sa komponentama
SMEDDS. Ovaj uticaj je naroc€ito izraZzen kod SMEDDS koje imaju mnogo manje kapi, u poredenju
sa drugim samoemulguju¢im formulacijama. Da bi se odredio uticaj inkorporirane supstance na
sposobnost samoemulgovanja SMEDDS potrebno je sprovesti preformulacione studije, koje
podrazumevaju odredivanje rastvorljivosti lekovite supstance u komponentama SMEDDS i
konstruisanje pseudoternarnih faznih dijagrama (Gursoy i Benita, 2004). Bandivadeka i saradnici
(2012) su proucavali efekat inkorporiranja atorvastatina na veli¢inu kapi 1 zakljucili da povecanje
koli¢ine lekovite supstance dovodi do povecanja veli¢ine kapi SMEDDS. Ukoliko lekovita supstanca
moze da formira vodoni¢ne veze sa etoksilovanim lancima surfaktanta, to moze uticati na povecanje
veli¢ine kapi SMEDDS. Sa druge strane, ukoliko je lekovita supstanca visoko lipofilna i nema
sposobnost formiranja vodoni¢nih veza, dodatak lekovite supstance, ¢ak i u visokim koncentracijama,
imace neznatan efekat na veli¢inu kapi SMEDDS (Pouton 1 Porter, 2008).
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1.1.5.2. Studije rastvorljivosti

Izbor odgovaraju¢ih ekscipijenasa koji ulaze u sastav SMEDDS je slozen zadatak, koji zahteva
poznavanje fizickohemijskih osobina ekscCipijenasa, lekovite supstance, kao i faznog ponasanja
sistema u kojima su ekscipijensi u razli¢itim odnosima. Zato se prilikom razvoja SMEDDS najpre
mora razmotriti rastvorljivost lekovite supstance u razli¢itim uljima, surfaktantima/kosurfaktantima
I korastvara¢ima (Sharma i sar., 2016).

Odredivanje rastvorljivosti lekovite supstance u odabranim ekscipijensima se izvodi sa ciljem odabira
uljane faze koja najbolje rastvara odredenu lekovitu supstancu, kao 1 surfaktanta, odnosno
kosurfaktanta koji imaju najveci kapacitet za rastvaranje lekovite supstance (Singh 1 sar., 2009).
Veoma je znacajno odrediti optimalni udeo lekovite supstance u formulaciji, kako bi se smanjila
mogucnost precipitacije lekovite supstance nakon razblazivanja SMEDDS-a u vodenim medijumom
(Pouton, 2000). Ispitivanje rastvorljivosti se obi¢no izvodi shake flask metodom u kojoj se lekovita
supstanca dodaje u viSku ispitivanim ekscipijensima, a nakon toga mucka u termostatiranom
vodenom kupatilu ili na $ejkeru, na sobnoj temperaturi, do postizanja stanja ravnoteze (obi¢no 48 h).
Uzorci se zatim centrifugiraju i filtriraju, a sadrzaj lekovite supstance se odreduje odgovaraju¢om
analitickom metodom (Akula i sar., 2014; Priyanka i Divyesh, 2018)

1.1.5.3. Studije faznog ponasanja

Drugi korak u razvoju SMEDDS predstavljaju studije faznog ponasanja. Konstruisanje faznih
dijagrama 1 odredivanje mikroemulzione oblasti primenjuje se za odredivanje optimalnog udela
sastojaka u formulaciji (Kohli i sar., 2010; Kollipara i Gandhi, 2014; Mdllertz i sar., 2010).

Fazni dijagrami predstavljaju dijagrame pomocu kojih se mogu opisati fazne promene do kojih dolazi
razblazivanjem SMEDDS vodom. Za konstruisanje faznih dijagrama najcesS¢e se koristi titraciona
metoda, odnosno dodavanje vodene faze u SMEDDS u odredenim koli¢inama (,,porcijama‘), uz
meSanje 1 vizuelno posmatranje bistrine 1 viskoziteta. Koriste¢i podatke dobijene titracijom
SMEDDS, konstruisu se fazni dijagrami, najces¢e primenom odgovarajucih kompjuterskih
programa. Kako je navedeno, da bi se formirala mikroemulzija veoma ¢esto je u formulaciji, osim
primarnog surfaktanta (S), prisutan 1 kosurfaktant (Cs). U tim sluajevima, smeSa
surfaktant/kosurfaktant (S/Cs) se u faznom dijagramu predstavlja kao jedna promenljiva, tzv.
,pseudokomponenta”. Takav fazni dijagram se oznacava kao pseudodijagram. NajceSée se u
ispitivanju faznog ponasanja koristi fazni dijagram tipa jednakostrani¢nog trougla, u ¢ijim vrhovima
se nalaze ulje, voda i smesa S/Cs, sa udelima 100% (slika 1.2). Pomeranjem od vrha trougla smanjuje
se udeo te komponente, a povecava se udeo ostale dve komponente. Svaka tacka unutar trougla
predstavlja potencijalni sastav smeSe. Spajanjem ovih ta¢aka dobija se mikroemulziona oblast. Veca
mikroemulziona oblast ukazuje na dobru sposobnost samoemulgovanja sistema (Akula i sar., 2014,
Rajpoot i sar., 2020).

Na slici 1.2 dat je primer SMEDDS, koji se sastoji od propilenglikol monokaprilata (Capryol™ 90)
kao uljane faze, kaprilokaproil makrogol-6 glicerida kao surfaktanta (Labrasol®) i dietilenglikol
monoetil etra (Transcutol® HP) kao kosurfaktanta, u S/Cs odnosu 1:1. Fazno ponasanje smese dva
surfaktanta je znatno kompleksnije u odnosu na fazno ponasanje pojedinacnog surfaktanta, jer se
povrSinska aktivnost smeSe surfaktanata znatno razlikuje u odnosu na povrSinsku aktivnost
pojedina¢nog surfaktanta (Hong i sar., 2016).
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ulje voda

Slika 1.2. Shematski prikaz pseudoternarnog faznog dijagrama (ME = mikroemulziona oblast) (prilagodeno
iz Hong i sar., 2016)

Kako bi se utvrdio efekat dodavanja lekovite supstance u SMEDDS ¢esto se pseudoternarni fazni
dijagrami konstruisu i u prisustvu lekovite supstance. Kao optimalni odnos komponenti u SMEDDS
bira se onaj koji pri beskonatnom razblazivanju vodom ostaje bistar (Dixit i sar., 2010).

1.1.5.4. Metode karakterizacije SMEDDS

Nakon odredivanja optimalnih udela vode, ulja i S/Cs smese, koji daju SMEDDS, uobic¢ajeno se
pristupa in vitro karakterizaciji ovih sistema. Uobicajene metode za karakterizaciju SMEDDS su:
metoda razblazivanja, procena samoemulgovanja, odredivanje veli¢ine i raspodele veli¢ine kapi, in
vitro ispitivanje brzine rastvaranja lekovite supstance, kao i ispitivanje stabilnosti.lako su neke od
navednih metoda veoma jednostavne (npr. metoda razblazivanja i procena samoemulgovanja) ove
metode su od izuzetnog znacaja kako bi se procenila sposobnost samoemulgovanja sistema (Mdllertz
i sar., 2010; Kuentz, 2012, Rajpoot i sar., 2020).

Metode razblaZivanja

Metode razblazivanja SMEDDS sprovode se razblazivanjem uzoraka sa lekovitom supstancom u
razli¢itih odnosima precis¢enom vodom, simuliranom zeluda¢nom te¢nos$cu (engl. simulated gastric
fluid, skr. SGF), ili simuliranom intestinalnom tecnos¢u (engl. simulated intestinal fluid, skr. SIF)
kako bi se oponasali uslovi u GI traktu (Bandivadeka 1 sar., 2012). Odsudstvo zamucenja nakon
razblazivanja ukazuje da ne dolazi do precipitacije lekovite supstance (Singh i sar., 2008). Smatra se
da se razblazivanjem u odnosu 1:100 postizu uslovi koji odgovaraju in vivo uslovima (Li i sar., 2005).
Iako se uticaj pH sredine na samoemulgovanje SMEDDS moze odrediti koris¢enjem razlicitih
medijuma, pokazano je da kod formulacija koje sadrZe nejonske surfaktante nema razlike u procesu
emulgovanja, bez obzira da li se dispeguju u vodi ili simuliranim bioloskim te¢nostima (Qureshi i
sar., 2015). Procena uticaja razblazivanja na SMEDDS moze se izvrsiti vizuelno (posmatranjem
promene bistrine), kao i spektrofotometrijskim merenjem transparencije (Bakhle i Avari, 2015).
Vrednosti transparencije blizu 100% ukazuju da je nastala mikroemulzija (Singh i sar., 2009).
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Procena samoemulgovanja

Procena samoemulgovanja SMEDDS, koji sadrZze lekovitu supstancu, uobiCajeno se izvodi
dispergovanjem SMEDDS u vodenom medijumu pomoc¢u standardne aparature za ispitivanje brzine
rastvaranja lekovite supstance, sa rotiraju¢om lopaticom, pri brzini 50 obr/min i1 na temperaturi od
37 °C (Balakrishnan i sar., 2009). Na brzinu samoemulgovanja uti¢u vrsta uljane faze i odnos uljane
i surfaktantne faze (Singh i sar., 2008).

Odredivanje velicine i raspodele velic¢ine kapi

Za mikroemulziju, nastalu razblazivanjem SMEDDS vodenim medijumom, od izuzetnog znacaja je
poznavanje veli¢ine kapi, kao i raspodele veli¢ina kapi (indeks polidisperziteta, engl. polydispersity
index, skr. PDI), koja ukazuje na homogenost nastale mikroemulzije. Istrazivanja su pokazala da od
veli¢ine kapi zavisi brzina oslobadanja lekovite supstance, a samim tim i apsorpcija lekovite
supstance (Gurram i sar., 2015; Song i sar., 2014). Za odredivanje veliine kapi i PDI uobicajeno se
koristi uredaj Zetasizer, ¢iji rad se zasniva na tehnici fotonske korelacione spektroskopije (engl.
Photon Correlation Spectroscopy, skr. PCS) (Borhade i sar., 2008; Kohli i sar., 2010, Rajpoot i sar.,
2020).

Odredivanje in vitro brzine rastvaranja lekovite supstance iz SMEDDS

Nakon razmatranja fizickohemijskih osobina SMEDDS 1 odabira optimalnih formulacija za peroralnu
primenu, potrebno je odgovaraju¢om metodom odrediti in vitro brzinu rastvaranja lekovite supstance
iz ovih formulacija (Hauss, 2007). Cilj in vitro ispitivanja brzine rastvaranja lekovite supstance je da
se proceni ponasanje lekovite supstance in Vivo i prepoznaju moguci problemi vezani za njenu
bioloSku raspolozivost. Ph.Eur.10.0 propisuje aparature za izvodenje ispitivanja brzine rastvaranja
lekovite supstance iz odredenih farmaceutskih preparata, kao i opSte zahteve za ovo ispitivanje. U
dosadasnjim istrazivanjima su se za ispitivanje brzine rastvaranja lekovite supstance iz SMEDDS
punjenih u kapsule najvise koristile aparatura za rotiraju¢om lopaticom (Assi i sar., 2020; Baek i sar.,
2013; Balakrishnan i sar., 2009; Qureshi i sar., 2015; Singh 1 sar., 2009) 1 aparatura sa rotiraju¢om
korpicom (Chudasama i sar., 2015; Kang i sar., 2004; Madan i sar., 2019; Sriamornsak i sar., 2015).
Razvoj metode i odabir eksperimentalnih uslova za ispitivanje brzine rastvaranja lekovite supstance
zavisi od osobina lekovite supstance, vrste farmaceutskog preparata i svrhe ispitivanja.

Nakon peroralne primene preparata tipa SMEDDS dolazi do digestije lipida, koji ulaze u njihov
sastav 1 formiranja razliCitih koloidnih struktura. Smatra se da se lekovita supstanca nalazi u meSanim
micelama pre nego Sto se apsorbuje. Konvencionalne metode za ispitivanje brzine rastvaranja
lekovitih supstanci iz preparata za peroralnu primenu ¢esto nisu adekvatne za in vitro procenu
samoemulgujucih sistema, jer ne uzimaju u obzir da ekscipijensi mogu biti skloni lipolitickoj hidrolizi
u Gl traktu. Stoga, in vitro lipoliti¢ki modeli imaju vaznu ulogu u objasnjavanju oslobadanja lekovite
supstance iz samoemulgujuéih sistema, kao i u postizanju racionalnog pristupa u razvoju ovih
sistema. In vivo digestija lipida obuhvata veliki broj slozenih procesa, a da bi se in vitro lipolizom
dobile korisne informacije vazno je da eksperimentalni uslovi budu $to blizi in vivo uslovima. In vitro
lipoliza izvodi se u medijumu koji sadrzi zu¢ne soli, fosfolipide i pankreatin svinjskog porekla, kao
izvor pankreasnih enzima (pankreasna lipaza/kolipaza, fosfolipaza A2 i holesterol esteraza), u
termostatiranoj posudi pri odredenoj brzini mesanja. Najveci broj istrazivanja je bio usmeren ka
razvoju in vitro lipolitickih modela, koji podrazavaju lipolizu u proksimalnim delovima tankog creva.
Medutim, znacaj lipolize u Zelucu, koju katalizuje Zeludacna lipaza, takode je znacajan, pa su
razvijeni i modeli koji obuhvataju lipolizu i u Zelucu i u tankom crevu (Larsen i sar., 2011).
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Ispitivanje stabilnosti

Studije stabilnosti se uobic¢ajeno sprovode kod uzoraka SMEDDS, punjenih u kapsule, prema ICH
(engl. International Conference on Harmonization, skr. ICH) smernicama. Tokom studija stabilnosti,
u odredenim vremenskim intervalima ispituje se da li je doslo do promene izgleda uzorka, sadrzaja
lekovite supstance, veli¢ine kapi nakon razblaZivanja, kao i profila in vitro brzine rastvaranja lekovite
supstance. Ukoliko nije doSlo do promene pracenih parametara tokom studija stabilnosti, smatra se
da je SMEDDS pokazao dobru stabilnost (Baek i sar., 2013; Borhade i sar., 2008; Singh i sar., 2008).

1.1.6. Prednosti lipidnih formulacija tipa SMEDDS

Formulisanje farmaceutskih preparata sa SMEDDS moZe da omoguc¢i slede¢e prednosti:

- Iritacija GI trakta, izazvana produZenim kontaktom lekovite supstance sa intestinalnim
epitelom, moZe se smanjiti primenom SMEDDS. Nakon razblazivanja SMEDDS u GI sredini,
lekovita supstanca se u obliku malih kapi prenosi duz GI trakta, ¢cime se smanjuje njen
iritacioni potencijal (Jing-ling i sar., 2007);

- Nakon razblazivanja SMEDDS vodenim medijumima, formiraju se male kapi sa velikom
medupovrSinom, $to omogucava solubilizaciju lipofilne lekovite supstance u vodenoj fazi
(Jing-ling i sar., 2007);

- Prednost SMEDDS u odnosu na emulzije je veca stabilnost, jednostavniji proizvodni proces
1 kra¢e vreme potrebno za izradu/proizvodnju (Gursoy 1 Benita, 2004);

- Formulisanjem SMEDDS mozZe se povecati brzina rastvaranja, a samim tim i apsorpcija
lekovite supstance (Gurram i sar., 2015);

- Odredeni surfaktanti, koji se koriste u formulaciji SMEDDS, kao $to su kaprilokaproil
makrogol-8 gliceridi (Labrasol®) i propilenglikol monokaprilat (Capryol™ 90), mogu da
povecavaju apsorpciju lekovitih supstanci transcelularnim transportom, povecanjem
fluidnosti biolo§kih membrana (Hu i sar., 2001; Koga i sar., 2006; Prasad i sar., 2003; Ukai i
sar., 2020a). Takode, smatra se da navedeni surfaktanti dodatno povecavaju apsorpciju
lekovite supstance povecanjem paracelularnog transporta, otvaranjem ,,tesnih veza* izmedu
epitelih celija intestinuma (McCartney i sar., 2019; Ukai sar., 2020a). Pokazano je da na
povecanje intestinalne apsorpcije lekovite supstance u prisustvu kaprilokaproil makrogol-8
glicerida, etoksilovanih derivata ricinusovog ulja, polisorbata 80, makrogol 15
hidroksistearata moze da utice i njihova sposobnost da inhibiraju P-glikoprotein u epitelnim
¢elijama intestinuma, koji je odgovoran za efluks supstrata iz ¢elija (Gurjar i sar., 2018; Hanke
i sar., 2010; Hu i sar., 2001; Hugger i sar., 2002; Shono i sar., 2004);

- Lekovite supstance koje su podlozne hemijskoj ili enzimskoj degradaciji u GI traktu mogu se
zastititi formulisanjem preparata tipa SMEDDS (Gursoy 1 Benita, 2004);

- SMEDDS su povoljniji u odnosu na SEDDS, jer se proces samomikroemulgovanja brze
odvija 1 ne zavisi od digestije lipida, Sto omogucava bolju apsorpciju lekovite supstance
(Feeney i sar., 2016).

1.2. Cvrste lipidne formulacije

Od prve savremene lipidne formulacije za peroralnu primenu koja se pojavila na trzistu 1981. godine
(Sandimmune®, oralni rastvor, Novartis) do danas, lipidne formulacije se intenzivno proucavaju, jer
predstavljaju dobru strategiju za poboljsanje apsorpcije lekovitih supstanci koje pokazuju nisku
rastvorljivost i/ili permeabilnost u Gl traktu. Te¢ne lipidne formulacije, uklju¢uju¢i SMEDDS, imaju
odredene nedostatke, kao $to su: ogranicena stabilnost, moguénost ireverzibilne precipitacije lekovite
supstance, otezan 1 zahtevan transport i skladiStenje. Takode, lipidne formulacije tipa SMEDDS
uglavnom imaju visok sadrzaj surfaktanata (30-60%), koji nakon primene mogu dovesti do iritacije
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GI trakta (Feeney i sar., 2016; Rajpoot 1 sar., 2020). Kako bi se ovi nedostaci prevazisli, u manjoj ili
vecoj meri, primenjuju se razliite tehnike prevodenja te¢nih u ¢vrste lipidne formulacije. Razvoj
¢vrstih lipidnih formulacija, kao nosaca lekovitih supstanci je poslednjih godina privukao veliku
paznju istrazivaca zbog moguénosti kombinovanja prednosti te¢nih lipidnih formulacija sa
osobinama ¢vrstih farmaceutskih oblika (nizi troskovi proizvodnje, mogucnost kontrole procesa
proizvodnje, visoka stabilnost i reproduktivnost, laksi transport i ¢uvanje, precizno doziranje, bolja
adherenca pacijenata) (Plaza-Oliver i sar. 2021; Rajpoot i sar., 2020; Tan i sar., 2013).

1.2.1. Postupci za prevodenje tenih SMEDDS u ¢vrste lipidne formulacije

Najces¢i postupci za prevodenje te€nih SMEDDS u ¢vrste lipidne formulacije su: punjenje u kapsule,
adsorpcija na ¢vrste nosace, suSenje rasprSivanjem, susenje smrzavanjem, granulacija topljenjem 1i
ekstruzija-sferonizacija (Jannin i sar., 2008; Kesisoglou i sar., 2007; Midha i sar., 2017; Rajpoot i
sar., 2020; Tan i sar., 2013; Tung i sar., 2018).

Punjenje u kapsule

Te¢ne SMEDDS se uglavnom pune u meke ili tvrde kapsule razli¢itog sastava omotaca. Omotaci
mekih i tvrdih kapsula se najcesce sastoje od Zelatine, ali se mogu korisiti 1 drugi materijali, kao $to
je hipromeloza. 1zbor vrste kapsula zavisi od kompatibilnosti ekscipijenasa u SMEDDS sa omota¢em
kapsule i volumena punjenja. Prednosti punjenja te¢cnih SMEDDS u kapsule su:jednostavnost
dobijanja finalnog farmaceutskog oblika 1 moguc¢nost dobijanja preparata razliCitih jacina (doza)
lekovite supstance, jednostavnom promenom veli¢ine tj. volumena punjenja kapsula (Cole i sar.,
2008; Strickley, 2007). Sa druge strane, kapsule imaju i odredene nedostake, kao §to su moguénost
apsorpcije vlage iz formulacije ili spoljasnje sredine, Sto moze da narusi njen izgled i integritet, kao
i moguénost curenja sadrzaja iz kapsula (Cole i sar., 2008; Dening i sar., 2016; Tan i sar., 2013).

Meke kapsule su Cvrsti farmaceutski oblici koji mogu da sadrze punjenje u te¢nom ili polucvrstom
stanju i obi¢no su duguljastog ili ovalnog oblika. Meke kapsule imaju deblje zidove i najéesce se
izraduju od Zelatine. Kompatibilne su sa higroskopnim ekscipijensima, kao $to su makrogoli ili
surfaktanati sa visokim HLB vrednostima. Medutim, prisustvo plastifikatora (glicerola ili sorbitola)
u mekim Zelatinskim kapsulama povecava njihovu propustljivost za kiseonik. U praksi se ovaj
problem moze resiti promenom vrste ili sadrzaja plastifikatora. S obzirom na higroskopnu prirodu
plastifikatora veca je moguénost apsorpcije vlage kod mekih Zelatinskih kapsula u poredenju sa
tvrdim Zzelatinskim kapsulama. Punjenje mekih Zelatinskih kapsula se mora odvijati pri relativno
niskim temperaturama (oko 40 °C), sto predstavlja ograni¢enje za polucvrste formulacije, koje
uglavnom moraju da se otope pre punjenja u kapsule (Cole i sar., 2008; Hauss, 2007).

Postupak punjenja te¢nih SMEDDS u tvrde Zelatinske kapsule ukljucuje: punjenje i zaptivanje
kapsula dodatnom zaStitom na spoju dva dela kapsule ili oblaganjem zaStitnim omotacem
koriS¢enjem mikrospreja (Jannin i sar., 2008). Prednost tvrdih kapsula je §to se punjenje polucvrste
formulacije moze odvijati na temperaturama do 70 °C. Rizik od curenja sadrzaja je ve¢i kod tvrdih
kapsula, ali se moze smanjiti procesom zaptivanja (Jannin i sar., 2008; Cole i sar., 2008). Osim od
zelatine, mogu se koristiti i kapsule od hipromeloze. Kapsule od hipromeloze imaju nizi sadrzaj vlage
(4-6%) u poredenju sa zelatinskim kapsulama (13-16%), stoga su pogodne za inkapsulaciju supstanci
koje su osetljive na prisustvo vlage, a takode ostaju stabilne pri razli¢itim ambijentalnim uslovima
(Chong i sar., 2016).

Koris¢enjem razlicitih vrsta tvrdih kapsula koje su dostupne na trziStu se, osim prevodenja u ¢vrste
farmaceutske oblike, moze posti¢i i modifikovano oslobadanje lekovite supstance. Prema navodima
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proizvodada Capsugel, DRcaps® su acidorezistentne kapsule od hipromeloze biljnog porekla, koje
omogucavaju zastitu sadrzaja od kisele sredine zeluca (Capsugel, 2014).

Adsorpcija na ¢vrste nosace

Fizicka adsorpcija na ¢vrste nosace je jedna od metoda kojom se tecni SMEDDS mogu prevesti u
¢vrste lipidne formulacije. S obzirom da postoji veliki broj ¢vrstih nosaca, moguénost dobijanja
¢vrstih farmaceutskih oblika sa razli¢itim fizickohemijskim 1 biofarmaceutskim karakteristikama je
velika. Postupak adsorpcije na nosace se izvodi meSanjem te¢nih SMEDDS sa odgovarajuc¢im ¢vrstim
adsorbensom (Midha i sar., 2017; Tan i sar., 2013).

Siroku primenu u formulaciji &vrstih lipidnih sistema nasli su visokoporozni nosadi na bazi
silicijum-dioksida (Sylysia®), magnezijum-aluminometasilikata (Neusilin®) i kalcijum-silikata
(Florite®). Ovi nosaci su sli¢ne hemijske strukture, a medusobno se razlikuju po poroznosti strukture,
specificnoj povrsini, veli¢ini, zapremini i obliku pora. Navedeni adsorbensi imaju prihvatljive
toksikoloske osobine, a mogu adsorbovati velike koli¢ine teénih SMEDDS (Tan i sar., 2013).

Vrsta i osobine ¢vrstih nosata SMEDDS utic¢u na brzinu oslobadanja lekovite supstance. Yeom i
saradnici (2016) su ispitivali uticaj razli¢itih ¢vrstih nosaca na brzinu oslobadanja atorvastatina iz
¢vrstih SMEDDS. Kao nosaci koriS¢eni su manitol 1 laktoza monohidrat, kao ¢vrsti nosaci rastvorljivi
u vodi i silicijum-dioksid porozne strukture (Sylysia® 350) i silicijum-dioksid neporozne strukture
(Aerosil® 200), kao &vrsti nosadi nerastvorljivi u vodi. Rezultati in vitro ispitivanja su pokazali da se
atorvastatin brze oslobada iz ¢vrstih SMEDDS izradenih sa nosafima rastvorljivim u vodi, u
poredenju sa ¢vrstim SMEDDS koje su izradene sa nosa¢ima koji nisu rastvorljivi u vodi. Ovakvi
rezultati su pokazali da upotrebom rastvorljivih nosaca, poput manitola i laktoze, dolazi do potpune
solubilizacije nosaca u vodenoj fazi i, posledi¢no, oslobadanja lekovite supstance. Sa druge strane,
izmedu silanolnih grupa silicijum-dioksida i atorvastatina dolazi do formiranja vodonicnih veza, te je
oslobadanje lekovite supstance nepotpuno. Takode, uoceno je da je brzina oslobadanja atorvastatina
znadajno veéa iz ¢vrstih SMEDDS izradenih sa Sylysia®350 u poredenju sa Aerosil® 200, upravo
zbog porozne strukture Sylysia® 350. Rezultati in vivo studija na pacovima su pokazali da je bioloska
raspoloZzivost atorvastatina nakon primene ¢vrstth SMEDDS izradenih sa manitolom sli¢na kao 1
nakon primene tecnih SMEDDS (Yeom i sar., 2016).

Polimeri, kao §to su hipromeloza, karmeloza-natrijum (natrijum-karboksimetil celuloza),
polivinilpirolidon ili poloksameri, osim §to omoguc¢avaju dobijanje ¢vrstih lipidnih formulacija,
mogu da obezbede i1 modifikovano oslobadanje lekovite supstance (Tran 1 sar., 2013).
Modifikovanjem oslobadanja lekovite supstance moguée je smanjiti njenu precipitaciju u GI traktu
i/ili zaobici presistemski metabolizam, ¢ime se poboljSava apsorpcija i/ili produzava terapijski efekat
(Dening i sar., 2016).

SuSenje rasprsivanjem

Susenje rasprSivanjem (engl. spray drying) je tehnika prevodenja te¢nih SMEDDS u ¢vrste lipidne
formulacije, koja se izvodi meSanjem te¢nih SMEDDS 1 ¢vrstog nosaca, dispergovanog u pogodnom
rastvaracu 1 rasprSivanjem nastale smeSe u komori za suSenje pod kontrolisanim uslovima
temperature i protoka vazduha. Isparavanjem rastvaraca dobija se prasak koji se moze puniti u
kapsule ili tabletirati. Kao ¢vrsti nosa¢i mogu se koristiti: dekstran, laktoza, hipromeloza,
mikrokristalna celuloza, koloidni silicijum-dioksid, magnezijum-aluminometasilikat. 1zbor
odgovarajuceg cvrstog nosaca zavisi od njegovih osobina, kao $to su rastvorljivost u vodi i
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molekulska masa (Kang i sar., 2012; Li i sar., 2013; Parakh i sar., 2015; Singh i sar. 2020; Truong i
sar., 2016; Yi i sar., 2008).

Istrazivanja su pokazala da se izradom ¢vrstih SMEDDS postupkom suSenja rasprSivanjem moze
posti¢i povecanje bioloske raspolozivosti lekovitih supstanci, kao §to su mebendazol, kanaglifozin,
erlotinib i nimodipin (Parakh i sar., 2015; Singh i sar., 2020; Truong i sar., 2016; Yi i sar.,2008).
Nedostatak ove metode je $to visoka temperatura moZe negativno uticati na stabilnost ekscipijenasa,
poput kaprilokaproil makrogolglicerida (Labrasol®) i dietilen glikol monoetil etra (Transcutol®), koji
Cesto ulaze u sastav SMEDDS (Rajpoot i sar., 2020; Tan i sar., 2013).

Susenje smrzavanjem

SuSenje smrzavanjem (engl. freeze drying) je tehnika u kojoj se smesa, dobijena meSanjem te¢nih
SMEDDS i ¢vrstog nosaca, dispergovanog u pogodnom rastvaracu, rasprsuje u komori za hladenje 1
u kontaktu sa hladnim vazduhom tecne kapi prelaze u ¢vrste sferne Cestice, odnosno nastaje sitan,
fini praSak. Uobi¢ajeno se ovom metodom dobijaju praSkovi dobrih proto¢nih osobina i
kompresibilnosti, koji se mogu puniti u kapsule ili tabletirati (Singh i sar, 2013).

Ekstruzija-sferonizacija

Ekstruzija je postupak prevodenja materijala (smeSe) sa plastiénim svojstvima u proizvod
ujednacenog oblika i1 gustine, potiskivanjem kroz ekstruder u uslovima kontrolisane temperature,
protoka materijala i potisnog pritiska. Ovom metodom moze da se dobije proizvod sa visokim udelom
(60%) 1 ujednacenim sadrzajem lekovite supstance. Veli¢ina otvora ekstrudera odreduje pribliznu
veli¢inu nastalih ekstrudata. Metoda esktruzije se ¢esto kombinuje sa sferonizacijom, pri ¢emu se
dobijaju pelete. Kada su u pitanju tecni SMEDDS, postupak ekstruzije-sferonizacije ukljucuje sledece
korake: meSanje te¢nih SMEDDS 1 nosaca (mikrokristalne celuloze i/ili koloidnog
silicijum-dioksida) da bi se dobio homogeni prasak, vlaznu granulaciju dodavanjem rastvora sredstva
za vezivanje (npr. polivinilpirolidona), ekstruziju, sferonizaciju ekstrudata do peleta ujednacenih
veli¢ina, suSenje 1 prosejavanje radi postizanja zeljene raspodele veliinecestica (Tung 1 sar., 2018).

I u ovom slucaju, vrsta i osobine nosaca uti¢u na brzinu oslobadanja lekovite supstance iz dobijenog
¢vrstog SMEDDS. Tung i saradnici (2018) su pokazali da se brzina oslobadanja I-tetrahidropalmatina
iz C¢vrstog SMEDDS, izradenog postupkom ekstruzije/sferonizacije sa koloidnim silicijum-
dioksidom (Aerosil® 200) kao nosadem, smanjuje zbog hidrofobne prirode nosa¢a. Dodatno,
formiranje vodoni¢nih veza izmedu silanolnih grupa silicijum-dioksida i lekovite supstance dovelo
je do manje brzine i stepena oslobadanja supstance. S druge strane, kada je kao nosa¢ koriS¢ena
mikrokristalna celuloza (Avicel® PH101) nije uoteno smanjenje brzine oslobadanja lekovite
supstance u poredenju sa tecnim SMEDDS, s obzirom da u ovom sluc¢aju ne dolazi do formiranja
vodonic¢nih veza izmedu nosaca i komponenata tecnog SMEDDS (Tung i sar., 2018).

Granulacija topljenjem

Granulacija topljenjem je metoda u kojoj se granulacija praska postize dodavanjem sredstava za
vezivanje koji omeksavaju ili se tope na relativno niskoj temperaturi. Ovo je jednostavna metoda koja
ne zahteva primenu rastvaraca. Glavni faktori koji odreduju proces granulacije su: brzina mesSanja,
vreme mesanja, veliCina Cestica/kapljica i viskozitet otopljenog vezivnog sredstva. Kao sredstva za
vezivanje se najées¢e koriste hidrofilni makrogoli, lipidi iz grupe Gelucire® (smese mono-, di- i
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triglicerida i makrogol estara masnih kiselina), lecitin, parcijalni gliceridi i polisorbati (Aleksi¢ i sar.,
2015; Rajpoot i sar., 2020).

Kishore i saradnici (2015) su poredili brzinu oslobadanja atorvastatina iz ¢vrstih SMEDDS, dobijenih
adsorbovanjem te¢nog SMEDDS na &vrsti nosa¢, koloidni silicijum-dioksid (Aerosil® 200) ili
granulacijom topljenjem sa hidrofilnim makrogolom 2000. Pokazali su da je brzina oslobadanja
atorvastatina iz ¢vrstth SMEDDS izradenih metodom adsorpcije veca u poredenju sa brzinom
oslobadanja atorvastatina iz C¢vrstih formulacija dobijenih granulacijom topljenjem. Ovo se moze
objasniti razlikama koje nastaju pri kontaktu nosaca sa vodenim medijumom. Naime, kada ¢vrste
SMEDDS, dobijene adsorbovanjem te¢nth SMEDDS na koloidni silicijum-dioksid, dodu u kontakt
sa vodom, dolazi do brzog stvaranja mikroemulzije. Sa druge strane, do oslobadanja atorvastatina iz
¢vrstog SMEDDS dobijenog granulacijom topljenjem dolazi tek nakon solubilizacije makrogola, te
se oslobadanje atorvastatina odvija sporije.

1.2.2. Cvrste lipidne formulacije sa modifikovanim oslobadanjem lekovite supstance

Tecni SMEDDS punjeni u konvencionalne kapsule formulisani su da oslobadaju lekovitu supstancu
odmah nakon peroralne primene. Koris¢enjem specijalnih ekscipijenasa i/ili posebnim postupcima
izrade mogu se dobiti ¢vrste lipidne formulacije sa modifikovanim oslobadanjem lekovite supstance.
Modifikacijom oslobadanja se mogu posti¢i manje fluktuacije koncentracije lekovite supstance u

i bolju komplijansu (Charman i Charman, 2003; Joyce i sar., 2019; Rajpoot i sar., 2020).

1.2.3. Izbor ekscipijenasa za ciljnu isporuku lekovite supstance

Jedan od pristupa za postizanje ciljne isporuke lekovite supstance u odredeni deo GI trakta zasniva
se na razlikama u pH vrednostima u razli¢itim delovima GI trakta. Naime, pH Gl trakta se progresivno
povecava od zeluca (pH 1,2-5,0) do tankog creva (pH 5,5-7,8) i kolona (pH 5,0-8,0), u zavisnosti od
prisustva hrane i drugih faktora (Abuhelma i sar., 2016; Koziolek i sar., 2014, Maurer i sar., 2015).
Na osnovu navedenih podataka se moze videti da se pH vrednosti u GI traktu mogu znacajno
razlikovati u razli¢itim stanjima, kao 1 izmedu pojedinaca.

Jedan od nacina kojim se obezbeduje pH-zavisno oslobadanje lekovite supstance je oblaganje jezgra
tableta ili viSeCesti¢nih sistema (npr. peleta, granula, mikrokapsula) gastrorezistentnom oblogom.
Gastrorezistentni omota¢ je najceS¢e izraden od polimera, koji se ne rastvaraju na nizim pH
vrednostima proksimalnog dela Gl trakta, a rastvaraju se pri neutralnom ili blago alkalnom pH
distalnog ileuma i1 kolona. Najcesce koriS¢eni polimeri, koji ulaze u sastav gastrorezistentog omotaca,
su Eudragit® polimeri L serije (Eudragit® L100, L12,5, L100-55, L30D-55), Eudragit® polimeri S
serije (Eudragit® S100, S12,5) i Eudragit® FS30D (slika 1.3) (Barbosa i sar., 2019; Bhilegaonkar i
Parvatkar, 2020).
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pH7 pH 5 pH 2

Zeludac pH < 5,0

Eudragit® L30D-55
Eudragit® L100-55

Eudragit® E100

Jejunum pH > 6,0-7.0
Eudragit® L100
Eudragit® L12.5

Ileum, kolon pH > 7,0
Eudragit® S100
Eudragit® S12.5

Eudragit® FS30D

Slika 1.3. Shematski prikaz moguc¢ih mesta isporuke lekovite supstance iz farmaceutskih preparata koji
sadrze Eudragit® polimere (prilagodeno iz Barbosa i sar., 2019)

Eudragit® L100 i Eudragit® S100 su zasti¢eni nazivi anjonskih kopolimera metakrilne kiseline i metil
metakrilata, u odnosima 1:1 i 1:2 (slika 1.4). Ovi kopolimeri metakrilne kiseline, sintetskog porekla
oficinalni su u Ph.Eur.10.0 pod nazivima polimer metakrilne kiseline i metil metakrilata 1:1
(Eudragit® L100) i polimer metakrilne kiseline i metil metakrilata 1:2 (Eudragit® S100). Oba
polimera su praSkovi bele boje, karakteristiénog mirisa, molekulske mase 125000 g/mol (Ph.Eur.
10.0). Kao slabe kiseline, pri niskim pH vrednostima nalaze se u nerastvornom molekulskom obliku,
dok pri odredenom pH prelaze u jonizovan rastvorni oblik, usled ¢ega dolazi do rastvaranja omotaca
i oslobadanja lekovite supstance iz jezgra. Eudragit® L100 se rastvara u vodi pri pH vrednostima
veéim od 6,0, dok se Eudragit® S100 rastvara na pH 7,0 obrazujuéi bistre do blago zamuéene rastvore.
Razlike u rastvorljivosti dva navedena Eudragit® polimera su posledica razlika u hemijskoj strukturi
(slika 1.4). Naime, Eudragit® L100 pocinje da se rastvara pri nizoj pH vrednosti zbog veceg udela
slobodnih u odnosu na esterifikovane masne kiseline. Kada se koriste pojedinac¢no ili u kombinaciji,
ovi polimeri mogu da obezbede selektivno oslobadanje lekovite supstance od duodenuma do kolona
(Thakral i sar., 2013) .
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Slika 1.4. Strukturna formula Eudragit® L i Eudragit® S polimera (prilagodeno iz Date i sar., 2010)

Dew i saradnici (1982, 1983) su prvi opisali upotrebu Eudragit® S za ciljnu isporuku 5-amino salicilne
kiseline u distalni deo kolona, kod pacijenata za kolitisom. S obzirom da je 5-aminosalicilna kiselina
nestabilna u kiseloj sredini i da se apsorbuje u tankom crevu, jedini nacin da se primeni peroralnim
putem, a da se obezbedi ciljno lokalno delovanje u distalnim delovima GI trakta je da se omoguci
isporuka lekovite supstance u kolon. Rezultati ovih studija su pokazali da se 5-aminosalicilna kiselina
primenjena u obliku kapsula oblozenih Eudragit® S oslobada u kolonu. Rezultati ovih studija su
pruzili osnovu za dalji razvoj i komercijalizaciju farmaceutskih preparata sa modifikovanim
oslobadanjem koji sadrze pomenuti polimer (Dew i sar., 1982; 1983).
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Danas se na trziStu nalazi veliki broj farmaceutskih preparata sa modifikovanim oslobadanjem
lekovite supstance koji u svom sastavu imaju Eudragit® L100 i Eudragit® S100 polimere. Na ovaj
nacin formulisane su gastrorezistentne tablete za oslobadanje mesalazina (Asac01®, Claversal®,
Salofalk®, Calitofalk®, Liada® Mesavant®, Mesren®, Ipokol®, Apriso®), kao i gastrorezistentne
kapsule budesonida (Budenofalk®) (Sandborn i Hanauer, 2003; Thakral i sar., 2013). Farmaceutski
oblici (tablete i kapsule) za ciljnu isporuku lekovitih supstanci u kolon, oblozeni Eudragit®
polimerima, opisani su za veci broj lekovitih supstanci poput insulina (Jain i sar., 2005), prednizolona
(Thomas i sar., 1985), kamptotecina (Thakral i sar., 2012) i naproksena (Hardy i sar., 1987). Rezultati
odredenih in vivo ispitivanja su pokazali da se upotrebom samo Eudragit® S (koji se rastvara pri
pH > 7,0) ne moze posti¢i odgovarajuca isporuka lekovite supstance u kolon, jer su pH vrednosti u
distalnom regionu GI trakta obi¢no nize (Watts i lllium, 1997). Ovaj problem se moze prevazi¢i
upotrebom odgovarajuée kombinacije polimera Eudragit® S100 i Eudragit® L100, §to omoguéava da
se lekovita supstanca oslobodi iz oblozenih tableta ¢ak i kod pacijenata kod kojih pH vrednost te¢nosti
u distalnom delu GI trakta ne dostize vise od pH 6,8 (Khan i sar., 1999). Kombinacija ova dva
polimera omogucava da rastvaranje gastrorezistentne obloge po¢ne ve¢ pri ulasku u tanko crevo, iako
debljina obloge spreCava njeno potpuno rastvaranje i razgradnju dok ne dode u distalne delove GI
trakta (Watts i Illum, 1997).

Takode, upotreba Eudragit® S100 polimera u odredenim stanjima/bolestima ne moze da da
ponovljive rezultate, s obzirom da je kod nekih pacijenata, npr. u slu¢aju inflamatorne bolesti creva,
pH distalnih delova GI trakta (ileuma i kolona) niza od pH vrednosti pri kojoj dolazi do rastvaranja
ovog polimera (Nugent i sar., 2001). In vivo studija koju su sproveli Ibekwe i saradnici (2006) je
pokazala da tablete prednizolona, oblozene Eudragit® S i FS, polimerima pokazuju varijabilne
rezultate in vivo. Naime, tablete obloZene vodenom disperzijom Eudragit® S polimera su se raspale
pre nego Sto su stigle do distalnih delova GI trakta, dok se tablete obloZene etanolnim rastvorom
Eudragit® S polimera nisu uopste raspale kod pojedninih ispitanika. Sa druge strane, primenom
Eudragit® FS prednizolon se oslobodio u ileocekalnom spoju i ascedentnom kolonu kod 14 od ukupno
16 ispitanika. Ovakvi rezultati se mogu pripisati relativno uskom pH gradijentu izmedu tankog creva
i kolona, razlikama u vremenu prolaska farmaceutskog preparata kroz Gl trakt, razlikama u zapremini
GI tecnosti izmedu ispitanika, kao i razlikama pH vrednosti koje postoje u preprandijalnom i
postprandijalnom stanju (Ibekwe i sar., 2006).

Osim primene Eudragit® polimera za oblaganje konvencionalnih farmaceutskih oblika poput tableta
i kapsula, novija istrazivanja su pokazala da se navedenim polimerima mogu oblagati i mikrosfere
(Agrawal i sar., 2017; Thakral i sar., 2010; Umadevi i sar., 2010; Vilas i sar., 2021; Zhang i sar.,
2011), kao i pelete (Desai i Momin, 2020; Hirjau i sar., 2020), kako bi se omogucila ciljna isporuka
lekovite supstance. Umadevi i saradnici (2010) su formulisali mikrosfere sa hitozanom, obloZene
Eudragit® S100 i L100 (u odnosu 1:4), sa aceklofenakom kao lekovitom supstancom. Rezultati in
vivo studije na albino pacovima su pokazali da se samo 3% aceklofenaka oslobodilo tokom prolaska
kroz gornje delove Gl trakta, dok se nakon 8 h oslobodilo 93,6% aceklofenaka u kolonu (Umadevi i
sar., 2010). Sli¢no prethodnoj studiji, Thakral i saradnici (2010) formulisali su mikrosfere sa
hitozanom, oblozene Eudragit® S100, za ciljnu isporuku valdekoksiba u kolon.

Eudragit® S i L se mogu koristiti i za izradu organogelova za rektalnu primenu, koji omoguéavaju
odlozeno oslobadanje lekovitih supstanci kao $to su salicilna kiselina, natrijum-salicilat, ketoprofen
i prokain. Navedeni organogelovi su dobijeni mesanjem Eudragit® polimera, u visokoj koncentraciji
(30-40%) 1 polihidroksilnih alkohola (glicerol ili propilenglikol) ili te¢nih makrogola (Goto i sar.,
1991).
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1.2.4. In vitro ispitivanje brzine rastvaranja lekovite supstance iz formulacija sa
modifikovanim oslobadanjem

Razvoj odgovaraju¢e metode za ispitivanje brzine rastvaranja lekovite supstance treba da se zasniva
na fizickohemijskim karakteristikama lekovite supstance i karakteristikama farmaceutskog preparata.
Za ispitivanje brzine rastvaranja lekovite supstance iz farmaceutskih preparata sa modifikovanim
oslobadanjem potrebno je razviti in vitro metode koje na najbolji nac¢in oponasaju uslove u GI traktu.
Preporuka vodic¢a Guideline on quality of oral modified release products je da ove preparate treba
ispitati pod razli¢itim uslovima, uzimajuéi u obzir sastav i zapreminu medijuma za ispitivanje, pH
medijuma (uobicajeno je da opseg bude 1,0-7,5; a u slu¢ajevima kada se smatra potrebnim i do pH
8,0), hidrodinamicke uslove (brzinu meSanja/uranjanja/protoka) koji oponasaju peristaltiku u GI
traktu, kao i duzinu trajanja ispitivanja i uéestalost uzorkovanja (EMA, 2014).

Jedna od aparatura koju propisuju Ph.Eur. i USP za in vitro ispitivanje brzine rastvaranja lekovite
supstance iz preparata sa produzenim oslobadanjem je aparatura sa cilindrom sa povratnim kretanjem
(engl. Reciprociting Cylinder Apparatus, BioDis). Ova aparatura daje mogucnost izmene medijuma
u toku ispitivanja, §to odgovara uslovima kojima lekovita supstanca podleze u organizmu. Navedeni
uredaj se moze koristiti za ispitivanje razli¢itih farmaceutskih preparata sa produzenim oslobadanjem
lekovite supstance (Fukui i sar., 2017; Pezini i Ferraz, 2009; Ikeuchi i sar., 2018).

1.3. In silico modeli za procenu apsorpcije i bioloSke raspoloZivosti lekovite supstance

Novi trendovi u razvoju formulacija farmaceutskih preparata obuhvataju primenu in silico (ra¢unarski
podrzanog) modelovanja 1 simulacija, kao korisnog nacina za procenu apsorpcije i bioloske
raspolozivosti lekovite supstance. To znaci da, pored primene in vitro i in vivo metoda ispitivanja, in
silico metode zauzimaju svoje mesto u razli¢itim fazama razvoja novog leka, pocevsi od predvidanja
biofarmaceutskih svojstava i1 toksi¢nog potencijala lekovite supstance, preko odabira optimalne
formulacije, do predvidanja ishoda studija bioloske raspolozivosti i bioloSke ekvivalentnosti lekova.
Takode, ovakvim pristupom moguce je mehanisticki objasniti procese kojima lekovita supstanca
podleZe u organizmu 1 identifikovati kljucne faktore koji uticu na njenu apsorpciju i bioloSku
raspolozivost (Grbi¢ i sar., 2013; Pifiero i sar., 2018; Wu i sar., 2020; Zhuang i Lu, 2016).

In silico modelovanje se do sada najvise koristilo za predvidanje apsorpcije i raspodele lekovite
supstance nakon peroralne primene preparata. Modeli koji se koriste u ove svrhe zasnovani su na
primeni sistema diferencijalnih jednacina, koje opisuju procese kojima lekovita supstanca podleze u
GI traktu (rastvaranje, taloZenje, degradacija, presistemski metabolizam, prolazak kroz membranu
enterocita) i kasnije, prilikom prolaska kroz razliite sisteme organa (raspodela, metabolizam,
eliminacija), kako bi se na osnovu neophodnog seta ulaznih podataka predvidele karakteristike
farmaceutskog preparata u in vivo uslovima. Ulazni podaci se odnose na karakteristike lekovite
supstance, izvesne karakteristike farmaceutskog preparata (najceS¢e brzina rastvaranja lekovite
supstance i1z preparata) 1 fizioloSke karakteristike organizma, a mogu biti eksperimentalno odredeni,
in silico predvideni ili preuzeti iz literature. Odabir ulaznih podataka oteZava i Cinjenica da su u
literaturi Cesto dostupni razliciti, a ponekad i kontradiktorni podaci (Sager i sar., 2015; Zhuang i Lu,
2016).

S obzirom na veliki broj neophodnih ulaznih parametara, kao i mogucnosti za podesavanje modela,
rezultate simulacija je pozeljno (Cesto i neophodno) validirati poredenjem sa podacima dobijenim u
klinickim studijama. Kada je moguce, validaciju treba sprovesti sa razli¢itim dozama 1i/ili
farmaceutskim oblicima lekovite supstance. Validiran model je specifi¢an za odredenu lekovitu
supstancu 1 promenom odredenih ulaznih parametara (npr. doza, veli¢ina Cestica, rastvorljivost,
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brzina rastvaranja lekovite supstance, farmaceutski oblik leka) mogucée je predvideti ocekivane
ishode uslovljene ovakvim promenama (Jones i Rowland-Yeo, 2013, Lin i Wong, 2016).

In silico modelovanje omoguéava da se u kratem vremenu, uz manje troSkove i bez izvodenja
nepotrebnih klinickih studija dode do optimalnih reSenja u toku razvoja farmaceutskih preparata
(Sjorgen i sar., 2016). Dodatno, nova saznanja o0 humanoj fiziologiji i promenama nastalim usled
bolesti omogucila su in silico procenu delovanja lekovitih supstanci kod razlicitih pacijenata. Neki
od in silico modela za procenu apsorpcije i bioloske raspolozivosti lekova integrisani su u
komercijalne programske pakete, kao $to su GastroPlus™ (SimulationsPlus Inc, SAD), Simcyp™
Simulator (Simcyp Limited, Certara Inc, Velika Britanija) i PK-Sim® (Bayer Technology Services
GmbH, Nemacka) (Agoram i sar., 2001; Zhuang i Lu, 2016).

Modeli za opisivanje apsorpcije i transporta lekovite supstance kroz Gl trakt

Integralni deo in silico modela za predvidanje ponasanja peroralno primenjenih lekova predstavljaju
matematicki modeli koji opisuju prolazak lekovite supstance kroz GI trakt, kao i stepen 1/ili brzinu
apsorpcije lekovite supstance. Yu i Amidon (1999) su razvili osnovni prostorni model apsorpcije i
transporta lekovite supstance kroz Gl trakt (engl. Compartmental Absorption and Transit Model, skr.
CAT), po kome je tanko crevo podeljeno na 7 regiona. CAT model se zasniva na setu diferencijalnih
jednacina, koje opisuju istovremeni prolazak rastvorene lekovite supstance kroz GI trakt i njegovu
apsorpciju, u svakom od regiona tankog creva. Ovaj model je baziran na odredenim pretpostavkama
(Yuisar., 1996):

Q) apsorpcija lekovite supstance se odvija pasivnom difizijom,

(i) kinetika transporta lekovite supstance je linearna,

(iii)  vrednost konstante brzine prolaska lekovite supstance je ista u svim regionima Gl trakta,

(iv)  lekovita supstanca se ,trenutno® rastvara i

(v) obim apsorpcije lekovite supstance iz zeluca i kolona je zanemarljiv.

CAT model je unapreden uvodenjem dodatnih opcija, kao $to su pH-zavisna rastvorljivost lekovite
supstance, kontrolisano oslobadanje lekovite supstance iz preparata, apsorpcija lekovite supstance u
zelucu ili kolonu, efekti presistemskog metabolizma u crevima i jetri, degradacija i precipitacija
lekovite supstance u GI traktu, izmene u povrsini za apsorpciju izmedu razli€itih regiona GI trakta i
Michaelis-Mentenov-ove kinetika aktivnog transporta lekovite supstance kroz membranu enterocita.
Na ovaj nacin razvijen je unapredeni prostorni model apsorpcije i transporta lekovite supstance kroz
Gl trakt (engl. Advanced Compartmental Absorption and Transit Model, skr. ACAT) (slika 1.5). Za
supstance koje imaju nisku rastvorljivost ili nisku permeabilnost, apsorpcija u tankom crevu moze
biti nepotpuna, zbog €ega je potrebno razmotriti i apsorpciju u kolonu. Uvodenje dodatnog regiona
GI trakta, kolona, znacajno je doprinelo tac¢nosti predvidanja apsorpcije kod supstanci kod kojih
apsorpcija nije zavrSena u tankom crevu. Takode, nakon primene farmaceutskih preparata sa
produzenim oslobadanjem, apsorpcija lekovite supstance u kolonu moze biti znacajna i mora se uzeti
u razmatranje (Agoram i sar., 2001). U ACAT model su ukljuceni linerna kinetika transporta (pasivna
difuzija) lekovite supstance kroz Gl trakt, nelinearna kinetika metabolizma i aktivnog transporta kroz
enterocite, 6 stanja u kojima lekovita supstanca moze da se nade u svakom regionu Gl trakta
(neoslobodena, nerastvorena, rastvorena, razgradena, metabolisana i apsorbovana), 9 regiona GI
trakta (7 u tankom crevu i po 1 u Zelucu i kolonu), kao i 3 stanja ekskretovanog materijala
(neosloboden, nerastvoren, rastvoren). Na osnovu in vitro podataka o aktivnosti enzima i transportnih
proteina (izrazenih kao maksimalna brzina metabolizma lekovite supstance, Vmax, i Michaelis-
Menten-ova konstanta, kmax) moguée je simulirati nelinearnu saturabilnu Michaelis-Menten-ovu
kinetiku metabolizma i aktivnog transporta lekovite supstance kroz membranu enterocita (Agoram i
sar., 2001; Back i sar., 2020; Tubi¢-Grozdanis i sar., 2008). ACAT model je uspe$no primenjen u
predvidanju apsorpcije odredenih lekovitih supstanci koje podlezu presistemskom metabolizmu, kao
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§to su: propranolol, midazolam, sakvinavir, simvastatin, atorvastatin, nifedipin, verapamil, diltiazem,
salbutamol, takrolimus, ciklosporin A (Agoram i sar., 2001; Heikkinen i sar., 2012). Dodatno, ovaj
model je pokazao dobar potencijal za predvidanje interakcija izmedu lekovitih supstanci i
komponenata hrane na nivou metabolickih enzima (npr. interakcije koje se javljaju nakon
istovremene primene soka od grejpfruta i lekovitih supstanci koje su supstrati za CYP3A4 enzim, kao
Sto su sakvinavir, midazolam, felodipin, nimodipin (Agoram i sar., 2001; Wagner i sar., 2013)), kao
1 izmedu lekovitih supstanci koje su supstrati za transportere u zidu tankog creva (npr. rifampicin,
digoksin, itrakonazol, verapamil, klaritromicin i endoksaban kao supstrati za P-glikoprotein (Hanke
i sar., 2018; Kato i sar., 2021; Moj i sar., 2017; Neuhoff i sar., 2013)).

Regioni Gl trakta \
— Ekskrecija
Zeludac Dupdenum | Jejunum 1| Jejunum 2 lleum 1 Ileum 2 Ileum 3 Cekum Asc
kolon
Oslobadanje
Rastvaranje
v
> ACAT
Difuzija E— — X . model
) Degradacija u
. lumenu creva
Apsorpcija
Metabolizam u
zidu creva
Portalni krivotok l Zuéna kesa
 Jetra [ J
Sistemska cirkulacija T

Prostorni ili ,,kompletni*« |«
PBPK model

Slika 1.5. Shematski prikaz osnovnih elementata ACAT modela (prilagodeno iz Cviji¢ i sar., 2020)

Modeli za predvidanje raspodele, metabolizma i eliminacije lekova

Za predvidanje raspodele, metabolizma i eliminacije lekovite supstance u okviru in silico modela
moguce je primeniti dva pristupa. Prvi, jednostavniji pristup, zasniva se na opisivanju raspodele
lekovite supstance pomocu prostornih (engl. compartmental) modela koji uklucuju najvise tri
prostora. Ovaj pristup je pogodan za lekovite supstance koje se elimini$u linearnom kinetikom i ¢ija
je farmakokinetika dobro poznata, jer se kao ulazni podaci za modelovanje unose odgovarajuce
vrednosti klirensa (CL), volumena distribucije (Vd) i konstanti distribucije izmedu ,,prostora“ (kaz,
k21, ki3, ks1). Drugi, kompleksniji pristup podrazumeva simulaciju raspodele lekovite supstance kroz
sistem organa/tkiva, kao i njen metabolizam i eliminaciju, i oznacava se terminom ,.kompletan®
fizioloski zasnovan farmakokineticki model (engl. Full/Whole body Physiologically-Based
Pharmacokinetic Model, skr. PBPK) (slika 1.6). Primenom ,.kompletnog® PBPK modela moguce je
predvideti profil koncentracije lekovite supstance u razli¢itim organima i tkivima u toku vremena i
identifikovati klju¢ne mehanizme koji uticu na raspodelu lekovite supstance. Na ovaj nacin se
dobijaju informacije o koncentraciji lekovite supstance na ciljnom mestu delovanja, kao i podaci o
potencijalnoj akumulaciji lekovite supstance, §to je od znaCaja sa aspekta procene bezbednosti
(GastroPlus™ Manual, 2019; Jones i sar., 2015).

,2Kompletni“ PBPK model opisuje sistem osnovnih organa/tkiva (pluca, slezina, jetra, creva, masno
tkivo, misi¢no tkivo, srce, mozak, bubrezi, koza, reproduktivni organi, crvena i zuta koStana srz i
,ostali” organi/tkiva) povezan sistemskom cirkulacijom. Svaki organ/tkivo je opisan setom
fizioloSkih parametara, a raspodela lekovite supstance po pojedinacnim tkivima/organima je
ogranic¢ena perfuzijom krvi kroz tkivo (engl. perfusion limited) ili permeabilnos¢u supstance (engl.
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permeability limited). Ukoliko je permeabilnost lekovite supstance visoka, ona moze pasivno da
prolazi kroz membrane i njena koli¢ina u tkivu je ograni¢ena samo brzinom protoka krvi kroz tkivo.
Na osnovu koeficijenta raspodele tkivo/plazma (Kp) mozZe se izracunati koli¢ina lekovite supstance
u tkivu u svakom trenutku. Koeficijent raspodele se procenjuje iz fizickohemijskih osobina lekovite
supstance (particioni koeficijent (logP), pKa, odnos koncentracije lekovite supstance u krvi/plazmi
(engl. blood/plasma, skr. B/P), slobodna frakcija lekovite supstance u plazmi (fup) i slobodna frakcija
lekovite supstance u tkivu (fu)). Ukoliko je permeabilnost lekovite supstance niska, koli¢ina lekovite
supstance koja dospeva u tkivo ograni¢ena je njenom permeabilnoS¢u i dostupnom povr§inom kroz
koju se vrsi transport (engl. permeability surface area). Izracunavanjem tzv. PStc faktora (engl.
permeability surface area product, skr. PStc) moze se odrediti brzina transporta lekovite supstance
iz/u tkivo. Koeficijent raspodele se koristi za odredivanje koncentracije lekovite supstance u
ekstracelularnim regionima, dok PStc faktor opisuje brzinu transporta lekovite supstance iz/u tkiva.
Pored pasivne difuzije, transport lekovite supstance u/iz tkiva mozZe da se odvija i pomocu
transportera. U ovom slucaju se u model moZe ukljuciti veliki broj transportera na apikalnoj ili
bazolateralnoj membrani c¢elija (GastroPlus™ Manual, 2016; Jones i Rowland-Yeo, 2013).
,,Kompletni“ PBPK model je uspesno primenjen u previdanju apsorpcije i raspodele brojnih lekovitih
supstanci, kao Sto su rifampicin, digoksin, itrakonazol, klaritromicin, midazolam, alfentanil,
ciprofloksacin, flutamid, gefitinib i dr. (Bi i sar., 2016; Hanke i sar., 2018; Sadiq i sar., 2020; Sharma
i sar., 2020).
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Slika 1.6. Shematski prikaz PBPK modela (prilagodeno iz GastroPlus™ Manual, 2019)
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Modeli za pradéenje metabolita

U slucaju primene farmaceutskih preparata koji sadrZe prolek, kao 1 u slu€aju primene lekova koji se
metaboliSu do aktivnih ili toksi¢nih metabolita, od velikog je znacaja predvidanje profila
koncentracije jednog ili viSe metabolita u plazmi i/ili pojedina¢nim organima/tkivima, §to je moguce
posti¢i primenom ,.kompletnih* PBPK modela. Da bi se sprovele ovakve simulacije, neophodno je,
pored ulaznih podataka koji se odnose na primenjenu supstancu (prolek ili lekovitu supstancu), uneti
1 podatke koji opisuju biofarmaceutska i1 farmakokineti¢ka svojstva metabolita. Takode, potrebno je
definisati organ/tkivo u kome dolazi do metabolicke konverzije i enzim(e) koji je(su) zaduzen(i) za
ovaj proces, kao i vrednosti parametara koji opisuju aktivnost enzima (Km i Vmax). Mnoge studije su
pokazale da ovaj mehanisticki pristup moze da omogucéi predvidanje apsorpcije i raspodele lekovite
supstance i njenih metabolita, kao u slu¢aju imipramina i dezimipramina, selegilina i njegovih
metabolita, metamfetamina i dezmetil selegilina, midostaurina i njegovih aktivnih metabolita (Gu i
sar., 2018; Nguyen i sar., 2016, 2017; Puttrevu i sar., 2020).

Uprkos sve vecoj upotrebi in silico modelovanja za predvidanje apsorpcije i raspodele lekovitih
supstanci, postoji mnogo izazova koji ograni¢avaju njihovu primenu. Zbog velikog broja parametara
potrebnih za modelovanje i ograni¢ene dostupnosti in vivo podataka za verifikaciju ishoda simulacija,
predvidanja modela mogu biti nepouzdana. Na primer, za lekovite supstance koje se zbog niske
rastvorljivosti ne mogu primeniti intravenskim putem, farmakokineticki parametri se ne mogu
precizno odrediti, ve¢ se najces¢e optimizuju, Sto dovodi u pitanje validnost ovakvih vrednosti, a time
i rezultata simulacija (Edginton i Joshi, 2011; Jones i sar., 2015; Sjostedt i sar., 2014).

1.4. Simvastatin

1.4.1. Mehanizam delovanja

Simvastatin (SV) (hemijski naziv: 1S,3R,7S,8S,8aR)-8-[2-[(2R,4R)-4-hidroksi-6-oksotetrahidro-2H-
piran-2-il]etil]-3,7-dimetil-1,2,3,7,8,8a-heksahidronaftalen-1-il-2,2 dimetilbutanoat; Ph.Eur. 10.0)

(slika 1.7) je jedan od najcesce koriscenih lekova iz grupe statina, inhibitora enzima 3-hidroksi-3-
metilglutaril koenzim A reduktaze (HMG CoA-reduktaze) (Schachter, 2005).

HO, 0

e
Slika. 1.7. Strukturna formula simvastatina (Ph.Eur.10.0)

Simvastatin je prolek, lakton, koji prelazi u aktivni oblik, B,5-dihidroksi kiselinu
(simvastatin-kiselinu, skr. SVK), pomocu nespecifi¢nih enzima karboksiesteraza u GI traktu, jetriiu
odredenoj meri u plazmi, ili neenzimskom hidrolizom (Tubié¢-Grozdanis i sar., 2008). Simvastatin-
kiselina je odgovorna za sniZavanje nivoa holesterola u krvi kroz reverzibilnu i kompetitivnu
inhibiciju HMG CoA-reduktaze, enzima ukljucenog u reakciju redukcije HMG CoA u mevalonat,
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koja predstavlja klju¢ni korak biosinteze holesterola u jetri (slika 1.8) (Schachter, 2005). Dodatno,
simvastatin poseduje i pleiotropna, vaskuloprotektivna svojstva, koja su primarno odgovorna za
antiishemijsko i antianginozno delovanje (Tiwari i Pathak, 2011b, Lardizabal i Deedwania, 2011).
Najnovija istrazivanja su pokazala da simvastatin deluje i na crevnu mikrobiotu tako §to inhibira rast
nekih bakterija,koje imaju znacajnu ulogu u sintezi lipida (Ashrafizadeh i Ahmadi, 2020; Zhang 1
sar., 2020).

Od pocetka 90-1h godina proslog veka uoceno je da statini ispoljavaju 1 odredenu efikasnost u lecenju
tumora, kao monoterapija i u kombinaciji sa drugim hemoterapeuticima. lako nije u potpunosti
prouc¢en mehanizam kojim statini deluju na ¢elije tumora, u odredenim studijama je pokazano da
antitumorsku aktivnost ispoljavaju tako Sto inhibiraju proliferaciju ovih delija 1 izazivaju
programiranu celijsku smrt (apoptozu) (D1 Bello 1 sar., 2020; Matusewicz 1 sar., 2020). Najvise
proucavani statin u leCenju tumora je simvastatin, za koji je pokazana in vitro i in vivo efikasnost u
lecenju tumora dojke, kolona i prostate (Ghosh-Choundry i sar., 2010; Kochuparambil i sar., 2011;
Relja i sar., 2010).
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Slika 1.8. Shematski prikaz biosinteze holesterola u jetri (prilagodeno iz Corsini i sar., 1999)

1.4.2. Biofarmaceutske osobine simvastatina

Simvastatin je beo ili skoro beo, kristalan prasak, relativne molekulske mase 418,6 g/mol
(Ph.Eur. 10.0).

Literaturni podaci za rastvorljivost simvastatina u vodi se znacajno razlikuju i nalaze se u opsegu od
0,00145 do 0,03 mg/ml (Chen i sar., 2002; Serajuddin i sar.,1991; O' Neil, 2006; Tubié¢-Grozdanis i
sar., 2008).
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Simvastatin (lakton) ima pKa=13,49, a pKa simvastatin-kiseline iznosi 4,31 (Pasanen i sar., 2006;
Tubi¢-Grozdanis i sar., 2008). Simvastatin-kiselina je skoro potpuno jonizovana u Kkrvi pri
fizioloSkom pH (7,4), dok je simvastatin lakton u nejonizovanom obliku u opsegu fizioloskih pH
vrednosti (Pasanen i sar., 2006). U literaturi se mogu pronaci razli¢iti podaci za particioni koeficijent
simvastatina u sistemu n-oktanol/voda (logP) i nalaze se u opsegu od 4,38 do 4,71 (Fatima i sar.,
2013; Gertz i sar., 2011; Wang i sar., 2001; http://www.drugbank.ca/drugs/DB00641). Vrednosti
particionog koeficijenta ukazuju na lipofilnu prirodu simvastatin laktona, koji moZze lako da difunduje
kroz membrane (Pasanen i sar., 2006). Sa druge strane, vrednosti logP simvastatin-kiseline se
razlikuju u zavisnosti od pH rastvora i iznose: 4,49 (na pH 2,0) i 3,62 (na pH 5,0) (Serajuddin i sar.,
1991).

S obzirom da ima nisku rastvorljivost i visoku intestinalnu permeabilnost, simvastatin pripada I grupi
BSK (Kuentz, 2012).

1.4.3. Farmakokineti¢ke osobine simvastatina

Simvastatin se, nakon peroralne primene tableta sa trenutnim oslobadanjem, relativno brzo 1 dobro
apsorbuje u Gl traktu, ali prolazi intenzivan metabolizam u jetri pre ulaska u sistemsku cirkulaciju
(tzv. presistemski metabolizam), zbog ¢ega manje od 5% dospeva u sistemsku cirkulaciju (Mauro,
1993; Thomas i sar., 2013).

Simvastatin ima slozenu farmakokinetiku koja se ne moze u potpunosti objasniti konvencionalnim
farmakokineti¢kim modelom. Jin i saradnici (2014) su proucavali farmakokinetiku simvastatina 1
njegovog aktivnog metabolita i zakljucili da u obimu i brzini apsorpcije simvastatina postoji velika
inter- i intraindividualna varijabilnost. Takode, uocili su postojanje viSestrukih pikova u profilima
koncentracije lekovite supstance u plazmi, sto je objasnjeno uticajem dinamickih promena u GI traktu
koje se deSavaju u toku vremena (Jin 1 sar., 2014).

Metabolizam simvastatina odvija se u jetri dejstvom enzima CYP3A4 i CYP3A5, a
biotransformacijom nastaju 3’,5’-dihidrodiol, 3’-hidroksi, 6’-eksometilen metaboliti. CYP3A4
ispoljava veci afinitet za simvastatin, u poredenju sa CYP3AS5 enzimom (Prueksaritanont i sar., 1997).
Peroralnom primenom doze od 40 mg dnevno, sistemska koncentracija simvastatina je manja od 100
nmol/l, §to je zna¢ajno manje od koncentracije koja je potrebna za inhibiciju P-glikoproteina, §to
ukazuje da je uloga P-glikoproteina u apsorpciji i dispoziciji simvastatina zanemarljiva (Hochman i
sar., 2004).

Simvastatin se prvenstveno izlucuje putem fecesa (60% doze), dok se 13% primenjene doze izlucuje
putem urina. Koli¢ina u fecesu je koli¢ina apsorbovane lekovite supstance izlucene putem zuci i
neapsorbovana frakcija lekovite supstance (Schachter, 2005).

1.4.4. Savremene lipidne formulacije sa simvastatinom

Razvoj lipidnih formulacija za peroralnu primenu simvastatina, u cilju poboljSanja njegove bioloske
raspolozivosti, privukao je paznju mnogih istrazivaca. S obzirom na nove potencijalne indikacije
simvastatina, koje se intenzivno proucavaju poslednjih godina, formulisanje lipidnih sistema je
usmereno na poboljSanje njegove niske rastvorljivosti, a time i na povecanje apsorpcije i bioloske
raspoloZivosti.
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1.4.4.1. Samoemulgujudi sistemi

Do sada je objavljeno viSe nau¢nih studija u kojima je primenjena strategija formulisanja razlicitih
samoemulgujucih sistema, sa ciljem prevazilazenja problema niske rastvorljivosti simvastatina u vodi
i poboljsanja brzine rastvaranja ove lekovite supstance iz farmaceutskih preparata (Karim i sar., 2015;
Mahmoud i sar., 2013; Thomas i sar., 2012).

Karim 1 saradnici (2015) su formulisali SEDDS koriste¢i 70% propilenglikol monokaprilata
(Capryol™ 90) i 30% polisorbata 80 (Tween® 80), iz kojih je postignuto potpuno oslobadanje
simvastatina za samo 20 min. U in vivo studiji koju su sproveli na miSevima, praten je nivo
holesterola kao pokazatelj efikasnosti ove samoemulgujuc¢e formulacije. Rezultati in vivo studija su
pokazali da je nakon 5 dana peroralne primene ovog SEDDS doslo do znacajnog sniZenja nivoa
holesterola (46-54 mg/dl) u odnosu na primenjenu Cistu supstancu, koja je dovela do sniZenja
holesterola do nivoa od 60-63 mg/dl (Karim i sar., 2015).

Patil i saradnici (2007) su formulisali SEEDS, koriste¢i diestre kaprilne/kaprinske kiseline (Captex®
355) i propilenglikol monolaurat (Lauroglycol™ 90) kao uljanu fazu i makrogol-35 ricinusovo ulje
(Cremophor® EL) i/ili mono- i digliceride kaprilne/kaprinske kiseline (Capmul® MCM). lako nakon
pocetnih sat vremena nisu pokazane razlike u oslobadanju simvastatina iz izradenih SEDDS,
formulacija sa najmanjom veli¢inom kapi (124,86 nm), koja sadrzi jednake koli¢ine makrogol-35
ricinusovog ulja i mono- i digliceride kaprilne/kaprinske kiseline, je pokazala ve¢i obim oslobadanja
simvastatina. U in vivo studiji na pacovima, odabrana formulacija je ispoljila znacajno smanjenje
nivoa holesterola i nivoa triglicerida u plazmi, dok je nivo HDL holesterola bio dvostruko veé¢i u
poredenju sa referentnom formulacijom, suspenzijom simvastatina, nakon 21 dan studije (Patil i sar.,
2007).

Mahmoud i saradnici (2013) su formulisali samonanoemulgujuce tablete, sa ciljem poboljsanja in
Vitro brzine rastvaranja simvastatina. Kori§¢enjem razli¢itih odnosa ulja, surfaktanta i kosurfaktanta
izradeni su SNEDDS, ¢iji je sastav optimizovan izvodenjem studija rastvorljivosti, konstrukcijom
pseudoternarnog faznog dijagrama i odredivanjem veli¢ine kapi. Optimalni SNEDDS adsorbovani su
na ¢vrste nosace, mikrokristalnu celulozu i koloidni silicijum-dioksid i komprimovani u tablete.
Rezultati su pokazali da se koriS¢enjem 10% propileglikol monokaprilata (Capryol™ PGMC 1
Capryol™ 90) kao ulja, 60% makrogol-40 hidrogenizovanog ricinusovog ulja (Cremophor® RH 40)
kao surfaktanta i 30% dietilen glikol monoetil etra (Transcutol® HP) kao kosurfaktanta, dobija
optimalni SNEDDS, koji se koristio za izradu tableta. Rezultati in vitro ispitivanja brzine rastvaranja
simvastatina su ukazali da se nakon 10 min iz samonanoemulgujuéih tableta oslobodilo 84%
simvastatina, §to je znacajno viSe u poredenju sa referentnim preparatom, tabletama sa trzista
(Zocor®), iz kojih se tokom istog perioda oslobodilo svega 33% simvastatina (Mahmoud i sar., 2013).

Rezultati pomenutih istraZivanja su pokazali da se formulisanjem razli¢itih samoemulgujucih sistema
postiZe povecanje rastvorljivosti, brzine rastvaranja, a odredena istrazivanja su potvrdila i povecanje
bioloske raspoloZivosti simvastatina. Medutim, ni u jednoj od pomenutih studija nije razmatran
presistemski metabolizam simvastatina, koji moze znacajno smanjiti njegovu sistemsku i hepaticku
raspolozivost, naroCito u sluc¢ajevima kada su rastvorljivost i/ili brzina rastvaranja simvastatina
povecani (Tiwari i Pathak, 2011Db).

1.4.4.2. Cvrste lipidne nano&estice
Cvrste lipidne nano&estice (engl. Solid lipid nanoparticles, skr. SLN) su &estice submikronske

veli¢ine (1-1000 nm), koje predstavljaju novije nosace za isporuku lekovitih supstanci. SLN se
izraduju od biodegradabilnih lipida i u njih se mogu inkorporirati razliite lekovite supstance.
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Primenom SLN se omogucava kontrolisano/produzeno oslobadanje inkorporiranih lekovitih
supstanci, sa manje nezeljenih efekata, kao i ciljno delovanje (Shak i Pathak, 2010).

Kako bi se izbegao presistemski metabolizam i1 povecala bioloSka raspolozivost simvastatina, ideja
Raju 1 saradnika (2014) je bila da se formuliSu SLN koje bi omogucile odloZzeno oslobadanje
simvastatina i transport putem limfotoka. Koriste¢i faktorijalni dizajn, formulisane su SLN sa
trimiristinom (Cvrst lipid) i poloksamerom 188 (surfaktant) koje su obezbedile produzeno oslobadanje
simvastatina (37,8%) tokom 36 h. Rezultati su ukazali da je simvastatin homogeno dispergovan u
nosacu, iz kojeg se oslobada kinetikom nultog reda (Raju 1 sar., 2014). Shah 1 Pathak (2010) su,
koriste¢i takode jednu od metoda eksperimentalnog dizajna (pun faktorijalni dizajn), formulisali SLN
sa simvastatinom za peroralnu primenu. Dobijene optimalne SLN sa lipidima gliceril monostearatom
i gliceril dibehenatom (Compitrol® 888 ATO) su imale veli¢inu &estica 258,5 nm, efikasnost
inkapsulacije 75,81% 1 omogucile su oslobadanje 82,67% simvastatina tokom 55 h. ProduZeno
oslobadanje simvastatina je odgovaralo Higuchi-jevom modelu, §to je ukazalo da se simvastatin iz

ovih nosaca oslobada kombinovanim mehanizmom difuzije iz matriksa i erozijom matriksa usled
degadacije lipida (Shah i Pathak, 2010).

Padhye i Nagersenker (2013) su izradivali SLN simvastatina od ¢vrstih lipida (gliceril behenat i
gliceril palmitostearat) i surfaktanta polisorbata 80. Ove SLN su pokazale dobru efikasnost
inkapsulacije (> 96%) i veli¢inu Cestica ispod 200 nm. U in vivo studiji koja je sprovedena na
pacovima, nakon primene dobijenih SLN postignuto je smanjenje ukupnog nivoa holesterola i
povecanje HDL holestrola, u poredenju sa ¢istom lekovitom supstancom, $to je ukazalo na poboljSanu
biolosku raspolozivost simvastatina iz izradenih SLN (Padhye i Nagersenker, 2013).

Cilj studije koju su sproveli Ahmed i saradnici (2018) je bio da se formuliSu SLN sa simvastatinom
koje bi se inkorporirale u termosenzitivni in situ gel za intranazalnu primenu, kako bi se omoguc¢ila
brza apsorpcija lekovite supstance i izbegao presistemski metabolizam. SLN su izradene koris¢enjem
gliceril monostearata i stearinske kiseline, kao lipida. Rezultati ex vivo studije su pokazali da je
inkorporiranjem SLN sa simvastatinom u in situ termoreverzibilni gel, dobijen upotrebom 22%
poloksamera 407 i 0,5% karbomera 940, postignuta bolja mukoadhezija i dublje prodiranje lekovite
supstance u nosnu sluznicu, u poredenju sa gelom sa ¢istom supstancom (Ahmed i sar., 2018).

1.4.4.3. Nanostruktuirani lipidni nosaci

Da bi se prevazisli nedostaci SLN, kao $to su ograni¢ena mogucnost inkorporiranja lekovite supstance
1 moguénost njenog,,curenja“ tokom cuvanja, razvijeni su nanostrukturirani lipidni nosaci (engl.
Nanostructured lipid carriers, skr. NLC), tzv. lipidne nanoCestice druge generacije. NLC
omogucavaju veci stepen inkapsulacije lekovite supstance, u odnosu na SLN, spreCavaju gubitak
lekovite supstance u toku ¢uvanja, a pruzaju ve¢e mogucénosti za modifikaciju oslobadanja lekovite
supstance (Fonseca-Santos i sar., 2020).

U studiji koju su sproveli Tiwari i Pathak (2011a) formulisane su NLC sa simvastatinom, koriste¢i
gliceril monostearat, oleinsku kiselinu i poloksamer 407, a zatim uporedivane sa SLN, izradenim od
trimiristina i poloksamera 188. Pokazano je da je nakon 55 h oslobodeno vise od 90% simvastatina
iz NLC, dok se iz SLN oslobodilo manje od 80% (u odnosu na deklarisanu koli¢inu u uzorku).
Rezultati in vivo studija na miSevima su pokazali da je iz NLC postignuta 4,8 puta veca bioloska
raspolozivost u poredenju sa suspenzijom simvastatina, kao i 2,29 puta veca bioloska raspolozivost
u poredenju sa SLN sa simvastatinom. Takode, potvrdena je akumulacija NLC u jetri, §to se smatra
pozeljnim, bududi je jetra ciljni organ za delovanje simvastatina. Autori su pretpostavili da je tecna
oleinska kiselina u NLC glavni faktor odgovoran za poboljsanu biolosku raspolozivost i
biodistribuciju simvastatina (Tiwari i Pathak, 2011a).
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Safwat i saradnici (2017) su prouc¢avali novu primenu dva razli¢ita makrogolglicerida (Labrafil® i
Labrasol®), za dobijanje NLC sa simvastatinom, jer se smatra da makrogolgliceridi imaju vecu
sposobnost inkapsulacije i lipofilnih i hidrofilnih lekovitih supstanci. Poredenja su vrSena u odnosu
na NLC izradene sa trigliceridima srednje duZine lanaca (Labrafac Lipophile® WL 1349). Sve
formulacije pokazale su profil oslobadanja simvastatina sa dva izrazena pika: inicijalno naglo
oslobadanje simvastatina i produzeno oslobadanje tokom 96 h. Rezultati studija preuzimanja
simvastatina od strane MCF-7 ¢elija tumora dojke su pokazali da je vece preuzimanje simvastatina
iz NLC sa kaprilokaproil makrogol-8 gliceridima (Labrasol®) u poredenju sa ostalim formulacijama
(Safwat i sar., 2017).

Fathi i saradnici (2018) su formulisali NLC sfernog oblika, veli¢ine ¢estica < 200 nm, sa uskom
raspodelom veli¢ine Cestica i visokom efikasnos¢u inkapsulacije simvastatina (> 75%). Rezultati in
Vvitro ispitivanja brzine rastvaranja simvastatina su pokazali da je inicijalno doslo do naglog
oslobadanja (burst efekat) simvastatina, kao posledica rastvaranja simvastatina zarobljenog na
povrsini ovih nanocestica, nakon ¢ega je usledilo kontinuirano oslobadanje tokom 24 h. U in vivo
studiji na pacovima je pokazano produzeno smanjenje nivoa ukupnog holesterola u poredenju sa
suspenzijom simvastatina. Posle peroralne primene jedne doze NLC sa simvastatinom, bioloska
raspoloZivost je bila Cetiri puta veca u poredenju sa suspenzijom simvastatina (Fathi i sar., 2018).

Brito Raj i saradnici (2019) su formulisali NLC sa simvastatinom koriste¢i gliceril dibehenat
(Compritol® 888 ATO) i makrogol-6 glicerol kaprilokaprate (Softigen®) kao lipidnu fazu i sorbitan
monooleat (Span® 80) i poloksamer 188 (Pluronic® F 68) kao surfaktantnu fazu, a zatim ih
inkorporirali u transdermalne flastere. Rezultati ex vivo studija su pokazali da se simvastatin iz
transdermalnih flastera oslobada kinetikom nultog reda. U in vivo studiji na albino pacovima Wistar
soja je pokazano da transdermalni flasteri pokazuju bolju biolosku raspolozivost simvastatina za
18,40% u poredenju sa tabletama simvastatina (Zocor®).

1.4.4.4. Hibridne mikrocestice silicijum-dioksida i lipida

Hibridne mikrocestice silicijum-dioksida i lipida (engl. Silica-lipid hybrid microparticles, skr. SLH
mikrocestice) predstavljaju nove ¢vrste lipidne formulacije, koje imaju sposobnosti da povecaju
bioloSku raspolozivost nisko rastvorljivih lekovitih supstanci (Meola 1 sar.,2020).

Meola 1 saradnici (2020) su formulisali SLH mikroCestice sa simvastatinom, koriS¢enjem
silicijum-dioksida dva razli¢ita proizvodaca, sa zastiéenim nazivima Aerosil® 300 i Syloid® 244.
Dobijene mikrogestice su se razlikovale u zavisnosti od upotrebljenog silicijum-dioksida. Sa Aerosil®
300 dobijene su sferne porozne mikrodestice, dok su sa Syloid® 244 dobijene mikrodestice
nepravilnog oblika. Rezultati in vitro ispitivanja brzine rastvaranja iz SLH mikrocestica su pokazali
da se simvastatin rastvorio brze i 3,5 puta vise iz SLH mikrocestica, u poredenju sa Cistim
simvastatinom. Prisustvo hidrofilnog silicijum-dioksida (Aerosil® 300) olaksava kvasenje i
oslobadanje lekovite supstance, te se simvastatin vise oslobodio iz mikrocestica dobijenih sa Aerosil®
300, iako razlika izmedu ovih formulacija nije bila statisticki znacajna. In vivo studije na pacovima
su pokazale da SLH mikrocestice povecavaju biolosku raspolozivost simvastatina 6,1 put u poredenju
sa Cistim simvastatinom, odnosno 2,9 puta u poredenju sa tabletama sa trenutnim oslobadanjem
(Simvastatin Sandoz®), kao i da nije bilo statisticki zna¢ajne razlike izmedu mikrocestica izradenih
sa Aerosil® 300 i Syloid® 244 u pogledu povecanja bioloske raspolozivosti (Meola i sar., 2020).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Sveobuhvatni cilj istrazivanja bio je razvoj lipidnih formulacija sa aspekta potencijalne primene kao
nosaca nove generacije za peroralnu primenu simvastatina, nisko rastvorljive model supstance 1
njihova fizickohemijska 1 biofarmaceutska karakterizacija. Ovaj cilj je realizovan kroz tri faze
istrazivanja, sa slede¢im pojedina¢nim ciljevima:

Cilj prve faze eksperimentalnog rada bila je formulacija i karakterizacija tenih SMEDDS sa
simvastatinom, u cilju poboljSanja njegove rastvorljivosti. Da bi se formulisali tecni SMEDDS
potrebno je izvrsiti izbor ekscipijenasa (ulja, surfaktanata i kosurfaktanata) i odrediti njihov optimalan
udeo u formulaciji, na osnovu odredivanja mikroemulzione oblasti, koju obrazuju dobijeni sistemi.
Na osnovu rezultata prve faze eksperimentalnog rada, odabrani su te¢ni SMEDDS, koji pokazuju
najpogodnije osobine u pogledu brzine samoemulgovanja, transparencije nakon razblazivanja
vodom, veli¢ine i raspodele veli¢ine kapi.

Druga faza ekperimentalnog rada obuhvatila je razvoj i primenu in silico modela za procenu
apsorpcije i bioloske raspolozivosti simvastatina nakon peroralne primene razli€itih preparata, na
osnovu biofarmaceutskih osobina navedene lekovite supstance. Simvastatin-specifiCan model
izgraden je analizom i odabirom podataka iz literature, u kombinaciji sa eksperimentalnim i in silico
predvidenim vrednostima parametara koji opisuju biofarmaceutska svojstva simvastatina i fizioloske
karakteristike organizma. Poredenjem rezultata predvidanja sa podacima iz klinickih studija za
tablete sa trenutnim oslobadanjem simvastatina, izabran je optimalan set ulaznih parametara, koji na
odgovarajuci na¢in opisuje apsorpciju simvastatina, konverziju u simvastatin-kiselinu i raspodelu i
eliminaciju simvastatina. Izgradeni model je dalje koriS$¢en da se, na osnovu podataka o in vitro brzini
rastvaranja simvastatina iz odabranih SMEDDS, dobijenih u prvoj fazi eksperimentalnog rada,
predvide ocekivani stepen i brzina apsorpcije date lekovite supstance in vivo, nakon peroralne
primene izradenih formulacija. Na osnovu mehanisticke analize rezultata simulacija identifikovano
je optimalno mesto za apsorpciju simvastatina, kako bi se dizajnirale odgovaraju¢e formulacije sa
modifikovanim oslobadanjem lekovite supstance i, posledicno, poboljSanom bioloSkom
raspolozivoscu.

Cilj tre¢e faze eksperimentalnog rada bila je formulacija i karakterizacija lipidnih sistema sa
modifikovanim oslobadanjem simvastatina, koji su definisani na osnovu rezultata in silico
predvidanja. U skladu sa navedenim, u prvom delu ovih istraZzivanja tecni SMEDDS su punjeni u
acidorezistentne kapsule. U drugom delu istrazivanja formulisani su sistemi sa modifikovanim
oslobadanjem simvastatina, dobijeni od odabranih tecnih SMEDDS 1 odgovaraju¢ih ¢Evrstih
polimernih nosaca, koji mogu da omoguce modifikovano oslobadanje lekovite supstance u Gl traktu.
Na osnovu in vitro profila brzine rastvaranja simvastatina iz navedenih formulacija, primenom
simvastatin-specificnog in silico modela razvijenog u drugoj fazi eksperimentalnog rada, izvrSeno je
predvidanje o¢ekivanog stepena i brzine apsorpcije simvastatina nakon peroralne primene dobijenih
formulacija i razmatranje eventualnog povecanja bioloske raspoloZivosti.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO
3.1. Materijali

U prvoj fazi eksperimentalnog rada, za izradu tecnih SMEDDS, kao uljana faza koris¢eni su: oleoil
makrogol-6 gliceridi (Labrafil® M 1944 CS), propilenglikol monokaprilat (Capryol™ PGMC) i
propilenglikol monolaurat (Lauroglycol™ 90). Kao surfaktant koriS¢en je kaprilokaproil makrogol-8
gliceridi (Labrasol®), dok su kao kosurfaktanti upotrebljeni polisorbat 80 ili makrogol 15
hidroksistearat (Kolliphor® HS 15). Svi navedeni ekscipijensi su odobreni za peroralnu primenu
(Strickley, 2004; Gattefossé, 2021), a njihov kvalitet odgovara zahtevima monografija Ph. Eur. 10.0,
osim propilenglikol monokaprilata koji odgovara zahtevima USP 41-NF 36. U tabeli 3.1 prikazani su
zasticeni 1 farmakopejski nazivi ekscipijenasa koris¢enih za formulaciju tecnih SMEDDS, njihovi
proizvodaci, kao i najvaznije fizickohemijske osobine.

U drugoj fazi eksperimentalnog rada, osim ekscipijenasa koris¢enih u prvoj fazi rada, kao ¢vrsti
polimerni nosaci upotrebljeni su sintetski kopolimeri metakrilne kiseline 1 metil metakrilata, u odnosu
1:1 (Eudragit® L100), odnosno 2:1 (Eudragit® S100), proizvodaéa Evonik Health Care, Nemacka.
Kao model lekovita supstanca korisc¢en je simvastatin (Zhejiang Jiangbei Pharmaceutical Co, Kina).

Za odredivanje veliCine 1 raspodele veli¢ine kapi tecnih SMEDDS koris¢ena je visoko preciS¢ena
voda, dobijena dejonizacijom. U svim ostalim ispitivanjima kori$¢ena je preciS¢ena voda, dobijena
destilacijom.

Za ispitivanje brzine rastvaranja simvastatina iz dobijenih formulacija koris¢eni su medijumi
razli¢itih pH vrednosti (1,2-7,4). Za pripremu medijuma pH vrednosti 1,2 kori$¢ena je hlorovodini¢na
kiselina (~37%) (Fisher Scientfic, Velika Britanija). Za izradu fosfatnih pufera upotrebljeni su
kalijum-dihidrogenfosfat i natrijum-hidroksid, proizvodaca Sigma Aldrich, Nemacka. U tabeli 3.2
prikazan je sastav fosfatnih pufera prema USP 41-NF 36, koji su kori$¢eni za ispitivanje brzine
rastvaranja simvastatina.

Sve ostale supstance i reagensi upotrebljeni u eksperimentalnom radu bili su farmakopejskog (Ph.
Eur.) kvaliteta 1 koriS¢eni su bez daljeg preciS¢avanja.
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Tabela 3.1. Zasticeni i farmakopejski nazivi i osobine ekscipijenasa kori$é¢enih za formulaciju te¢nih

SMEDDS
Farmakopejski | Farmakopejski | Farmakopejski
" . . y naziv naziv naziv .
Zasti¢en naziv | Proizvodac (Ph. Eur. 10.0, | (Ph. Eur. 10.0, (USP 41-NF Osobine HLB
engl.) srp.) 36, srp.)
. . Uljasta
Labrafil®M | Gattefossé, maoclr?)O)(l)ll-G ma(lzrlgmoll-G o(l?(l)i(:ill-G prozirna 9
1944 CS Francuska 9 crogok POTIOKSI- teGnost,
glycerides gliceridi gliceridi 2.
slabog mirisa
Uljasta
Capryol™ Gattefosse, / / Propilenglikol prozirna 6
PGMC Francuska monokaprilat te¢nost,
slabog mirisa
Propylene Uljasta
Lauroglycol™ | Gattefossé, Propilenglikol | Propilenglikol prozirna
glycol y 3
90 Francuska monolaurat monolaurat teGnost,
monolaurate g
slabog mirisa
. . . . .| Uljasta, zuta,
. Gattefossé, Caprylocaproyl | Kaprilokaproil Kaprl_lokal_prlon prozira
Labrasol macrogol-8 makrogol-8 polioksil-8 y 12
Francuska . A o teCnost,
glycerides gliceridi gliceridi g
slabog mirisa
Sigma . Y
i
Polisorbat 80 Chemie Polysorbate 80 | Polisorbat 80 Polisorbat 80 y 15
tecnost,
GmbH, slabog mirisa
Nemacka g
Zuckasto-bela
Sigma zrnca (pelete)
. ® Aldrich L (na sobnoj
Kolliphor® HS . Macrogol 15 Makrogol 15 Polioksil 15 o
Chemie : : . ; temperaturi); 15
15 hydroxystearate | hidroksistearat | hidroksistearat
GmbH, tope se na
Nemacka temperaturi
od~30°C

Tabela 3.2. Sastav fosfatnih pufera (1 1) za ispitivanje brzine rastvaranja simvastatina (USP 41-NF 36)

. pH fosfatnog pufera
Naziv supstance 6.0 6.4 6.9 70 74
Kalijum-dihidrogenfosfat (g) 6,805 6,805 6,805 6,805 6,805
Natrijum-hidroksid (g) 0,224 0,464 1,030 1,164 1,564
Precis¢ena voda (1) do 1,000 do 1,000 do 1,000 do 1,000 do 1,000
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3.2. Metode
3.2.1. Prva faza eksperimentalnog rada

U okviru prve faze eksperimentalnog rada izvrSena je formulacija i karakterizacija te¢nih SMEDDS
sa simvastatinom, u cilju poboljSanja njegove rastvorljivosti. U ovom delu su opisane metode
ispitivanja rastvorljivosti simvastatina u vodi 1 razli¢itim ekscipijensima, procene faznog ponasanja
pseudoternarnih sistema ulje/surfaktant/kosurfaktant/voda i odredivanja mikroemulzione oblasti u
cilju formulisanja te¢nih SMEDDS, kao i odabrane metode fizickohemijske karakterizacije 1
ispitivanje brzine rastvaranja simvastatina iz tecnih SMEDDS.

3.2.1.1. Ispitivanje rastvorljivosti simvastatina

Rastvorljivost simvastatina u vodi i pojedinacnim ekscipijensima: uljima (oleoil makrogol-6 gliceridi,
propilenglikol monokaprilat, propilenglikol monolaurat), surfaktantu (kaprilokaproil makrogol-8
gliceridi) i kosurfaktantima (polisorbat 80 i makrogol 15 hidroksistearat), odredena je shake flask
metodom (Higuchi i Conors, 1965).

Za odredivanje rastvorljivosti simvastatina u vodi i te¢nim ekscipijensima shake flask metodom,
simvastatin je dodat u visku u 2 ml svakog ispitivanog ekscipijensa, a dobijene smeSe meSane su na
orbitalnom $ejkeru (IKA® KS 260B, IKA, Nemacka), tokom 48 h na temperaturi od 22 £ 2 °C, pri
brzini od 350 obr/min. Uzorci su zatim centrifugirani (centrifuga MPW-56, MPW Med. Instruments,
Poljska) 30 min, pri brzini od 3000 obr/min, nakon ¢ega je odvojeni supernatant filtriran kroz
membranski filter od celuloznih estara veli¢ine pora 0,45 um (Merck Millipore, SAD), razblazen 96%
VIV etanolom, a koncentracija simvastatina odredena spektrofotometrijski primenom UV
spektrofotometra (Evolution 300, Thermo Scientific, Velika Britanija), na talasnoj duZzini
maksimuma apsorpcije simvastatina (239 nm). UV sprektrofotometrijska metoda je jedna od metoda
za odredivanje sadrzaja simvastatina (Kalarani i sar., 2009; More i sar., 2016). Koncentracija
simvastatina izradunata je primenom odgovaraju¢e kalibracione krive (r2=0,999). Specifi¢nost,
linearnost, tanost, preciznost i osetljivost primenjene metode potvrdene su internom validacijom.

Rastvorljivost simvastatina u makrogol 15 hidroksistearatu nije mogla da se odredi prethodno
navedenom metodom, zbog polucvrste konzistencije ovog ekscipijensa. Iz navedenog razloga,
makrogol 15 hidroksistearat je prvo otopljen na temperaturi koja je za 10 °C visa od njegove
temperature topljenja (30 °C), a zatim je simvastatin dodat u viSku u 2 ml otopljenog ekscipijensa.
Dobijena smeSa je meSana na termostatiranom vodenom kupatilu sa Sejkerom (Grant LSB 18, Grant,
Velika Britanija), tokom 48 h, na temperaturi od 40 + 0,1 °C, pri brzini od 100 obr/min (Rao i sar.,
2013), nakon cega je, kao 1 pri odredivanju rastvorljivosti simvastatina u te¢nim ekscipijensima,
odvojeni supernatant profiltriran kroz membranski filter od celuloznih estara veli¢ine pora 0,45 um
(Merck Millipore, SAD), razblazen 96% V/V etanolom, a koncentracija simvastatina odredena
spektrofotometrijski na talasnoj duzini maksimuma apsorpcije.

Ispitivanje rastvorljivosti simvastatina u vodi i razli¢itim ekscipijensima sprovedeno je u triplikatu i
rezultati su izraZeni kao srednje vrednosti tri ponovljena ispitivanja. Rezultati su statisti¢ki analizirani
primenom jednofaktorske analize varijanse (ANOVA), koriste¢i nivo znacajnosti (o) 0,05. U slucaju
statisticki znacajnih razlika u okviru dobijenih vrednosti, koris¢en je post-hoc Tukey test, kako bi se
utvrdilo izmedu kojih srednjih vrednosti postoji statisticki znacajna razlika. Pomocu Tukey testa
izracunava se kriti¢na razlika D sa kojom se uporeduju apsolutne vrednosti razlika izmedu srednjih
vrednosti. Razlika izmedu dve vrednosti smatra se znacajnom ako je izracunata D vrednost veéa od
kritiéne D vrednosti (a = 0,05).
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3.2.1.2. Konstrukcija pseudoternarnih faznih dijagrama i odredivanje mikroemulzione oblasti

Konstrukcija pseudoternarnih faznih dijagrama i odredivanje mikroemulzione oblasti izvrSeno je
primenom metode titracije vodom, odnosno dodavanjem precis¢ene vode u homogenu smesu uljane
faze, surfaktanta i kosurfaktanta, na sobnoj temperaturi (22 + 2 °C) i vizuelnim pra¢enjem promena
(zamucenja) (Patel 1 Vavia, 2007). Na ovaj nain je odredeno koja vrsta ulja i kosurfaktanta
omogucava izradu te¢nih SMEDDS sa veom mikroemulzionom oblas¢u, kao i koji odnos
surfaktanta i kosurfaktanta (tzv. surfaktantna faza, u odnosima 1:1, 2:1 i 3:1) je optimalan za
formulaciju navedenih SMEDDS.

Odredivanje mikroemulzione oblasti sprovedeno je na slede¢i nacin: komponente surfaktantne faze,
kaprilokaproil makrogol-8 gliceridi, kao surfaktant (S) i polisorbat 80, odnosno makrogol 15
hidroksistearat, kao kosurfaktant (Cs), izmerene su u S/Cs odnosima: 1:1, 2:1 i 3:1. Nakon toga,
surfaktantnoj fazi je dodato ulje i izradene su smesSe surfaktantna faza/ulje, u 9 razlicitih odnosa, od
9:1 do 1:9 (ukupno 54 uzoraka). SmeSe su titrirane dodavanjem preciS¢ene vode, kap po kap, uz
mesSanje na magnetnoj mesalici. Uzorci su posmatrani vizuelno, a zavrs$na tacka titracije je definisana
kao trenutak zamucenja smese. Da bi se utvrdio uticaj dodatka lekovite supstance na mikroemulzionu
oblast, izradenim smeSama je dodat simvastatin (5%, m/m) 1 one su titrirane na isti na¢in kao 1 smese
bez simvastatina.

Na osnovu dobijenih podataka konstruisani su pseudoternarni fazni dijagrami pomoc¢u kompjuterskog
programa SigmaPlot 10.0 (Systat Software Inc., SAD) pomocu kojih je identifikovana
mikroemulziona oblast za sve ispitivane sisteme. Odredivanje povrSine mikroemulzionih oblasti
sprovedeno je koris¢enjem kompjuterskog programa SketchAndCalc™ (Elliot M. Dobbs, SAD). Svi
uzorci koji su bili homogeni, transparentni i niskoviskozni oznaceni su kao mikroemulzije i kori§¢eni
za dalja ispitivanja.

3.2.1.3. Izrada te¢nih SMEDDS

Odabrani uzorci na osnovu pseudoternarnih faznih dijagrama, oznaceni kao SMEDDS, izradivani su
tako S§to je najpre kaprilokaproil makrogol-8 gliceridima, kao surfaktantu, dodat polisorbat 80,
odnosno makrogol 15 hidroksistearat, kao kosurfaktant, u razli¢itim S/Cs odnosima, a potom je
dodavana uljana faza (oleoil makrogol-6 gliceridi ili propilenglikol monokaprilat). Uzorci su mesani
tokom 10 min na magnetnoj meSalici. Inkorporiranje simvastatina, u koncentraciji od 5%, izvrSeno
je nakon izrade te¢nih SMEDDS, uz kontinuirano meSanje na magnetnoj mesalici, do potpunog
rastvaranja simvastatina. Izradeni uzorci su ¢uvani na sobnoj temperaturi (22 £ 2 °C), u staklenim
epruvetama sa navojem, zatvorenim plasti¢nim ¢epom, zasti¢eni od svetlosti, kako bi se sprecila
fotodegradacija simvastatina.

3.2.1.4. Fizickohemijska karakterizacija teénih SMEDDS

U cilju fizickohemijske karakterizacije tecnih SMEDDS sprovedene su sledece analize: procena
samoemulgovanja, odredivanje robusnosti prema razblazivanju, odredivanje veli¢ine 1 raspodele
veli¢ine kapi, kao i ispitivanje stabilnosti te€nih SMEDDS, skladistenih Sest meseci na sobnoj
temperaturi. Odredivanje vremena potrebnog za samoemulgovanje i robusnosti nakon razblaZivanja
precis¢enom vodom, izvedene su sa teénim SMEDDS sa simvastatinom, primenom odgovarajucih
metoda, opisanim u nastavku. Analiza veli¢ine i raspodele veli¢ine kapi, kao i procena stabilnosti
te¢nih SMEDDS, sprovedene su kod te¢nih SMEDDS bez i sa simvastatinom, kako bi se odredio
uticaj lekovite supstance na izradene SMEDDS.
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3.2.1.4.1. Procena samoemulgovanja

Procena samoemulgovanja te¢nih SMEDDS sa simvastatinom izvedena je koris¢enjem standardne
aparature za ispitivanje brzine rastvaranja lekovite supstance sa rotiraju¢om lopaticom (Erveka DT70,
Nemacka), pri brzini od 50 obr/min. Po 1 ml svakog SMEDDS sa simvastatinom dispergovan je u
250 ml preciSéene vode, na temperaturi od 37 + 0,5 °C. Pre¢is¢ena voda je odabrana kao medijum,
budu¢i da je pokazano da nema razlike u procesu emulgovanja formulacija koje sadrze nejonske
surfaktante, bez obzira da li se dispeguju u vodi ili simuliranim bioloSkim te¢nostima (Qureshi 1 sar.,
2015). Vreme samoemulgovanja (u sekundama) procenjivano je vizuelnim posmatranjem, a
rangiranje uzoraka (tip I-V) je izvrSeno prema skali, prikazanoj u tabeli 3.3.

Tabela 3.3. Vizuelna procena samoemulgovanja (Padia i sar., 2015; Shen i Zhong, 2006)

Tip | Disperzibilnost i izgled Vreme samoemulgovanja

I Bistra ili blago plavic¢asta mikroemulzija, brzo nastaje <1 min

I Plavicasto-bela emulzija, brzo nastaje <2 min

i Mle¢no-bela emulzija, brzo nastaje <3 min

IV | Sivkasto-bela emulzija, sporo nastaje > 3 min

V Slabo emulgovanje, velike kapi ulja prisutne na povrsini >3 min
3.2.1.4.2. Robustnost prema razblaZivanju

Robusnost prema razblaZivanju odredivana je nakon razblazivanja (10, 100, 250 i 1000 puta) tecnih
SMEDDS koji sadrze simvastatin, precis¢enom vodom , a dobijeni uzorci su posmatrani vizuelno,
radi procene bistrine. Transparencija je merena 2 h posle razblazivanja, na 650 nm, pomoc¢u UV
spektrofotometra (Evolution 300, Thermo Scientific, Velika Britanija), uz preci$¢enu vodu, kao slepu
probu (Bakhle i Avari, 2015). Rezultati su statisticki analizirani Studentovim t-testom, sa nivoom
znacajnosti od 0,05.

3.2.1.4.3. Analiza velicine i raspodele veli¢ine kapi

Za odredivanje veli¢ine i raspodele velic¢ine kapi (indeks polidisperziteta, engl. polydispersity index,
skr. PDI) koris¢ena je tehnika fotonske korelacione spektroskopije (engl. Photon Correlation
Spectroscopy, skr. PCS). Osnovni principi fotonske korelacione spektroskopije zashivaju se na
merenju stepena fluktuacije intenziteta rasute svetlosti, koja nastaje usled Braunovog kretanja kapi u
uzorku (Tscharnuter, 2006). Ova metoda se obi¢no primenjuje za uzorke koji imaju veli¢inu kapi u
opsegu od 0,002 do 2 um. Dobijeni rezultati se putem kompjuterskog programa prevode u velicinu
kapi koris¢enjem Stokes-Einstein-ove jednacine (Tscharnuter, 2006).

Odabrane te¢cne SMEDDS, bez i sa simvastatinom, nakon razblazivanja visoko precis¢enom vodom
u odnosu 1:10, podvrgnute su merenju veli¢ine i raspodele veli¢ina kapi pomocu uredaja Zetasizer
Nano ZS90 (Malvern Instruments, Velika Britanija), na temperaturi od 20 + 0,1 °C. Uredaj je
opremljen sa He-Ne laserom, koji generiSe upadnu koherentnu monohromatsku svetlost talasne
duzine 633 nm. Nakon prolaska kroz kivetu sa uzorkom, rasuta svetlost se detektuje pod uglom od
90°. Rad uredaja je integrisan sa kompjuterskim programom (Dispersion Technology Software, DTS,
Velika Britanija), koji omoguéava optimalno podeSavanje opticke konfiguracije instrumenta za svaki
set eksperimentalnih uslova, sprovodi merenje, vrsi analizu podataka i kreira izveStaj. Dobijeni
rezultati izrazeni su kao srednja vrednost veli¢ine kapi, PDI i standardna devijacija (SD) tri uzastopna
merenja za svaki uzorak.

46



3.2.1.4.4. Ispitivanje stabilnosti te¢cnih SMEDDS

Procena stabilnosti odabranih te€nih SMEDDS sprovedena je vizuelnim posmatranjem i
odredivanjem prosecne veli¢ine kapi i PDI, nakon jednog, tri i Sest meseci ¢uvanja uzoraka na sobnoj
temperaturi (22 £ 2 °C), u staklenim epruvetama sa navojem, zatvorenim plasticnim ¢epom,
zaSticenim od svetlosti, kako bi se izbegla fotodegradacija simvastatina. Uzorci su cuvani
nerazblazeni, a razblaZivanje je vrSeno naposredno pre merenja, u navedenim vremenskim
intervalima. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost velicine kapi, PDI 1 SD tri uzastopna merenja
za svaki uzorak.

Dodatno, u cilju procene stabilnosti tecnth SMEDDS, sprovedeno je i odredivanje sadrzaja
simvastatina inicijalno, u sveze izradenim uzorcima SMEDDS, kao i u uzorcima nakon jednog, tri i
Sest meseci Cuvanja na sobnoj temperaturi. Uzorci su najpre rastvoreni u 96% V/V etanolu, meSanjem
na ultrazvu¢nom kupatilu (Bandelin Sonorek Super RK 102 H, Bandelin electronic, Nemacka), a
zatim je sadrzaj simvastatina odreden UV spektrofotometrijski, na talasnoj duzini maksimuma
apsorpcije simvastatina.

3.2.1.5. In vitro ispitivanje brzine rastvaranja simvastatina iz te¢nih SMEDDS

Ispitivanje brzine rastvaranja simvastatina iz tecnih SMEDDS, punjenih u masi od 0,4 g u tvrde
zelatinske kapsule velicine ,,0°, sprovedeno je u aparaturi sa rotiraju¢om korpicom Erweka DT70
(Erweka, Nemacka), pri brzini rotiranja korpice od 75 obr/min. Kao medijum za ispitivanje brzine
rastvaranja koriS¢en je fosfatni pufer pH 7,0, zapremine 900 ml, na temperaturi od 37 + 0,5 °C.
Izabrani eksperimentalni uslovi su u skladu sa USP zahtevima za odredivanje brzine rastvaranja
simvastatina iz tableta sa trenutnim oslobadanjem, uz modifikaciju koja je iskljucivala dodavanje
0,5% natrijum-laurilsulfata u medijum. Dodavanje surfaktanta natrijum-laurilsulfata u medijum
smanjilo bi diskriminatornu mo¢ testa, odnosno, onemoguéilo bi razlikovanje profila brzine
rastvaranja simvastatina iz razli¢itth SMEDDS, s obzirom da surfaktanti povecavaju brzinu
rastvaranja lekovite supstance (Atef i Belmonte, 2008; Mahmoud i sar., 2013; Margulis-Goshen i
Magdassi, 2009). Po 5 ml uzorka je uzimano u unapred utvrdenim vremenskim intervalima, uz
nadoknadu medijuma nakon svakog uzorkovanja. Uzorkovanje je vrSeno nakon 5, 10, 15, 30, 451 60
min. Koncentracija rastvorenog simvastatina odredena je UV spektrofotometrijski, na talasnoj duzini
maksimuma apsorpcije simvastatina, prema metodi Chavan i saradnika (2014). Rezultati su prikazani
kao srednje vrednosti i SD, za tri ponovljena ispitivanja.

3.2.1.6. Poredenje profila brzine rastvaranje simvastatina iz te¢cnih SMEDDS

Sli¢nost in vitro dobijenih profila brzine rastvaranja simvastatina iz tecnih SMEDDS procenjena je
model-nezavisnim pristupom, pomocu faktora sli¢nosti (f2), koji se izracunava iz jednacine (2):

f, = 50log {[1 + =¥, (Ri — Ti)z]_o'5 x1oo} )

gde je n broj uzorkovanja, a Rt i Tt predstavljaju srednje vrednosti procenta rastvorene supstance za
referentnu formulaciju/formulaciju sa kojom se poredi (R) i ispitivanu formulaciju/formulaciju koja
se poredi (T) u vremenu t. Opisana metoda izra¢unavanja faktora slicnosti odobrena je od strane
Evropske agencije za lekove (engl. European Medicines Agency, skr. EMA) i Americ¢ke uprave za
hranu i lekove (engl. Food and Drug Administration, skr. FDA) kao prihvatljiva metoda za poredenje
profila brzine rastvaranja (EMA, 2020; FDA, 2017). Dobijeni profili brzine rastvaranja se smatraju
sli¢nim ako je 50 < f2 < 10.
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3.2.2. Druga faza eksperimentalnog rada

Druga faza ekperimentalnog rada je obuhvatila razvoj i primenu in silico modela za procenu
apsorpcije 1 bioloske raspolozivosti simvastatina, nakon peroralne primene razli¢itih preparata. U
ovom delu je opisan razvoj simvastatin-specifiénog PBPK modela, koji je dalje koris¢en da se, na
osnovu podataka o in vitro brzini rastvaranja simvastatina iz odabranih formulacija dobijenih u prvoj
fazi eksperimentalnog rada, predvide ocekivani stepen i brzina apsorpcije in vivo i odredi optimalno
mesto za apsorpciju simvastatina.

3.2.2.1. Razvoj simvastatin-specificnog PBPK modela

Za in silico modelovanje i simulacije koris¢en je GastroPlus™ programski paket (verzija 9.0.0007,
SimulationsPlus Inc., SAD). Ovaj kompjuterski program, na osnovu odabranog seta ulaznih
podataka, simulira prolazak kroz Gl trakt, rastvaranje, apsorpciju, dispoziciju (raspodelu) i
eliminaciju lekovite supstance. Za simulaciju procesa kojima podlezu lekovi primenjeni peroralnim
putem Koristi se tzv. ACAT model.

Primenjeni pristup modelovanja se sastojao iz dve faze, pri ¢emu je prva faza predstavljala razvoj
simvastatin-specifi¢cnog modela, a druga faza je bila primena modela. Simvastatin-specifi¢an model
je izgraden analizom i odabirom podataka iz literature, u kombinaciji sa eksperimentalnim i in silico
predvidenim vrednostima parametara koji opisuju biofarmaceutska svojstva simvastatina 1 fizioloske
karakteristike organizma. Poredenjem rezultata predvidanja sa podacima iz klinickih studija za
tablete sa trenutnim oslobadanjem simvastatina, izabran je optimalan set ulaznih parametara koji na
odgovarajuci nacin opisuje apsorpciju, konverziju u simvastatin-kiselinu, raspodelu i eliminaciju
simvastatina (tabela 3.4). S obzirom da se dostupni podaci iz klinickih studija odnose na tablete sa
trenutnim oslobadanjem simvastatina (Tubi¢-Grozdanis i sar., 2008), brzina rastvaranja lekovite
supstance u fizioloskim uslovima predvidena je pomoc¢u Johnson-ovog modela rastvaranja, koji je
zasnovan na modifikovanoj Nernst-Bruner-ovoj jednacini (Lu i sar., 1993; Zaborenko i sar., 2019).
Svi ostali parametri ACAT modela su podeseni na podrazumevane (default) vrednosti, koje opisuju
humanu fiziologiju u preprandijalnom i postprandijalnom stanju.

Da bi se simulirali dispozicija i metabolizam lekova u razli¢itim tkivima, ACAT model je povezan
sa tzv. ,kompletnim“ PBPK modelom. Izabrani PBPK model koristi GastroPlus™ podrazumevane
vrednosti fizioloskih parametara za odraslu osobu bele rase, starosti 30 godina i telesne mase 70 kg.
Ovi podaci predstavljaju srednje vrednosti za odabranu populaciju i dobijeni su metaanalizom
objavljenih podataka iz razli¢itih in vivo studija. Simvastatin-specifican model je izgraden
kori§¢enjem opcije za pracenje metabolita koja istovremeno opisuje konverziju simvastatina u
simvastatin-kiselinu i njihovu farmakokinetiku, kao $to je prikazano na slici 3.1. U model je ukljucena
i konverzija simvastatina u simvastatin-kiselinu pomoc¢u enzima karboksilesteraze (CES) u crevima
I jetri, kao i metabolizam simvastatina i simvastatin-kiseline pomo¢u enzima CYP3A4 u crevima i
jetri. Vrednosti za Michaelis-Mentenovu-ovu konstantu (Km) i maksimalnu brzinu enzimske reakcije
(Vmax) za CES u crevima i jetri, klirens CYP3A4 za simvastatin, kao i vrednost Km za metabolizam
simvastatin-kiseline pomoc¢u CYP3A4, preuzete su iz literature. Vrednost Vmax za klirens simvastatin-
kiseline pomo¢u CYP3A4 je optimizovana kako bi se generisani farmakokineti¢ki profili za
simvastatin i simvastatin-kiselinu slagali sa in vivo podacima (Tubi¢-Grozdanis i sar., 2008). Podaci
o distribuciji CYP3A4 po regionima Gl trakta i ekspresija CYP3A4 u jetri su preuzeti iz GastroPlus™
baze podataka za izabranu populaciju (vrednosti izracunate na osnovu publikovanih podataka (Paine
i sar., 1997)). Ekspresija CES u jetri je izraCunata na osnovu literaturnih podataka (Ross i sar., 2012)
I podrazumevane vrednosti programa za koncentraciju mikrozomalnih proteina u jetri (38 mg
proteina/g jetre).
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Slika 3.1. Shematski prikaz apsorpcije, transporta i metabolizma simvastatina i simvastatin-kiseline

Izgradeni model podrazumeva da lekovita supstanca moze pasivno da prolazi kroz bioloske
membrane, §to znaci da je koli¢ina lekovite supstance u tkivu ograni¢ena samo brzinom protoka krvi
kroz tkivo. U skladu sa tim, svi organi/tkiva, osim jetre, posmatrani su kao organi/tkiva u kojima je
raspodela lekovite supstance ograni¢ena perfuzijom krvi. Koeficijenti raspodele tkivo/plazma (Kp) za
ove organe/tkiva izraunati su koris¢enjem modifikovane Rodgers-Single (Lukacova) jednacine, pri
¢emu je slobodna frakcija lekovite supstance u tkivu (fut) izraCunata pomoc¢u S+ jednacine, integrisane
u okviru programa (Lukacova i sar., 2008). Kako bi se uzeo u obzir transport simvastatin-kiseline
preko bazolateralne membrane hepatocita posredstvom OATP1B1 transportera, jetra je definisana
kao organ u kome je raspodela ograni¢ena permeabilno§¢u simvastatina i simvastatin-kiseline. Podaci
0 ekspresiji OATP1B1 transportera u jetri su preuzeti iz literature (Badée i sar., 2015), kao i
odgovarajuc¢a vrednost Km (Huang, 2010), dok je vrednost Vmax optimizovana. Osim aktivnog
transporta, model uzima u obzir i pasivnu difuziju slobodne simvastatin-kiseline preko bazolateralne
membrane hepatocita. Doprinos pasivne difuzije odreden je pomocu tzv. PStc faktora za jetru, koji
opisuje permeabilnost supstance difuzijom u odnosu na dostupnu povrsinu kroz koju se vrsi transport.
PStc je izradunata na osnovu klirensa pasivne difuzije simvastatin-kiseline od 4 pl/min/10° ¢elija
(Tsamandouras i sar., 2015). Kako je, za razliku od simvastatin-kiseline, transport lipofilnog
simvastatina kroz bazolateralnu membranu hepatocita ograni¢en perfuzijom (a ne permeabilnoséu
supstance) (Tsamandouras i sar., 2015), pretpostavljeno je da je vrednost PStc za ovaj oblik lekovite
supstance 10000 puta veca od protoka krvi kroz jetru.

S obzirom da su ucesnicima u referentnoj studiji (Tubi¢-Grozdanis i sar., 2008) dati standardni obroci
nakon 4 h i 10 h od primene leka, u model je uklju¢ena opcija ,,meSovitog doziranja” (engl. mixed
multiple doses, skr. MMD), koja omoguéava promenu vrednosti fizioloSkih parametara iz
preprandijalnog u postprandijalnog stanja i obratno.

Validnost, odnosno, sposobnost predvidanja izgradenog modela testirana je poredenjem ishoda
simulacije sa literaturnim podacima o profilima koncentracije simvastatina i simvastatin-kiseline u
plazmi u funkciji vremena i odgovaraju¢im farmakokinetickim parametrima, dobijenim nakon
peroralne primene 20 mg simvastatina u obliku tableta sa trenutnim oslobadanjem (Tubi¢-Grozdanis
isar., 2008). Za ocitavanje numerickih vrednosti sa grafickih prikaza iz publikovanih radova koris¢en
je Diglt™ program (verzija 1.0.4, SimulationsPlus, Inc., SAD).
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U drugoj fazi modelovanja, izgradeni model je koriséen da se, na osnovu podataka o in vitro brzini
rastvaranja simvastatina iz odabranih formulacija dobijenih u prvoj fazi eksperimentalnog rada,
predvide oéekivani stepen i brzina apsorpcije in vivo, nakon peroralne primene izradenih formulacija.
Na osnovu mehanisticke analize rezultata simulacija identifikovano je optimalno mesto za apsorpciju
simvastatina, kako bi se dizajnirale odgovaraju¢e formulacije sa ciljnim, modifikovanim
oslobadanjem lekovite supstance 1, posledi¢no, poboljSanom bioloSkom raspolozivoscu.
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Tabela 3.4. Ulazni parametri za simulaciju apsorpcije simvastatina i simvastatin-kiseline u GastroPlus™

programu
Parametar Vrednost (simvastatin) (simv;s/t;i?g?lfigelina)
Molekulska teZina 418,60 g/mol 436,60 g/mol
logD (pH 7,0) 4,40° 1,88?

pPKa 13,49° 4,31°
jEegiI;tJ\r/anaPp:firmeabilnost kroz humani 3.20 x 10° cm/s® )

Doza 20 mg* -
Zapremina tecnosti uzeta sa lekom 200 ml° -
Rastvorljivost (u vodi) 20 pg/ml® -
Srednje vreme precipitacije 900 sf -
Koeficijent difuzije 6,42 x 10® cm?/s? -
Gustina Cestica lekovite supstance 1,20 g/mlf -
Velicina Cestica lekovite supstance 9 um" -
(k)r(\j/ril/(:)slalécirr]];:entraC| je lekovite supstance u 0,57 0,56"
;Igf:q?na frakcija lekovite supstance u 1.349" 5,48%"
CES K u crevima 237,60 mg/l -

CES Vpmax U Crevima 0,09 mg/s’ -

CES K u jetri 85,10 mg/l -

CES Vimax U jetri 0,40 mg/s’ -
CYP3A4 Kn, 2,01 mg/I¥ 11,06 mg/I'
CYP3A4 Vi 0,57 mg/s 800 mg/s™
OATP1B1 Kn, - 1,10 mg/I"
OATP1B1 Vi - ! i‘ralr?smggfémmg

? Podatak iz literature (Ishigami i sar., 2001)
b Podatak iz literature (Pasanen i sar., 2006)

¢ Vrednost izraCunata na osnovu pasivne permeabilnosti odredene na LLC-PK1 ¢elijskoj liniji (Hochman i
sar., 2004), uz pomo¢ konvertera integrisanog u okviru softvera
4 Podatak iz literature (Tubi¢-Grozdanis i sar., 2008)

¢ Eksperimentalna vrednost
f GastroPlus™ podrazumevana vrednost
9 GastroPlus™ predvidena vrednost

" Podatak iz literature (Tsamondouras i sar., 2015)

' Podatak iz literature (Gertz i sar., 2011)

I Vrednost konvertovana iz in vitro podataka (Imai i Ohtawa, 1992), uz pomo¢ konvertera integrisanog u

okviru softvera

k Vrednost konvertovana iz in vitro podataka (Ishigam i sar., 2001), uz pomo¢ konvertera integrisanog u

okviru softvera

"'Vrednost konvertovana iz in vitro podataka (Prueksaritanont i sar., 2003), uz pomoé konvertera

integrisanog u okviru softvera
™ Optimizovana vrednost

" Vrednost konvertovana iz in vitro podataka (Gelissena i sar., 2014), uz pomo¢ konvertera integrisanog u

okviru softvera
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3.2.3. Treéa faza eksperimentalnog rada

U trecoj fazi eksperimentalnog rada primenjena su dva pristupa u izradi lipidnih formulacija sa
modifikovanim oslobadanjem simvastatina. Prvi pristup je podrazumevao punjenje odabranih te¢nih
SMEDDS u acidorezistentne kapsule od hipromeloze, a drugi meSanje tecnth SMEDDS sa ¢vrstim
polimernim nosa¢ima. Dobijene formulacije su podvrgnute biofarmaceutskoj karakterizaciji, a zatim
na osnovu in vitro profila brzine rastvaranja simvastatina, primenom simvastatin-specifi¢nog in silico
modela razvijenog u drugoj fazi eksperimentalnog rada, izvrSeno je predvidanje ocekivanog stepena
i brzine apsorpcije simvastatina. U poslednjoj fazi odabrane su lipidne formulacije koje su pokazale
zeljeno oslobadanje simvastatina i sprovedena je njihova fizickohemijska karakterizacija i procena
stabilnosti.

3.2.3.1. Izrada lipidnih formulacija sa modifikovanim oslobadanjem simvastatina

U cilju dobijanja lipidnih formulacija sa modifikovanim oslobadanjem simvastatina, u prvom delu
trece faze eksperimentalnog rada, odabrani tecni SMEDDS punjeni su u acidorezistentne kapsule od
hipromeloze veli¢ine ,,0° (DRcaps™, Capsugel, SAD). U drugom delu su te¢ni SMEDDS, odabrani
na osnovu prve faze eksperimentalnog rada, mesani u pateni pomoéu pistila, sa Eudragit® polimerima
(Eudragit® L100, Eudragit® S100 i smesa Eudragit® S100/Eudragit® L100, u odnosu 1:1), u odnosu
SMEDDS:polimer 1:1 i 2:1 m/m. MeSanje praska Eudragit® polimera i te¢cnog SMEDDS je vrieno u
toku 5 min, da bi se dobila homogena smesa.

3.2.3.2. Biofarmaceutska karakterizacija lipidnih formulacija sa modifikovanim oslobadanjem
simvastatina

3.2.3.2.1. In vitro ispitivanje brzine rastvaranja simvastatina iz lipidnih formulacija sa
modifikovanim oslobadanjem

Ispitivanje brzine rastvaranja simvastatina iz teénih SMEDDS, punjenih u acidorezistentne kapsule
od hipromeloze, kao i iz uzoraka dobijenih mesanjem odabranih te¢nih SMEDDS i Eudragit®
polimera, punjenih u tvrde zelatinske kapsule, sprovedeno je u aparaturi sa cilindrom sa povratnim
kretanjem (Bio-Dis Extended Release Tester, VanKel Technology Group, SAD), prikazanoj na slici
3.2. Ova aparatura omogucava kontinuirano ispitivanje brzine rastvaranja lekovite supstance u
medijumima razli¢itih pH vrednosti (npr. 1,2; 6,0; 6,4; 6,9 1 7,4), ¢ime se oponaSaju promene u
fizioloskim uslovima u toku prolaska leka kroz GI trakt.

[L |
--\

I FEEESE= N\

Slika 3.2. Aparatura sa cilindrom sa povratnim kretanjem (Bio-Dis Extended Release Tester, VanKel
Technology Group, SAD)
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Izabrani eksperimentalni uslovi koji oponaSaju transport farmaceutskog oblika leka kroz GI trakt u
preprandijalnom stanju prikazani su u tabeli 3.5. U toku eksperimenta, po 5 ml uzorka je uzimano u
unapred utvrdenim vremenskim intervalima (15, 30, 45, 60, 90, 120, 135, 150, 180, 195, 210, 240,
270, 300 i 330 min), uz nadoknadu medijuma nakon svakog uzorkovanja. Nakon filtriranja uzoraka
(membranski filter od celuloznih estara veli¢ine pora 0,45 pm, Merck Millipore, SAD), sadrZaj
oslobodenog simvastatina odreden je UV spektrofotometrijski, na talasnoj duzini maksimuma
apsorpcije simvastatina. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti i SD za tri ponovljena
ispitivanja.

Tabela 3.5. Uslovi in vitro ispitivanja brzine rastvaranje simvastatina pomocu aparature sa cilindrom sa
povratnim kretanjem

Red I I i v \Y
Predstavljeni region Gl y proksimalni distalni distalni
trakta zeludac duodenum jejunum jejunum ileum
pH vrednost pH 1,2 pH 6,0 pH 6,4 pH 6,9 pH 7,4
Vreme zadrZavanja (min) 15 15 90 60 150
Vreme odlaganja (s) 30
Vreme cedenja (s) 60

3.2.3.2.2. Matemati¢ko modelovanje kinetike oslobadanja simvastatina iz lipidnih formulacija

sa modifikovanim oslobadanjem

Analiza in vitro profila brzine rastvaranja simvastatina iz lipidnih formulacija sa modifikovanim
oslobadanjem sprovedena je za uzorke dobijene mesanjem te¢nih SMEDDS i Eudragit® polimera,
primenom razli¢itih matematickih modela. Naime, da bi se objasnili kinetika i mehanizmi
oslobadanja simvastatina iz lipidnih formulacija dobijenih meSanjem te¢nih SMEDDS i Eudragit®
polimera, dobijeni profili brzine rastvaranja simvastatina su modelovani pomocu razli¢itih
matematickih jednadina i izracunati su koeficijenti determinacije (r?). NajviSa vrednost za r? ukazuje
na matematicki model koji najbolje opisuje profil oslobadanja lekovite supstance. Za opisivanje
kinetike oslobadanja simvastatina primenjeni su slede¢i matematicki modeli: kinetika nultog reda,
kinetika prvog reda (Costa i sar., 2001), Higuchi (Higuchi, 1963), Korsmeyer-Peppas (Korsmeyer i
sar., 1983), i Hixon-Crowell model (Hixon i Crowell, 1931). U tabeli 3.6 dat je pregled navedenih
matematickih modela i jednacine koje ih opisuju.

Tabela 3.6. Prikaz matemati¢kih modela primenjenih za opisivanje kinetike oslobadanja simvastatina iz
lipidih formulacija sa modifikovanim oslobadanjem

Model

Kinetika nultog reda
Kinetika prvog reda
Higuchi
Korsmeyer-Peppas

Jednacina
Wt == WO - ko Xt
InWt =InWo +k; Xt
Q =kh X t0,5
Q =k x t"
1 1
Wos — Wts =k, Xt

Hixon-Crowell

Wo — pocetna koli¢ina lekovite supstance u farmaceutskom obliku

W1 — kolicina nerastvorene lekovite supstance nakon vremena t

Q — koli¢ina lekovite supstance oslobodena/rastvorena nakon vremena t

Ko, K1, kn, K, kc — konstante brzine oslobadanja/rastvaranja u odgovaraju¢im modelima
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Kinetika nultog reda odlikuje se konstanthnom brzinom rastvaranja lekovite supstance iz
farmaceutskog oblika. To znaci da se ista koli¢ina lekovite supstance oslobodi/rastvori u svakoj

jedinici vremena, $to se u nekim slucajevima smatra idealnim za postizanje produzenog oslobadanja
(Costa i sar., 2001).

Kinetika prvog reda opisuje rastvaranje lekovite supstance koje je srazmerno koncentraciji lekovite
supstance. To znaci da se koli¢ina rastvorene lekovite supstance eksponencijalno smanjuje u

jednakim vremenskim intervalima, a zavisi od preostale (nerastvorene) koli¢ine lekovite supstance
(Costa i sar., 2001).

Higuchi model opisuje proces oslobadanja/rastvaranja lekovite supstance koji se zasniva na
Fick-ovom zakonu difuzije, odnosno koli¢ina oslobodene/rastvorene lekovite supstance je direktno
srazmerna kvadratnom korenu vremena. Ovaj model se najcesce koristi za opisivanje brzine
rastvaranja lekovite supstance iz farmaceutskih oblika sa modifikovanim oslobadanjem (Higuchi,
1963).

Korsmeyer i saradnici (1983) su razvili relativno jednostavan semiempirijski model, gde je k
konstanta koja opisuje geometriju i strukturu sistema, a n je eksponent koji opisuje mehanizam
oslobadanja lekovite supstance. Ovaj model je koristan za opisivanje oslobadanja/rastvaranja lekovite
supstance iz polimernih sistema kada mehanizam oslobadanja nije poznat ili kada je ukljuceno vise
mehanizama oslobadanja lekovite supstance (Korsmeyer i sar., 1983). Zavisno od vrednosti
eksponenta n, razlikuju se Cetiri slu¢aja (tabela 3.7). U slu¢aju nosaca cilindricnog oblika, kada je
vrednost eksponenta n = 0,45, mehanizam oslobadanja lekovite supstance je Fick-ova difuzija. U tom
slucaju, brzina difuzije je mnogo veca od procesa relaksacije polimernih lanaca. Kada je
0,45 <n<0,89, model koji opisuje kinetiku oslobadanja lekovite supstance je ne-Fick-ov ili
anomalni transport, a mehanizmi oslobadanja lekovite supstance su difuzija 1 bubrenje polimernih
lanaca. Kada je n = 0,89, model je ne-Fick-ov (,,slucaj II transporta“), a brzina oslobadanja lekovite
supstance odgovara kinetici oslobadanja nultog reda, dok su mehanizmi koji pokre¢u oslobadanje
bubrenje ili relaksacija polimernih lanaca. Na kraju, model ,super slucaj II transporta® opisuje
situacije kada je n > 0,89 1 predstavlja ekstremni oblik transporta (Costa i sar., 2001). U ovom slucaju,
tokom procesa sorpcije dolazi do naprezanja i lomljenja polimernih lanaca.

Tabela 3.7. Mehanizmi oslobadanja lekovite supstance u zavisnosti od eksponenta n (Costa i sar., 2001)

- Mehanizam oslobadanja lekovite | Brzina oslobadanja/rastvaranja u
Vrednost eksponenta
supstance funkciji vremena
n=0,45 Fick-ova difuzija t705
0,45<n<0,89 anomalni transport tn-1
n=0,89 slucaj II transporta kinetika nultog reda
n>0,89 super slucaj II transporta gt

*za nosace cilindri¢nog oblika

Hixon i Crowell (1931) su, pri razvoju modela koji opisuje oslobadanje lekovite supstance, posli od
pretpostavke da je povrSina Cestica (koja utice na brzinu rastvaranja) proporcionalna kubnom korenu
zapremine ¢estica. Koriste¢i ovaj odnos, dosli su do jednacine koja opisuje brzinu rastvaranja lekovite
supstance, predstavljenu u tabeli 3.6. Ova jednacina se primenjuje za opisivanje brzine rastvaranja iz
nosaca €ija se povrsina, preko koje se vrsi oslobadanje, propocionalno smanjuje tokom vremena, a
geometrijski oblik odrzava konstantnim. Hixon-Crowell model se moze primeniti na farmaceutske
oblike kao §to su tablete, pri ¢emu se povrSina vremenom proporcionalno smanjuje, a geometrijski
oblik odrzava konstantnim (Hixon i Crowell, 1931).
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3.2.3.3. In silico simulacija apsorpcije simvastatina iz lipidnih formulacija sa modifikovanim
oslobadanjem

Simvastatin-specifican GastroPlus™ model, razvijen u drugoj fazi eksperimentalnog rada, koris¢en
je za predvidanje ocekivanog stepena i brzine apsorpcije simvastatina nakon peroralne primene
lipidnih formulacija sa modifikovanim oslobadanjem. Kao dodatni ulazni parametri za simulacije
korisc¢eni su in vitro profili brzine rastvaranja simvastatina iz navedenih formulacija. Svi ostali ulazni
parametri su odgovarali vrednostima navedenim u tabeli 3.4.

Samo one lipidne formulacije koje su pokazale odgovarajuci, modifikovani profil oslobadanja/brzine
rastvaranja simvastatina podvrgnute su daljoj karakterizaciji.

3.2.3.4. Fizickohemijska karakterizacija lipidnih formulacija sa modifikovanim oslobadanjem
simvastatina

U cilju fizickohemijske karakterizacije C¢vrstih lipidnih formulacija sa Zeljenim modifikovanim
oslobadanjem simvastatina, dobijenih me$anjem te¢nih SMEDDS i Eudragit® polimera, sprovedena
su oscilatorna reoloska merenja, ispitivanje tvrdoce i stabilnosti.

3.2.3.4.1. Reoloska karakterizacija

Priprema uzoraka za reoloSka merenja izvrSena je na sledeé¢i nacin: uzorci, dobijeni me$anjem te¢nih
SMEDDS i Eudragit® polimera izliveni su, u koli¢ini od 4 g, u plasti¢ne kutije, pre¢nika 5 cm. Nakon
48 h stajanja, o€vrsli uzorci su pazljivo izvadeni iz kutija 1 izvrSena su oscilatorna reoloSka merenja.

Oscilatorna (dinamicka) reoloSka merenja su sprovedena koriS¢enjem reometra Rheolab MC 120
(Paar Physica, Nemacka), upotrebom kupa/ploca mernog sistema MK 22 (pre¢nik kupe 50 mm,
1° ugao nagiba, rastojanje izmedu kupe i ploce 50 pm), na temperaturi od 20 = 0,2 °C.

U toku oscilatornih merenja prati se ponaSanje sledec¢ih viskoelasti¢nih parametara (Mezger, 2015):

- G' — elastiéni modul (modul sacuvane energije) je pokazatelj elasti¢nog ponasanja i predstavlja
sposobnost sistema da sacuva elasti¢nu energiju po ciklusu povratne elasticne deformacije;

- G" — viskozni modul (modul izgubljene energije) je mera dinamic¢kog viskoznog ponasSanja i
predstavlja rasipanje energije u toku nepovratne viskozne deformacije;

- tan 0 — tangens faznog ugla je neimenovani broj, koji predstavlja odnos viskoznog i elasticnog
modula. On je mera odnosa izgubljene prema sacuvanoj energiji u cikli¢noj deformaciji i parametar
je za poredenje koji istovremeno kombinuje doprinos elasti¢ne i viskozne komponente u sistemu.
Odnos izmedu G', G" i tan ¢ je:

tand=G"/ G' (3)

U prvoj fazi merenja sproveden je test promene amplitude deformacija (engl. amplitude sweep), kako
bi se odredio linearni viskoelasti¢ni region uzoraka. Ovim ispitivanjem opisuje se ponasanje uzoraka
u toku vremena, pri malim pomeranjima mernog tela i ispituje granica prilikom koje dolazi do
naru$avanja unutrasnje strukture sistema. Podrucje deformacija u kojima reoloski parametri elasti¢ni
modul, viskozni modul i tangens faznog ugla pokazuju konsta