Univerza v Ljubljani
Fakulteta za farmacijo

ZALA SETINA

IN VITRO VREDNOTENJE SPROSCANJA RESVERATROLA IZ TRDNIH
SAMOMIKROEMULGIRAJOCIH SISTEMOV

IN VITRO EVALUATION OF RESVERATROL RELEASE FROM SOLID
SELFMICROEMULSIFYING DRUG DELIVERY SYSTEMS

Ljubljana, 2013



Diplomsko delo sem opravljala na Fakulteti za farmacijo na Katedri za farmacevtsko
tehnologijo pod mentorstvom prof. dr. Mirjane GaSperlin, mag. farm.

ZAHVALA

Najlepsa hvala mentorici prof. dr. Mirjani GasSperlin, mag. farm. in delovni mentorici
Katarini Bolko, mag. farm. za Stevilne strokovne nasvete, potrpezZljivost in dostopnost pri
izdelavi diplomske naloge. Zahvaljujem se doc. dr. Alenki Zvonar za pomo¢ pri DSC
analizi ter vsem ostalim zaposlenim na Katedri za farmacevtsko tehnologijo, ki so mi
kakorkoli pomagali pri raziskovalnem delu. Hvala tudi asist. Janji Trcéek, mag. farm. za

pomoc pri statisticni interpretaciji rezultatov.
Hvala vsem kolegicam, ki so mi polep3ale Studijska leta.

Iskrena hvala starSem, ki so mi omogocili Studij, me podpirali in v teh letih niso obupali

nad mano. Hvala ti Blaz za podporo, razumevanje in da si vedno ob meni.

IZJAVA

Izjavljam, da sem diplomsko nalogo samostojno izdelala pod vodstvom mentorice prof. dr
Mirjane Gasperlin, mag. farm.

Ljubljana, 2013 Zala Setina

Diplomska komisija:
Predsednik: prof. dr. Borut Strukelj, mag. farm.
Mentorica: prof. dr. Mirjana GaSperlin, mag.farm.

Clanica: asist. dr. Jasna Omersel, mag. farm.



Zala Setina Diplomska naloga

KAZALO
POVZETEK ..ottt b bbb bbb i
ABSTRACT bbbttt bbbttt \%
SEZNAM OKRAISAV ......ooiieieeeieeeee e vee e es st asas st anaanaas VII
1 UVOD ittt bbbttt bt 1
1.1  NALIPIDIH OSNOVANI SISTEMI .....ccooiiiiiiiiieeee e 1
1.2 SAMOMIKROEMULGIRAJOCI SISTEMI ........ccoovrieieiiereeeeeeseeseeee s 3
1.3 TRDNI SAMO(MIKRO)EMULGIRAJOCI SISTEML........coevurreerrerererererieien. 4
1.4 RESVERATROL ....coiiiii e 9
1.4.1  UCINKI T@SVETAIOLA ..ottt 10
2 NAMEN DELA .. et 13
3  EKSPERIMENTALNO DELO......ooiiiiiiiiiiieieeees e 14
31 MATERIALI ..o 14
3.2 NAPRAVE ... s 19
3.3 METODE ... .o 20
3.2.1 lzdelava (psevdo)trikomponentnega faznega diagrama............cccceevevvereennns 20
3.2.2  Priprava samomikroemulgirajofega SiStema..........ccvvrruverriuveeriieeeniieessneeaens 20
3.2.3  Pretvorba tekoCega samomikroemulgirajocega sistema v trdno obliko........ 21
I -1 o] (=1 T - ] [ OSSO SSSPRSS 22
3.25  Merjenje velikosti KapljiC diSPEIZij .......ccuuvuerverueiireiieiesieir e sie e 23
3.2.6  INVItro spro$€anje reSVEratrola ........cccveveeeerveieeseesieeieseesieeeesee e seesseeneeas 24
3.2.7  Tekocinska kromatografija visoke l0CLjiVOSti.......ccovrviiiiiiiiiiiiiiiicnice 26



Zala Setina Diplomska naloga

3.2.8  Obdelava podatkov in statisticna analiza............c.cceeevvviiieiiniiiiciinnees 28
3.2.9  Ugotavljanje kinetike spros§€anja resveratrola..........cccoovvvviiiiiiinniniinnennns 29
3.2.10 Diferen¢na dinamicna Kalorimetrija .......cccovveiviieiiiininiin e 30

4 REZULTATIIN RAZPRAVA ...t 32
41 (PSEVDO)TRIKOMPONENTNI FAZNI DIAGRAM.......ccociiiiiiiiieieeiees 32
4.2 VREDNOTENJE SAMOMIKROEMULGIRAJOCIH LASTNOSTI................. 33
43 REZULTATIIN VITRO SPROSCANJA RESVERATROLA .........cccoovvmnrrinnnee. 37
4.3.1 Sproscanje RSV iz SMES praskov.......cccccciviiiiiiiiiiiiiciec e 37
4.3.2  Sproscanje RSV iz SMES tablet........ccccooviiiiiiiiiiiic e 39

4.4 STATISTICNO OVREDNOTENJE REZULTATOV SPROSCANJ.................. 41
4.4.1 Testiranje razlik med rezultati spros¢anj praskov in tablet .............cccceeenne. 42
4.4.2  Testiranje razlik med rezultati spros¢anj v razlicnih puftih ..o 43
4.4.3  Testiranje razlik rezultatov spro§¢anj med vzorci nosilcev..........ccoevvrernnn. 43

4.5  KINETIKA SPROSCANJA RESVERATROLA ........ccooovrriirieieriieriiennrine 46
4.6 DIFERENCNA DINAMICNA ANALIZA (DSC)...ovvveiverrerirsieeeeeneesieesneneas 49

S SKILEPH .. 53
6  LITERATURA e 55



Zala Setina Diplomska naloga

POVZETEK

NajpogostejsSi ter najbolj zaZzelen vnos zdravilnih uéinkovin (ZU) je peroralna aplikacija.
Ta pa je problemati¢na predvsem za slabo vodotopne ucinkovine, saj izkazujejo nizko
bioloSko uporabnost. Eden izmed tehnoloskih pristopov za izboljSanje raztapljanja ZU je
vgradnja v samomikroemulgirajoci sistem (SMES). Ti so po definiciji brezvodne izotropne
zmesi lipidov, emulgatorjev, enega ali ve¢ hidrofilnih topil ali koemulgatorjev in ZU, ki v
stiku z vodnim medijem in vivo ob rahlem meSanju hitro in spontano tvorijo mikroemulzije
tipa olje v vodi. Ker je vecina sestavin SMES pri sobni temperaturi v tekocem ali
poltrdnem agregatnem stanju, jih najpogosteje polnijo v Zelatinaste kapsule. Tak3ne
farmacevtske oblike imajo mnoge slabosti. Problemati¢ni so predvsem visoki proizvodni
stroski, nizka stabilnost ter nekompatibilnost SMES-a z ovojnico kapsul. Zato so zadnja
leta Stevilne raziskave usmerjene v razvoj trdnih SMES formulacij. Tako zdruzimo
prednosti lipidnih dostavnih sistemov, predvsem povecano topnost in biolosko uporabnost,
s prednostmi trdnih farmacevtskih oblik, kot so nizki proizvodni stroski, enostavnejsa

izdelava, vecja stabilnost in ponovljivost ter predvsem boljSa komplianca pacientov.

V diplomskem delu smo slabo vodotopno ucinkovino resveratrol (RSV) vgradili v tekoci
SMES. Z adsorpcijo na trdne porozne nosilce, smo z meSanjem v pateni dobili SMES
praske. Pri delu smo uporabili razlicne nosilce, ki so se med seboj razlikovali po sestavi ter
obliki delcev, velikosti por in sposobnosti adsorpcije olj: porozni magnezijev
aluminometasilikat (Neusilin® US2) in dve obliki poroznega amorfnega silicijevega
dioksida (Syloid® 244FP in Sylysia® 350). SMES praskom smo dodali pomoZne snovi za
tabletiranje: suhi vezivi (Avicel® PH102 in Kollidon® VVA64), razgrajevalo (Ac-Di-Sol®) in
drsilo (magnezijev stearat) ter z metodo direktnega tabletiranja stisnili tablete.

Tako izdelanim trdnim formulacijam smo preverili  sposobnost ohranjanja
samomikroemulgiranja z merjenjem velikosti kapljic nastalih disperzij v HCI pufru s pH
1,2 in fosfatnem pufru s pH 6,8, ki simulirata fizioloSke pogoje. Vse trdne SMES
formulacije so po dispergiranju vsebovale vecje kapljice kot disperzija tekocega SMES-a, a

so Se vedno bile manjSe od 100 nm, kar je po definiciji zahteva za mikroemulzije.

S preskusom spros¢anja RSV iz trdnih formulacij smo ugotavljali, ali adsorpcija na trdne

nosilce vpliva na koli¢ino sproscene ucinkovine. Preskus smo izvajali v dveh medijih
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(pufru s pH 1,2 in pufru pH 6,8). Rezultati dokazujejo, da se po adsorpciji na nosilce ne
sprosti celotna kolicina RSV, ki je bila vgrajena v SMES. Med testiranimi trdnimi SMES-i
smo najvecjo koli¢ino sprosc¢enega RSV dosegli s formulacijami, ki so kot nosilec
vsebovale Neusilin® US2. S statistinim ovrednotenjem smo preverili signifikantnost
razlik med rezultati sproS¢anj ZU iz razlicnih formulacij. Statisticne razlike med
sproscanjem iz praskov in tablet smo opazili pri vzorcih Neusilin-R in Syloid-R (v obeh
medijih) ter Neusilin-T (pri pH 6,8). S primerjavo razlik med serijami tablet smo
signifikantne razlike opazili pri vseh serijah tablet, z izjemo Neusilin-T in Neusilin-R v
pufru s pH 6,8. Nato smo preverjali ujemanje rezultatov spros¢anj z modeli, ki opisujejo
razli¢ne kinetike sproscanj (0. red, 1. red, Hixson-Crowell, Higuchi, Korsmeyer-Peppas) in
ugotovili, da je mehanizem spro$¢anja RSV iz SMES praskov in tablet difuzijsko pogojen.
Z diferen¢no dinami¢no kalorimetrijo smo posneli termograme uéinkovine ter tekocih in
trdnih formulacij z in brez RSV. V termogramih trdnih in tekoc¢ih formulacij nismo opazili
endogenega vrha, ki predstavlja ponovno kristalizacijo RSV, zato lahko predpostavimo, da
ne pride do rekristalizacije u¢inkovine po adsorpciji na trdne nosilce ter nadaljnjem

tabletiranju.

Rezultati diplomskega dela potrjujejo, da pretvorba SMES-a v trdno obliko zmanjSa
koli¢ino sproscene u¢inkovine. Na nepopolno desorpcijo RSV vplivajo lastnosti nosilcev,
predvsem afiniteta do vezave povrsSinsko aktivnih snovi (PAS). Slednja vpliva na man;jsi
delez spros¢enih PAS v disperziji in posledi¢no na vecjo velikost kapljic v njej. Ker je
RSV bolj topen v PAS kot v oljni fazi, tako ostane nekaj u¢inkovine vezane na nosilcu.
Med preizkuSenimi nosilci se je za najbolj primernega izkazal Neusilin® US2, saj ima

najmanjsi vpliv na sproscanje ucinkovine iz trdnih formulacij.

Kljucne besede: resveratrol, samomikroemulgirajoci sistem, samomikroemulgirajoci

praski, samomikroemulgirajoce tablete, sproscanje resveratrola.
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ABSTRACT

The most common and the most desirable route of administration for the drug substance is
oral application. This, however, poses a problem for poorly water-soluble substances, since
they have low bioavailability for the oral mode of application. One technological approach
for improving solubility is the use of selfmicroemulsifying drug delivery systems
(SMEDDS). These are, by definition, anhydrous isotropic mixtures of lipids, surfactants,
one or more hydrophilic solvents or co-emulsifiers and the drug substance that quickly and
spontaneously form an oil-in-water microemulsion when they come into contact with an
aqueous medium and are stirred gently. Since at room temperature most of the components
are in a liquid or semi-solid aggregate state, they are most frequently filled into gelatin
capsules. There are many disadvantages to such dosage forms. The main problems are high
production costs, low stability and incompatibility of SMEDDS with capsule shells.
Therefore, in recent years a number of studies have focused on developing solid SMEDDS
formulations. Thus, we combine the advantages of lipid delivery systems, especially
increased solubility and bioavailability, with the advantages of solid pharmaceutical forms,
that is, low production costs, simpler production, greater stability and reproducibility, and,
primarily, better patient compliance.

For this diploma thesis we incorporated the poorly water-soluble active ingredient
resveratrol (RSV) with the liquid SMEDDS. Through adsorption onto solid porous
carriers, we produced SMEDDS powders by means of a pestle and mortar. We used
various carriers, which differed from each other in terms of the composition and form of
particles, pore size, and the oil adsorption capacity: porous magnesium
aluminometasilicate (Neusilin® US2) and two types of porous amorphous silicon dioxide
(Syloid® 244FP and Sylysia® 350). We added excipients to the SMEDDS powders: dry
binders (Avicel® PH102 and Kollidon® VA64), disintegrator (Ac-Di-Sol®) and the
lubricant (magnesium stearate), and made tablets by the direct compression method.

We tested the solid formulations for the capacity to maintain self-microemulsifying by
measuring the droplet size of the resulting dispersions in pH 1.2 buffer and in pH 6.8
phosphate buffer. After dispersion, all solid SMEDDS formulations contained larger
droplets than the dispersion of the liquid SMEDDS did, though they were still smaller than
100 nm.
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Through the dissolution test of RSV from solid formulations we determined whether
adsorption onto solid carriers affects substance release. We carried out the test in two
media (a 1.2 pH buffer and a 6.8 buffer). The results showed that after adsorption onto the
carriers the entire amount of RSV was not released from the solid SMEDDS. Among the
tested solid SMEDDS, we achieved the maximum amount of released RSV with
formulations that contained Neusilin® US2 as a carrier. By means of statistical evaluation
we tested the significant difference between the results of drug substance released from
various formulations. We then tested the correlation of release results with models that
describe various release kinetics (Zero Order, First Order, Hixson-Crowell, Higuchi,
Korsmeyer-Peppas) and determined that the procession of diffusion most affects the
release of RSV from SMEDDS powers and tablets. We recorded by Differential Scanning
Calorimetry the thermograms of the substance as well as of the liquid and solid
formulations with and without RSV. In the thermograms for the solid and liquid
formulations we did not observe endogenous peak, which represents the recrystallization of
RSV. We can therefore assume that there is no recrystallization of substance after

adsorption onto the solid carriers and after the subsequent tableting.

The results of this diploma thesis confirm that converting SMEDDS formulations into a
solid form decrease the amount of substance released. The incomplete desorption of RSV
is affected by the properties of the carriers, particularly by the surfactants binding affinity.
The latter affects a small proportion of released surfactants in dispersion and,
consequently, the greater the size of droplets in it. Since RSV is more soluble in PAS than
it is in the oil phase, some substance remains bound to the carrier. Among the carriers
tested, Neusilin® US2 proved to be the most reliable, since it had the least impact on the

release of the substance from solid formulations.

Key words: resveratrol, selfmicroemulsifying drug delivery systems, SMEDDS powders,
SMEDDS tablets, resveratrol release.

Vi
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SEZNAM OKRAJSAV

DSC
dv-TG
FO
HLB
HPLC

LMWH
m/m
olv
PAS
PDI
P-gp
Ph. Eur.
ROS
RSV
SD
sdv-TG
SES
SMES+RSV
SMES
USP
v/o

ZU

diferen¢na dinami¢na kalorimetrija (ang. Differential scanning calorimetry)
dolgoverizni trigliceridi

farmacevtska oblika

hidrofilno-lipofilno ravnotezje (ang. Hydrophilic-lipophilic balance)
tekocinska kromatografija visoke locljivosti (angl. High performance
liquid cromatography)

heparin z nizko molekulsko maso (ang. Low molecular weight heparin)
masni odstotek

olje v vodi

povrsinsko aktivna/(e) snov/(i)

polidisperzni indeks (angl. Polydispersity Index)

P-glikoprotein

Evropska farmakopeja (lat. Europhean Pharmacopoeia)

reaktivni kisikovi radikali (ang. Reactive oxygen species)

resveratrol

standardni odklon

srednjedolgoverizni trigliceridi

samoemulgirajoci sistem

samomikroemulgirajoci sistem z vgrajenim resveratrolom
samomikroemulgirajoci sistem

Ameriska farmakopeja (angl. The United States Pharmacopoeia)
voda v olju

zdravilna uéinkovina

Vil
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1 UVOD

V zadnjem cCasu se povecuje Stevilo slabo vodotopnih u¢inkovin, ki imajo posledi¢no nizko
bioloSko uporabnost po peroralnem vnosu. Ker je peroralna aplikacija Se vedno najbolj
zazelena dostavna pot za zdravljenje kroni¢nih obolenj, je razvoj peroralnih farmacevtskih
oblik pomemben za uspeh novih zdravilnih u¢inkovin (ZU) (1).

Slabo vodotopne in dobro permeabilne ZU po biofarmacevtskem klasifikacijskem sistemu
uvr§¢amo med uéinkovine razreda II (2). Absorpcija takih ZU je nadzorovana predvsem z
raztapljanjem v prebavnem traktu. IzboljSanje topnosti lahko tako pomembno poveca
njihovo biolosko uporabnost. S pravilnim razvojem formulacije lahko vplivamo na proces
raztapljanja in tako izboljSamo biolosko uporabnost ZU. V ta namen lahko uporabimo
razli¢ne pristope, kot so na primer zmanjSevanje velikosti delcev, izdelava nanodelcev,
nanosuspenzij, mikrokapsul in trdnih disperzij ter podobno (3-5). Omenjeni pristopi niso
vedno ucinkoviti, zato se v zadnjih letih veliko pozornosti namenja tudi formulacijam, ki

so osnovane na lipidih.

1.1 NALIPIDIH OSNOVANI SISTEMI

Na lipidih osnovani sistemi so lahko raztopine enostavnih oljnih faz ali razli¢ne
kompleksnejSe sestave razli¢nih olj z emulgatorji, koemulgatorji in sotopili (2). Zdravilna
ucinkovina, raztopljena v na lipidih osnovanih sistemih, ostane v raztopljenem stanju
celoten ¢as prehoda skozi prebavni trakt. S tem se izognemo procesu raztapljanja, ki je
omejujoci dejavnik pri absorpciji slabo vodotopnih ZU. Po dispergiranju lipidnih
formulacij v prebavnih sokovih nastane emulzija, poveca se medfazna povrsina, na kateri
se ucinkovina porazdeljuje med oljnimi kapljicami in vodno fazo, iz katere poteka
absorpcija (2). Rezultat je viSja, enakomernejsa in bolj ponovljiva bioloSka uporabnost.
Poleg tega lahko na lipidih osnovani sistemi vplivajo na obseg absorpcije uc¢inkovine tudi z
inhibicijo enterocitnega sekretornega prenaSalca P-glikoproteina (P-gp) ter inhibicijo
predsistemskega metabolizma v steni prebavnega trakta (inhibicija encima citokroma
P450). Lipidi lahko povecajo tudi obseg absorpcije ZU v limfni obtok, s ¢imer se le-ta
izogne metabolizmu prvega prehoda skozi jetra. Prav tako prisotnost lipidov vpliva na
podaljSanje casa prehoda ucinkovine skozi gastrointestinalni trakt in stabilnost slednje v le-

tem, saj lahko lipidne kapljice vgrajeno uéinkovino zascitijo pred razgradnjo (6).



Zala Setina Diplomska naloga

Peroralni na lipidih osnovani sistemi za dostavo ZU so lahko sestavljeni iz razli¢nih oljnih
raztopin, povrsinsko aktivnih snovi (PAS) in sotopil. Raznolikost sestave lipidnih sistemov
oteZuje primerjavo na lipidih osnovanih formulacij med seboj ter z ostalimi dostavnimi
sistemi. Pouton je zato leta 2000 razvil in objavil klasifikacijski sistem za razlikovanje med
razliénimi sestavami na lipidih osnovanih sistemov. Originalna klasifikacija je definirala tri

razrede, Cetrti je bil dodan leta 2006 (6,7). Razredi so predstavljeni v preglednici I.

Preglednica |: Klasifikacijski sistem na lipidih osnovanih sistemov, sestava in znacilnosti posameznih
sistemov;  HLB  (hidrofilno-lipofilno  ravnotezje), SES  (samoemulgirajoci  sistem), ~ SMES

(samomikroemulgirajoci sistem). Povzeto po (2,7).

[ 0 WL i L W 2L
Sestava (%)
100 40 - 80 40 - 80 <20 /

Hidrofobni

emulgatorji / 20 - 60 / / 0-20
(HLB<12)
Hidrofilni

emulgatorji / / 20 - 40 20 - 50 30 - 80
(HLB>12)

Hidrofilna
. / / 0-40 50 - 100 0-50
sotopila
Velikost kapljic Grobe
5 100 - 250 100 - 250 50 — 100 > 50
disperzij (nm) emulzije

. Ni SES brez SES z SMES z Po dispergiranju
Lastnosti vodne . - - )
" - spontanega vodotopnih vodotopnimi vodotopnimi  tvorba raztopine

isperzije
perel dispergiranja komponent komponentami  komponentami micelov
Za V vodnem .
. L y V vodnem V vodnem Velika
dispergiranje mediju . . . . S
. . . mediju tvorijo  mediju tvorijo  solubilizacijska
Splosne lastnosti je potrebna spontano )
B rahlo motno opalescentno kapaciteta za
prebava tvorijo ) y ) y
o 5 disperzijo disperzijo mnoge ZU
glicerida emulzijo o/v




Zala Setina Diplomska naloga

1.2 SAMOMIKROEMULGIRAJOCI SISTEMI

Samomikroemulgirajoce sisteme (SMES) v klasifikacijskem sistemu uvr§¢amo v skupino
I1IB. V zadnjem casu S0 med najbolj raziskanimi podrocji na lipidih osnovanih sistemov.
SMES-i so po definiciji brezvodne izotropne zmesi lipidov, emulgatorjev, enega ali ve¢
hidrofilnih topil ali koemulgatorjev in uc¢inkovine, ki v stiku z vodnim medijem ob rahlem
mesanju hitro in spontano tvorijo mikroemulzijo tipa olje v vodi (o/v) (1). Mikroemulzije
so definirane kot opti¢no transparentne in termodinamsko stabilne disperzije vodne in oljne
faze, stabilizirane z medfaznim filmom emulgatorja. Velikost kapljic, ki nastanejo pri

dispergiranju SMES-a je manj$a od 100 oz 50 nm (1,2).

Mehanizem samomikroemulgiranja Se ni natanéno poznan. Zelo verjetno je proces
spontan, kadar je sprememba entropije zaradi dispergiranja vec¢ja od energije, ki je
potrebna za povecanje povrSine ob dispergiranju. Prosta energija sistema je takrat
negativna ali zelo nizko pozitivna, zato proces samomikroemulgiranja potece spontano
oziroma Ze ob rahlem meSanju (1). SMES po vnosu hitro zapustijo Zelodec in se v obliki
drobnih kapljic porazdelijo po prebavnem traktu. Zaradi peristaltiCnega gibanja
gastrointestinalnega trakta pride do meSanja disperzije, medtem ko stalno prisotne
prebavne tekocCine predstavljajo medij za spontano samoemulgiranje. U¢inkovina je ves
Cas znotraj kapljic nastalih mikroemulzij, zato ostane raztopljena celoten cas prehoda

prebavnega trakta (1,2).

Olje je eden najpomembnejSih pomoznih snovi v formulaciji SMES-a. Ne samo zato, ker
se lahko v njem raztaplja dolocena koli¢ina lipofilne ZU ali olajsSa samoemulgiranje,
ampak tudi in predvsem zato, ker lahko poveca del lipofilne ZU, ki se absorbira v
limfati¢ni sistem (8). Za pripravo lipidnih formulacij se uporabljajo predvsem dolgoverizni
trigliceridi (dv - TG; ve¢ kot 12 ogljikovih atomov) in srednje dolgoverizni trigliceridi (sdv
- TG; 6 — 12 ogljikovih atomov). Slednji imajo boljSo sposobnost samomikroemulgiranja,
odsotnost dvojnih vezi pa omogoc¢a boljso stabilnost SMES-a (1). Uporabljajo se tudi
(delno) hidrolizirana rastlinska olja (mono- in digliceridi) in njihovi derivati. Slednji
izkazujejo vecjo sposobnost raztapljanja ZU ter so manj dovzetni za oksidacijo, Ki

povzroci nasic¢enje dvojnih vezi (8).

PAS lahko na ve¢ naéinov izboljSajo bioloSko uporabnost ucinkovin. Vplivajo na

povecanje topnosti in hitrosti raztapljanja vgrajenih uc¢inkovin iz SMES-a, kar je povezano
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z amfifilno naravo emulgatorjev. S tem, ko se porazdelijo v lipidni dvosloj celi¢ne
membrane epitelijskih celic, porusijo strukturo lipidnega dvosloja in s tem omogocajo
povecano prehajanje ucinkovin. Zaradi svojih lastnosti vplivajo tudi na tesne stike med

enterociti (1).

Z dodatkom organskih topil izboljSamo raztapljanje hidrofilnih PAS ali ZU v lipidni
podlagi, s tem pa zmanjSamo koli¢ino potrebnih PAS za ucinkovit SMES. Sotopila, ki se
uporabljajo v ta namen, so na primer etanol, glicerol in polietilenglikol. Vendar moramo
sotopila uporabljati v omejenih koli¢inah, saj po red¢itvi z vodo hitro izgubijo svojo

solubilizacijsko kapaciteto in lahko povzroc¢ijo obarjanje ZU v prebavnem traktu (2).

1.3 TRDNI SAMO(MIKRO)EMULGIRAJOCI SISTEMI

SMES-i so ve¢inoma omejeni na tekoCe farmacevtske oblike, saj je vec¢ina komponent pri
sobni temperaturi v teko¢em ali poltrdnem agregatnem stanju. Teko¢e SMES se zato
obic¢ajno polni v mehke ali trdne Zelatinske kapsule, kar pa ima kar nekaj slabosti in
omejitev. Problemati¢ni so predvsem visoki proizvodni stroski, nizka stabilnost ter
nekompatibilnost sistemov z ovojnico kapsul (9).

Zadnja leta je zato veliko raziskav usmerjenih v iskanje trdnih SMES formulacij. S
pretvorbo v trdno obliko zdruzimo prednosti tekocih lipidnih dostavnih sistemov,
predvsem povecano topnost in biolosko uporabnost, s prednostmi trdnih farmacevtskih
oblik, kot so nizki proizvodni stroski, lazja procesna kontrola, vec¢ja stabilnost in
ponovljivost ter predvsem boljsSa komplianca pacientov. Trenutno so od trdnih
farmacevtskih oblik na trziSc¢u le trde in mehke Zelatinaste kapsule (10,11), medtem ko je
iskanje novih trdnih farmacevtskih oblik v velikem zagonu. Za pretvorbo v trdne SMES se
lahko posluzujemo razli¢nih tehnoloskih pristopom; suSenju z razprsevanjem, adsorpcijo
na trdne nosilce, granuliranjem talin, iztiskanjem oz. kroglicenjem talin, z
mikrokapsuliranjem in s tehnologijami s superkriti¢nimi fluidi (12). Tako dobimo trdne
SMES, ki jih nadaljnje oblikujemo v formulacije glede na Zelen nacin aplikacije. Primeri

so predstavljeni v nadaljevanju poglavja.
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Suhe emulzije

Suhe emulzije so praski, ki v stiku z vodo spontano tvorijo emulzije. Lahko jih polnimo v
kapsule ali so predstopnja za stiskanje tablet. Pripravljene so iz emulzije olje/voda, kjer
vodo odparimo s rotacijsko evaporacijo, liofilizacijo ali s suSenjem z razprSevanjem,
sistemu pa so dodani v vodi topni trdni nosilci (laktoza, maltodekstrin,...).

Med novejSe trdne SMES spada gastroresistentno oblozena suha emulzija, pridobljena s
liofilizacijo, ki se lahko uporablja za peroralno dostavo peptidov in proteinskih ZU.
Formulacija je sestavljena iz PAS, rastlinskih olj in ob pH odvisnega polimera in kot ZU
vsebuje inzulin. ZU so z dodatkom PAS vgradili v oljno suspenzijo in nato sistem
dispergirali v vodni fazi hidroksipropilmetil celuloznega ftalata. Po homogenizaciji
disperzije in nadaljnji liofilizaciji so dobili trdne delce, ki so jih polnili v kapsule.
Ugotovljeno je bilo, da je sproscanje inzulina iz taksnih kapsul odvisno od pH medija in

prisotnosti lipaze v simuliranih gastrointestinalnih pogojih (13).

Samo(mikro)emulgirajoce kapsule

Samoemulgirajo¢e kapsule so bile prva trdna samoemulgirajo¢a farmacevtska oblika.
Tekoce SES se polni v zelatinaste kapsule, ki so lahko trdne ali mehke. Pri tem lahko pride
do tezav, bodisi z nekompatibilnostjo vsebine kapsule z ovojnico ali same locitve faz
znotraj kapsule. Topila lahko raztopijo ovojnico kapsule oz. iz nje nenadzorovano kapljajo.
Gao in sodelavci so z dodatkom polimera hidroksipropilmetil celuloze povecali viskoznost
SES. Tako so povecali stabilnost SES, preprecili razslojevanje in obarjanje paklitaksela ter
izboljSali bioloSko uporabnost le-te (14).

Poleg polnjenja teko¢ih S(M)ES lahko v kapsule polnimo tudi trdne S(M)ES, ki jih dobimo
s predhodnim dodatkom trdnih nosilcev (adsorbentov, polimerov, idr). Yukako in
sodelavci so heparin z nizko molekulsko maso (LMWH), ki se ga uporablja za zdravljenje
venske tromboembolije, vgradili v SMES in nato zmes pretvoriti v prasek s pomocjo treh
vrst adsorbentov. Te SMES praske so polnili v trde kapsule. Rezultati in vivo testa so
pokazali, da so trdni SMES dosegli u¢inkovito terapevtsko koncentracijo ZU v plazmi, kar

bi lahko v prihodnosti nadomestilo paranteralno pot vnosa heparina (15).

Trdne farmaceviske oblike, v katerih so teko¢i S(M)ES polnjeni v trdne in mehke

zelatinaste kapsule in prisotni na trgu, so predstavljeni v preglednici Il.
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Preglednica Il: Seznam trdnih samo(mikro)emulgirajocih oblik, ki so na trZiséu; Povzeto po (10,11).

IME ZDRAVILA UCINKOVINA FARMACEVTSKA OBLIKA PROIZVAJALEC INDIKACIJA
Antivi dravil
Agenerase® Amprenavir Mehka Zelatinska kapsula Glaxo SmithKline (:l\}\)/lrusno zdraviio
Convulex® :(/ias:rnr:JSka Mehka Zelatinska kapsula Pharmacia Antiepileptik
L o e Antivirusno zdravilo
Forovase® Sakvinavir Mehka Zelatinska kapsula Roche (HIV)
Gengraf® Ciklosporin A/lll  Trda Zelatinasta kapsula Abbot Imunosupresiv
Liprex® Fenofibrat Trda Zelatinasta kapsula Sanofi-Aventis Antihiperlipidemik
Abbot Antivirusno zdravilo
. ® . . s
Norvir Ritonavir Mehka Zelatinska kapsula Laboratories (HIV)
Rocaltrol® Kalcitriol Mehka Zelatinska kapsula Roche Regulator kalcija
Sandimmune® Ciklosporin A/1l Mehka Zelatinska kapsula Novartis Imunosupresiv
;aer:)c:lar:l)mune- Ciklosporin A/l Mehka Zelatinska kapsula Novartis Imunosupresiv
Targretin® Beksaroten Mehka Zelatinska kapsula Novartis Antineoplastik

Samoemulgirajoce tablete z nadzorovanim sproscanjem

Kombinacija lipidov in PAS ter pretvorba v trdno obliko se je izkazala kot velik potencial
za pripravo samoemulgirajo¢ih tablet. NajnovejSi napredek na podroju raziskav je
samoemulgirajoca tableta, ki deluje kot osmotska c¢rpalka. Tekoc¢o formulacijo
samonanoemulgirajoCega sistema so adsorbirali na zmes pomoznih snovi, ki tvorijo jedro
tablete. Nastalo pasto so stisnili v granule, jih posusili in tabletirali. Tablete so oblozZili ter
Jim naredili odprtino, skozi katero se je ucinkovina nadzorovano sproscala s pomocjo
osmoze. Sistem je po dispergiranju ohranil samonanoemulgirajoCe lastnosti, kar so
preverili z merjenjem velikosti kapljic disperzije v deionizirani vodi. Rezultati in vivo
Studij so pokazali, da se je ucinkovina iz samonanoemulgirajocih tablet sproscala
enakomerno, hitrost eliminacije u¢inkovine pa je bila pocasnejsa v primerjavi s teko¢imi
samonanoemulgirajo¢imi sistemi polnjenimi v kapsule. Samonanoemulgirajoce tablete z
osmotsko ¢rpalko lahko vzdrZujejo konstantno koncentracijo ciklosporina A v krvi, kar

pripomore k boljSi u¢inkovitost in k zmanjSanju nezelenih u¢inkov ZU (16).
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Samoemulgirajoce mikrokapsule

Mikrokapsuliranje je proces, pri katerem zelo drobne kapljice, zra¢ne mehurcke ali trdne
delce obdamo s slojem polimera, lipida ali z drugimi ustreznimi snovmi. Izkoris¢amo ga za
zaScCito vgrajene ucinkovine pred vplivi iz okolja, za spremembo agregatnega stanja snovi
ter za omogocanje prirejenega spros¢anja vgrajene u¢inkovine (17).

Mikrokapsule s samoemulgirajo¢imi lastnostmi so razvili Zvonar s sodelavci. Z metodo
vibrirajo¢e Sobe so pripravili mikrokapsule s Ca-pektinatom, ki so vsebovali
samomikroemulgirajoce jedro s furosemidom. SMES je bil sestavljen iz 12% (m/m) oljne
faze (Mygliol 812) in 88% (m/m) PAS (emulgator Labrasol in koemulgator Plurol
Oleique), v kateri je omogoceno raztapljanje furosemida v visokih koncentracijah (86 mg /
ml SMES). Tako pripravljenim SMES jedrom so dodali beli vosek oz. koloidni silikagel,
da so povecali viskoznost. Ta SMES jedra so nato oblozili s hitosanom in jih posusili.
Dokazali so, da se z vgradnjo furosemida v SMES poveca njegova permeabilnost in

bioloSka uporabnost (18).

Samomikroemulgirajoce pelete z nadzorovanim sproscanjem

Pelete so veCenotna farmacevtska oblika, ki imajo Stevilne prednosti pred
konvencionalnimi trdnimi enoenotnimi farmacevtskimi oblikami, kot so fleksibilnost
proizvodnje, zmanjSevanje variabilnosti plazemskih profilov in zmanjSanje drazenja
gastrointestinalnega trakta, brez zniZanja bioloSke uporabnosti ZU. Zhang in sodelavci so
naredili pelete s podaljSanim sproS¢anjem z ucinkovino puerarin. SMES pelete so poleg
ZU vsebovale ricinusovo olje, etoksilirano ricinusovo olje, 1,2-propandiol,
hidroksipropilmetil celulozo in mikrokristalno celulozo. Pelete so izdelali z iztiskanjem in
krogli¢enjem. SMES pelete s podalj$anim spro$¢anjem S0 bistveno izboljSale bioloSko
uporabnost puerarina po peroralnem vnosu v primerjavi s teko¢imi SMES-i ter tabletami s

puerarinom (19).

Samoemulgirajoci nanodelci

Nanodelci so trdni koloidni delci velikosti 1-100 nm (4). Zgrajeni so iz nosilnega ogrodia,

v katerem je ucinkovina raztopljena, dispergirana, nanj adsorbirana oz. kovalentno vezana.
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Tovrstni dostavni sistemi se odlikujejo po veliki zmogljivosti vgradnje ucinkovine,
omogocajo nadzorovano spros¢anje ué¢inkovine kot tudi zascito pred razgradnjo (20).

Trickler in sodelavci so razvili SES nanodelce, sestavljene iz hitosana in gliceril
monooleata za dostavo citostatika paklitaksela. Ti nanodelci z bioadhezivnimi lastnosti so
bili pripravljeni iz multiple emulzije tipa olje/voda/olje z odparevanjem topila. S SES
nanodelci so izboljsali topnost paklitaksela ter dosegli 100% izkoristek sproscene
u¢inkovine, medtem ko je zaradi hitosana prisSlo do podaljSanega sprosc¢anja. Te prednosti
omogocajo uporabo nizjih odmerkov ZU za dosego terapevtskega ucinka, kar zmanjSuje

nezelene ucinke povezane s kemoterapevtiki kot je paklitaksel (12).

Samoemulgirajoce mikrosfere

You in sodelavci so pripravili SES mikrosfere s prirejenim spros¢anjem, ki kot oljno fazo
vsebujejo zedoary kurkuma olje (u¢inkovina se uporablja v tradicionalni kitajski medicini).
Nato so s tehniko sferi¢ne kristalizacije pripravili mikrosfere. Prirejeno spro$¢anje SO
dosegli z razlicnim razmerjem hidroksipropil-acetat-sukcinata v primerjavi z Aerosil-a
200. S pripravo samoemulgirajo¢ih mikrosfer so izboljsali bioloSko uporabnost ZU glede

na tekoce SES, prav tako je bilo doseZeno Zeleno nadzorovano sproscanje le-te (12).

Samoemulgirajoci vsadki

Chae in sodelavci so citostatik karmustin, ki se uporablja za zdravljenje malignih
mozganskih tumorjev, vgradili v samoemulgirajo¢e vsadke. Ker je uc¢inkovitost karmustina
omejena zaradi kratkega razpolovnega Casa, so stabilnost povecali s pretvorbo v SES. Ta je
bil sestavljen iz triglicerida tributirina, polioksil hidrogeniranega ricinusovega olja in
poliglikoliziranega glicerida. Karmustin so najprej raztalili v oljni fazi, ki so ji kasneje
dodali emulgator in koemulgator ter s iztiskanjem izdelali implantate manjSe velikosti.
Rezultate so primerjali s karmustinom vgrajenim v PLGA (kopolimer mle¢ne in glikolne
kisline) implantate. In vitro test je pokazal, da se je razpolovni ¢as karmustina povecala iz
45 min na 130 min, spros¢anje je bilo pocasneje in enakomernejSe. Po dodatku SES v
PLGA implantate se je ucinkovina sprostila hitreje in dosegla boljsi citotoksi¢ni ucinek.
Taksni implantati so imeli vecjo protitumorsko aktivnost in so bili manj obcutljivi na
hidrolizo od tistih, ki niso imeli dodanega SES (21).
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Samoemulgirajoce svecke in vaginalne globule

Kim in sodelavci so dokazal, da lahko trdni SES povecajo ne samo Gl absorpcijo, ampak
tudi rektalno oz. vaginalno adsorpcijo. Glicirizin, ki po peroralni poti komaj dosega
terapevtske plazemske koncentracije, lahko z vaginalno ali rektalno aplikacijo s
samoemulgirajoimi sveCkami doseZe terapevtske vrednosti za zdravljenje kronic¢ne
bolezni jeter. Formulacija je vsebovala poleg glicirizina Se zmesi estrov glicerola in
makrogola z C6 - C18 mascobnimi kislinami. Raziskovalci so ugotovili, da bi tak nacin

aplikacije lahko nadomestil intravensko aplikacijo ZU (12).

1.4 RESVERATROL

Resveratrol (RSV) je bel ali bledo rumen praSek. Kemijsko je 3,5,4'-trihidroksti stilben,
polifenolna u¢inkovina z molekulsko formulo C14H1,03, molekulsko maso 228,25 g/mol in
temperaturo talis¢a med 253 in 255°C. Po biofarmacevtski klasifikaciji (BSC) jo uvrs¢amo
v razred II, je v mascobah topna substanca, dobro topna tudi v etanolu (50 mg/ml) in slabo

topna v vodi (0,03 mg/ml), a dobro permeabilna skozi membrane prebavil (22).

Zaradi strukture RSV je lahko v naravi prisoten v trans- (E-) ali cis- (Z-) obliki (Slika 1).
Reakcija izomerizacije trans- v cis- obliko poteka ob izpostavljenosti ultravijoli¢énim
Zarkom in poteka do vzpostavitve ravnoteZzja med izomeroma. Trans-izomer je biolosko
bolj aktiven kot cis-izomer, predvsem zaradi neplanarne konformacije. Cis-RSV je tudi
manj stabilen in posledi¢no komercialno nedostopen, zelo malo je tudi dokazov o
farmakoloski aktivnosti le-tega. Lahko pa sluZi kot rezervoar za pretvorbo v trans-RSV, saj

vedno obstaja ravnotezje med trans in cis oblikama RSV.

x OH
A o
A, O
HO OH OH

Slika 1: Struktura cis-RSV levo in trans-RSV desno.
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RSV je polifenolna ucinkovina, prisotna v Stevilnih rastlinskih vrstah in je sestavina
Cloveske prehrane. Polifenoli nastajajo v rastlinah kot odgovor na zunanje stresne
dejavnike, kot so poSkodbe, gliviéne okuzbe, izpostavljenost ozonu in ultravijolicnem
sevanju. Spojina je bila prvi¢ izolirana leta 1940 iz korenine belega teloha (Veratrum
grandiflorum O. Loes), leta 1963 pa iz korenine japonskega dresnika (Polygonum
Cuspidatum), ki se v tradicionalni Kitajski in japonski medicini uporablja za zdravljenje

Stevilnih bolezni kot so dermatitis, gonoreja in hiperlipidemija (23).

Odkritih je bilo ze ve¢ kot sedemdeset vrst rastlin in njihovih plodov, ki vsebujejo RSV,
kot so rdece grozdje, arasidi, borovnice, evkaliptus, jelka, lilija, idr. Najve¢ja vsebnost
RSV je bila najdena v rde¢em grozdju (Vitis vinifera), zlasti v semenih in lupinici grozdnih
jagod. Te vsebujejo 50 do 100 pg RSV na gram lupinic jagod, kar ustreza 5 - 10% celotne
mase, posledi¢no v grozdnem soku in rdeCem vinu najdemo veliko RSV. Vsebnost RSV v
grozdju je Se posebej visoka, ko je vinska trta okuZzena z glivo Botrytis cinerea (24,25).
Fernander-Mar in sodelavci so naredili raziskavo o koli¢ini RSV v razliénih vinih.
Ugotovili so, da je koli¢ina RSV v vinu odvisna ne samo od sorte grozdnih jagod, ampak
tudi od geografskih, agronomskih ter klimatskih pogojev in podvrzenosti stresnim

dejavnikov (glivicne okuZbe, izpostavljenost UV Zarkom, idr.) (26).

1.4.1 UCcinki resveratrola

Znanstvene raziskave Ze ve¢ let porocajo, da ima RSV Sirok nabor zazelenih bioloskih in
terapevtskih ucinkov, kot so antioksidativno delovanje, protitumorno delovanje,
protivnetni ucinek, idr (27). Terapevtska uporaba RSV je zelo omejena zaradi njegovega
kratkega razpolovnega casa (~8-14 min) in hitrega metabolizma (23). Rezultati
farmakokineti¢nih $tudij kazejo, da je bioloska uporabnost RSV skoraj ni¢, zato se

intenzivno i8¢e nove farmacevtske oblike, ki bi jo povecale (27).

Antioksidanti so spojine endogenega ali eksogenega izvora, ki veCinoma ze v nizkih
koncentracijah lahko upocasnijo, prekinejo ali prepreéijo verizne radikalske reakcije (28).
Normalno celiéni metabolizem ustvari reaktivne kisikove intermediate (ROS), kot so
superoksid, vodikov peroksid in hidroksilni radikal, ki se jih telo ubrani z znotrajceli¢nimi
encimi, kot so glutation, superoksid dismutaza in katalaza. Kopi¢enje ROS v organizmu

imenujemo oksidativni stres. Gre za patolosko stanje, ki se pojavi zaradi pove€ane tvorbe
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radikalov in/ali zmanjSane ucinkovitosti antioksidativnih sistemov. Povecano koli¢ino
radikalov lahko sprozijo Stevilni zunanji dejavniki kot npr. razli¢ne vrste sevanja, nekatere
kemikalije, kot so pesticidi ali dolo¢ena zdravila ter virusi in bakterije. Med notranje
dejavnike lahko Stejemo povecano stopnjo celi¢ne presnove, ki nastane pri dolocenih
boleznih (debelost, sladkorna bolezen, rak,...) in zaradi intenzivne telesne obremenitve pri
neprilagojenem obrambnem sistemu antioksidantov. Oksidativni stres je odgovoren za
zgodnje staranje ter za vrsto pomembnih bolezni, kot so ateroskleroza, sréni infarkt,
mozganska kap, Alzheimerjeva bolezen, sladkorna bolezen, kroni¢ni bronhitis, siva mrena,

nekatere vrste raka in druge (28).

Lipidna peroksidacija poteka v treh stopnjah. Prva stopnja je iniciacija, kjer reaktivni
radikal reagira z vodikom iz lipida in pri tem nastane lipidni radikal. V drugi stopniji,
propagaciji, lipidni radikal reagira z molekulo tripletnega kisika in nastane lipidni
peroksilni radikal. Ta nato odtegne vodik iz druge molekule lipida, pri ¢emer nastane
lipidni radikal, ki znova reagira s tripletnim kisikom. VeriZzna reakcija se ponavlja, dokler
ne zmanjka kisika ali lipida. Zadnja stopnja je terminacija, kjer radikali reagirajo med
seboj ter tvorijo neaktivne produkte.

RSV zaradi strukture spada v skupino fenolnih antioksidantov, ki reaktivne in nestabilne
radikale onemogocijo tako, da jim oddajo elektron in jih tako spremenijo v stabilne
molekule. RSV reagira z lipidnim peroksilnim radikalom ali lipidnim radikalom, sam
postane fenolni radikal, ki je stabilnejSi od lipidnih radikalov. S tem se prepreci nadaljnji
razvoj verizne reakcije nastajanja radikalov, ki lahko povzrocijo lipidno peroksidacijo in
poskodbe DNK (23).

Ugotovljeno je bilo, da RSV v zelo nizki koncentraciji (~ 1 um) zavira apoptotsko celi¢no
smrt, s ¢imer zagotavlja zas¢ito pred razlicnimi boleznimi, vklju¢no z miokardialno
ishemi¢no reperfuzijsko poSkodbo, aterosklerozo in ventrikularnimi aritmijami. Pri visjih
koncentracijah (~ 100 pum) pa omogoca apoptotsko celi¢no smrt in predstavlja alternativo
za kemopreventivo (23).

Ucinek RSV se kaze tudi v protitumornem delovanju, saj zavira karcinogenezo (iniciacijo,
promocijo in progresijo), angiogenezo in metastaziranje. Delovanje lahko pripiSemo
zaviranju encimov ciklooksigenaze 1 in 2, lahko pa je tudi posledica sprozitve apoptoze,

kar so dokazali na celicah raka debelega Crevesa, raka prostate in raka dojke. RSV vpliva
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tudi na regulacijo izrazanja genov odvisnih od hormonov, kot so onkosupresorski gen

BRCAL v celicah dojk, predvsem zaradi podobne strukture z dietilstilbestrolom (24).

RSV zaradi slabe topnosti izkazuje nizko bioloSko uporabnost. Po vgraditvi v SMES je
RSV raztopljen ves cas prehoda skozi gastrointestinalni trakt, ni faze raztapljanja
u¢inkovine v mediju, kar pa lahko poveca biolosko uporabnost ucinkovine. Pretekle
raziskave na so pokazale, da adsorpcija teko¢ih SMES-ov na nosilce povzro¢i nepopolno
spros¢anje ucinkovine, ki je vgrajena v tekoc¢o formulacijo(29). Slednje bomo poskusali v
diplomskem delo vrednotit in ugotoviti mozne vzroke, ki le-to povzroé¢ijo. Z in vitro
spros¢anjem bomo spremljali deleZz spros¢ene ucinkovine v dveh medijih (pH 1,2 in pH

6,8) in v 10 paralelah lahko statisti¢no predpostavili razlike med sproscanji.
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2 NAMEN DELA

Namen diplomske naloge je vrednotenje spros¢anja RSV iz trdnih FO, ki vsebujejo SMES
za povecanje topnosti in bioloSke uporabnost RSV. Trdne FO bomo pripravili z adsorpcijo
tekocega SMES-a na trdne porozne nosilce. Tako bomo izdelali SMES praske, ki jih bomo

nadalje Se tabletirali.

Z izdelavo (psevdo)trikomponentnega diagrama bomo dolocili sestavo SMES-a, ki tvori
mikroemulzije v celotnem obmoc¢ju dodajanja vode in Kjer ne pride do nastanka gela, ki
lahko zakasni spros¢anje RSV. Teko¢ SMES bomo adsorbirali na razli¢ne trdne nosilce
(Neusilin® US2, Syloid® 244FP, Sylysia® 350) ter preverjali vpliv pretvorbe v SMES
praske na koli¢ino spros¢enega RSV. Za pripravo tablet bomo SMES praskom dodali
pomoZne snovi za tabletiranje; suhi vezivi (Avicel® PH102 in Kollidon® VAG4),
razgrajevalo (Ac-Di-Sol®) in drsilo (magnezijev stearat) ter z metodo direktnega
tabletiranja stisnili tablete.

Da bi preverili, ali se ohrani samomikroemulgirajo¢i u¢inek po adsorpciji na nosilce ter po
tabletiranju, bomo pripravljene trdne formulacije dispergirali v HCI pufru s pH 1,2 ter v
fosfatnem pufru s pH 6,8. Po odstranitvi netopnih komponent formulacij bomo s fotonsko
korelacijsko spektrometrijo izmerili velikosti kapljic nastalih disperzij.

Za preskus sproscanja RSV iz SMES praskov in tablet bomo uporabili napravo z vesli
(naprava 2 po Ph. Eur. 7th Ed. in naprava 2 po USP). V pufrih s pH 1,2 ter pH 6,8 bomo 8
ur spremljali koli¢ino spros¢enega RSV iz SMES praSkov in tablet, delez sproscene
ucinkovine bomo dolocili s teko€insko kromatografijo visoke zmogljivosti (HPLC).
Rezultate sproS¢anj bomo statisticno ovrednotili. Primerjali bomo profile spros¢anja
u¢inkovine iz praSkov in tablet ter poizkuSali ovrednotiti ujemanje z razlicnimi
matemati¢nimi modeli (0. red, 1. red, Hixson-Crowell, Higuchi, Korsmeyer-Peppas).
Lastnosti izdelanih tekocih in trdnih formulacij z RSV ter brez RSV bomo analizirali z
diferencno dinamicno kalorimetrijo (DSC). Tako bomo spremljali temperaturne
spremembe ucinkovine (taljenje, kristalizacija, steklasti prehod) v tekoc¢ih SMES-ih,

SMES-ih adsorbiranih na nosilec ter po tabletiranju.
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3 EKSPERIMENTALNO DELO

3.1 MATERIALI

UCINKOVINA:

Resveratrol (ChromaDex Inc., Irvine, Amerika).

SESTAVINE SAMOMIKROEMULGIRAJOCEGA SISTEMA:

Capmul® MCM _EP (Abitec Corporation, ZDA) je zmes mono- in digliceridov

srednjedolgoveriznih mascobnih kislin, pretezno kaprilne in kapronske kisline. Vsebuje
predvsem monoacilglicerole ter diacetilglicerole. Je brezbarvna ali rahlo rumeno obarvana
poltrdna ali teko€a snov z blagim vonjem po mascobah. Njegova HLB vrednost je 5-6. V
farmacevtskih izdelkih ima lahko vlogo vehikla, solubilizatorja, emulgatorja ali
koemulgatorja. Poveca lahko biolosko uporabnost ZU ter izboljSa dermalno absorpcijo ZU
(30).

Kolliphor® EL (BASF Chem Trade GmbH, Nemdija) je etoksilirano ricinusovo olje z

nenasicenimi alkilnimi verigami (polioksil-35-ricinusovo olje). Hidrofoben del molekule je
sestavljen iz glicerol polietilenglikol ricinoleata in estrov maSc¢obnih kislin
polietilenglikola. Majhen hidrofilen del predstavlja polietilenglikol ter etoksiliran glicerol.
Je bledo rumena oljnata tekoCina, bistra pri temperaturi nad °@h z blagim a zné&lnim
vonjem in okusom. Njegova HLB vrednost je med 12 in 14. V farmacevtskih izdelkih ima
najveckrat vlogo neionskega emulgatorja ali topila. Primeren je za izdelavo peroralnih in
dermalnih FO. V SMES-ih se uporablja z namenom izboljSanja bioloSke uporabnosti ZU
(9,31).

Kolliphor® RH40 (BASF Chem Trade GmbH, Nem¢ija) je etoksilirano ricinusovo olje z

nasi¢enimi alkilnimi verigami (polioksil-40-hidrogenirano ricinusovo olje), drugo ime zanj
je makrogolglicerol hidroksistearat. Hidrofoben del molekule predstavljata glicerol
polietilenglikol hidroksistearat in estri masc¢obnih kislin glicerol poliglikola. Hidrofilen del
molekule je enak kot pri Kolliphor® EL. Je bela ali bledo rumena poltrdna snov z

zna€ilnim rahlim vonjem, ki je skoraj brez okusa v vodnih raztopinah. Njegova HLB
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vrednost je med 14 in 16. V farmaciji se uporablja kot solubilizator za hidrofobne snovi ter
za izboljSanje bioloske uporabnosti ZU za peroralno ter dermalno uporabo (32).

Ricinusovo olje (Lex, Slovenija) je triglicerid mascobnih kislin: ricinolne kisline (87%),

oleinske kisline (7%), linolne kisline (3%), linolenske kisline (1%), palmitinske Kisline
(1%), stearinske kisline (1%) in dihidroksistearinske Kisline v sledovih. Je bledo rumeno
obarvano, bistro viskozno olje z znacilnim vonjem. Ricinusovo olje pridobivajo iz semen
rastline kloS¢evca (lat.: Ricinus Comminis Linné). Pogosto se uporablja v kozmeti¢nih in
prehrambenih izdelkih. V farmacevtskih pripravkih se najveckrat uporablja v kremah in

mazilih ter v paranteralnih FO, kjer ima vlogo oljnega vehikla ali topila (9).

TRDNI POROZNI NOSILCI ZA TEKOCI SAMOMIKROEMUGIRAJOCI SISTEM:

Neusilin® US2 (Fuji Chemical Industry Co. LTD, Japonska) je magnezijev

aluminometasilikat. Je amorfna snov, bele barve s porozno strukturo, odporen na visoke
temperature. Kemijsko je zmes tetraedicnih ali oktaendriénih aluminijevih ionov,
oktaedri¢nih magnezijevih ionov in tetraedi¢nih silicijevih ionov, ki so naklju¢no povezani
v tridimenzionalno strukturo (slika 2). 5% suspenzija Neusilina® US2 ima pH 7,4.
Porazdelitev velikosti granul se giblje med 60 in 120 um, povptm i volumen por je 1,5
mg/ml, specifi¢na povriina znaga 300 m?/g, sposobnost absorpcije olja je 3,2 ml/g,
specifiéna povrsina pa 300 m?%/g (33,34).

Uporablja se za adsorpcijo tekocCin, predvsem olj. Kot pomozna snov se najveckrat
uporablja pri tabletiranju, saj izboljSa preto¢ne lastnosti prahov, preprecuje zlepljenje
higroskopnih praskov in omogoca enako trdnost tablet pri nizji uporabljeni sili stiskanja
(33).

0 0
Mg Si
} 0
o Q
Al—0-S—0-A Q 0
g
o o o Me
0] 0 o 0
Si Mg il
0 0 0 0

Slika 2: Strukturna formula Neusilin ®US2; Povzeto po (34).
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Syloid® 244FEP EU (Grace Davision, ZDA) je hidrofilni metaporozni mikroniziran amorfni

silicijev dioksid. Sposobnost adsorpcija olja je 3,0 ml/g, povprecna velikost delcev 2,5-3,7
um, specifiéna povrsina pa 300 m?/g.

Zaradi dobrih absorptivnih lastnosti se uporablja kot trdni nosilec za pretvorbo tekocih
SMES-ov v trdno agregatno stanje ter kot pomozna snov, ki izboljsa pretocne lastnosti

prahov in poveca trdnost tablet pri nizji sili stiskanja (35).

Sylysia® 350 (Fuji Chemical Industry Co. TD, Japonska) je ime za sinteti¢ni hidrofilni
amorfni silicijev dioksid. Ima sposobnost adsorpcije olja 3,2 mL/g, povpre¢na velikost
delcev je 4,0 um, specifna povrsina 300 m 2/g, 5% suspenzija ima pH 7,5, povpre¢ni
volumen por je 1,6 ml/g.

Uporablja se kot pomozna snov za izboljSanje pretocnih lastnosti prahov in zascito
obcutljivih substanc pred vlago. Lahko pa je uporabljen tudi kot nosilec za slabo topne

ucinkovine, predvsem pri izdelavi trdnih disperzij (36).

OSTALE POMOZNE SNOVI ZA TABLETIRANJE:

Ac-Di-Sol® (FMC Biopolymeres, ZDA) je premreZen polimer natrijeve karboksimetil
celuloze (slika 3A). Uporablja se v peroralnih FO (kapsule, tablete, zrnca), kjer ima vlogo
razgrajevala. Pri izdelavi tablet se lahko uporablja v procesih tabletiranja. Obicajna
koncentracija Ac-Di-Sol® kot razgrajevala v tabletah znasa 0,5-5%. Je v vodi netopna
snov, ob stiku z vodo pa hitro nabrekne za 4-8 krat prvotne prostornine razgrajevala. V

koli¢inah, ki se uporabljajo v farmacevtski industriji, velja za nedrazeco in netoksi¢no snov

9).

Avicel® PH102 (FMC Biopolymeres, ZDA) je mikrokristalna celuloza, bel, kristalinicen

praSek, brez vonja in okusa (slika 3B). Povpre¢na velikost poroznih delcev je 100 pm,
specifiéna povrina pa znasa 1,21-1,30 m?/g. V farmacevtski industriji se uporablja kot
pomozna snov pri izdelavi peroralnih FO in sicer v vlogi adsorbenta, antiadheziva,
razgrajevala, veziva ali polnila, odvisno od deleza mikrokristalne celuloze v formulaciji.
Uporablja se tudi v uporabi v prehrambeni industriji. Velja za popolnoma varno,

netoksi¢no in nedrazec¢o snov (9).
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Kollidon® VA64 (BASF, Nemdéija) je kopovidon, kopolimer 1-vinil-2-pirolidona in

vinilacetata v masnem razmerju 3:2 (slika 3C). Je bel do bledo rumen amorfni prasek, z
rahlim znaCilnim vonjem in komaj zaznavnim okusom. Pri izdelavi tablet vlogo suhega
veziva pri direktnem tabletiranju in vlaznem granuliranju, tvori oblogo pri filmskem
oblaganju tablet, lahko je del matriksa pri tabletah s prirejenim spro$¢anjem. Obicajna

koncentracija kopovidona kot veziva v tabletah je 2-5%. Je netoksi¢ena in nedrazeca snov

9).

Magnezijev stearat (Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija) je bel, fino mlet prasek z nizko

gostoto ter znacilnim rahlim vonjem po stearinski kislini (slika 3D). PraSek je masten na
otip, se lepi na kozo, je netopen v vodi in brezvodnem etanolu. Magnezijev stearat je zmes
magnezijevih soli vi§jih mascobnih kislin, predvsem magnezijevi soli stearinske kisline in
palmitinske kisline v razliénih razmerjih. V farmaciji se uporablja kot pomozna snov pri
izdelavi tablet in praskov v koncentracijah med 0,25% in 5%, kjer ima vlogo maziva, drsila

ali antiadheziva (9).

CH—CH,;—

Slika 3: Strukturne formule pomoznih snovi (A) Ac-Di-Sol® (B) Avicel® PH102 © Kollidon® VA64 (D)

Magnezijev stearat.
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OSTALI MATERIALI:
Klorovodikova kislina (HCI Titrisol® za 1000ml 1mol/I HCI, Merck KGaA, Darmstadt,

Nemcija;

Kalijev Klorid (KCI), Merck KGaA, Darmstadt, Nem¢ija;

Kalijev dihidrogenfosfat (KH,PO,), Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija;
Natrijev hidroksid (NaOH), Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija;
Ocetna kislina (CH3;COOH), Merck KGaA, Nemcija;

Metanol za HPLC, Panreac Quimica S.A.U., Spanija;

Wew W

Dvakrat precis¢ena voda, Fakulteta za farmacijo, Katedra za biofarmacijo in

farmakokinetiko, Slovenija;

Preciséena voda, Fakulteta za farmacijo, Slovenija;
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3.2 NAPRAVE

Med potekom eksperimentalnega dela smo uporabljali naslednje naprave, ki so naStete v

preglednici IlI.

Preglednica I11: Naprave, ki smo jih uporabljali pri delu.

NAPRAVA PROIZVAJALEC

Analitska tehtnica

Mettler Toledo AG245, Schwerzenbach, Svica;

Analitska tehtnica

Mettler Toledo XS 205, Schwerzenbach, Svica;

Analitska tehtnica

Sartorius, Nemcija

Centrifuga Centric 322A

Tehtnica, Zelezniki, Slovenija;

Instrumentirana tabletirka na udarec SP300,

Killian, Nem¢ija

Magnetno mesalo, Rotamix 550 MMH

Tehtnica, Zelezniki, Slovenija;

Membranski filter 0,45pum RC, Minisart RC 25

Sartorius Stedim Biotech GmBH, Nemcija

Dissolution Testing Station, VanKel VK 7000

New Jersey, ZDA

pH meter Seven Multi

Mettler Toledo, Schwerzenbach, Svica

Preto¢ni filter 10pm, Full flow filt

Agilent Tehnologies, Nemcija

Tekocinska kromatografija visoke

zmogljivosti, Agilent Series

Agilent Technologies, Nemcija;

Kolona za HPLC

YMC-Pack-ODS-AM (5um, 250x4,6mm)

Ultrazvocéna kadi¢ka Sonis 4

Iskra, Kranj, Slovenija

Viale za HPLC

Agilent Technologies, Nemcija

Zeta Sizer Nano series

Malvern Instruments Ltd., Velika Britanija

Diferencni dinamicni kalorimeter; (DSC)

Mettler-Toledo, Schwerzenbach, Svica;

Vodna kopel z magnetnim me3alom

Julabo Labortechnik GmbH, Nemcija
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3.3 METODE
3.2.1 lzdelava (psevdo)trikomponentnega faznega diagrama

Z vodno titracijsko metodo smo izdelali (psevdo)trikomponentni fazni diagram. Najprej
smo pripravili zmesi PAS (Kolliphor EL : Kolliphor RH40 = 1:1) ter lipidno fazo (Capmul
MCM : Ricinusovo olje = 1:1). Nato smo iz teh dveh osnovnih zmesi pripravili razli¢ne
kombinacije PAS ter oljne faze (10:90, 20:80, 30:70. 40:60, 50:50, 60:40, 70:30, 80:20,
90:10). Pripravljene zmesi olj in PAS smo segrevali v vodni kopeli na 37°C £ 0,5°C. Nato
smo tem zmesem dodajali segreto precis¢eno vodo (37°C £ 0,5°C) v vnaprej izraCunanih
koli¢inah (po 5% m/m) in dobili razred¢itveno premico. Devet takih premic nam v celoti
opiSe (psevdo)trikomponentni fazni diagram. Po vsakem dodatku vode smo nastali
disperziji vizualno ocenili organolepti¢ne lastnosti, kot so transparentnost ali motnost,
homogenost oz. locitev faz in prisotnost gela. Istocasno smo s kobaltovim papirckom

ugotavljali tip dobljene emulzije (slika 4). Na diagramu smo z razli¢nimi tockami ozna¢ili,

pri katerih razmerjih nastane emulzija oz. mikroemulzija in tip dobljene disperzije.

COCIz + Hzo -> COCIZ X 6 Hzo

Slika 4: Reakcija kobaltovega papirja, prvotni CoCI2 je modre barve, ob stiku z vodo pride do spremembe

barve papirja iz modre v roZnato zaradi nastanka heksahidrata.

3.2.2 Priprava samomikroemulgirajocega sistema

Pri eksperimentalnem delu smo uporabili SMES, ki je bil predhodno razvit na Katedri za

farmacevtsko tehnologijo, sestava le-tega je navedena v preglednici IV.

Preglednica 1V: Posamezne sestavine samomikroemulgirajocega sistema, vioga posameznih sestavin in

kolicinska sestava uporabljenega samomikroemulgirajocega sistema.

Sestavina Vloga sestavine Koli¢ina (m/m%)
Cremophor® EL emulgator 30
Cremophor® EL emulgator 30
Capmul® MCM oljna faza 20
Ricinusovo olje oljna faza 20
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Tekoc¢i SMES smo pripravili tako, da smo v erlenmajerico natehtali vse sestavine, dodali
magnet ter meSali na magnetnem meSalu do nastanka homogene zmesi. Nato smo SMES-u
dodali RSV v doloceni kolicini (10mg/100mg zmesi), kar predstavlja priblizno 80%
nasi¢ene topnosti RSV v SMES-u. Tako pripravljen SMES+RSV smo na magnetnem
meSalu meSali 8 ur oz. dokler se ves RSV ni popolnoma raztopil. Ves ¢as smo pazili, da
smo delali v zatemnjenem prostoru in v z aluminijasto folijo zaviti steklovini, da smo se

izognili izpostavitvi UV Zarkov, ki bi lahko vplivali na pretvorbo trans-RSV v cis-RSV.
3.2.3 Pretvorba tekocega samomikroemulgirajocega sistema v trdno obliko

Pretvorbo v trdno obliko smo izvedli z adsorpcijo SMES+RSV na posamezne trdne
nosilce. Teko¢ SMES+RSV (slika 5A) smo natehtali v pateno in mu postopoma dodajali
enako koli¢ino izbranega trdnega nosilca. S pestilom smo meSali, dokler ni nastala
homogena praSkasta zmes, ki se ni ve¢ oprijemala patene (slika 5B). Sestava praskov je

predstavljena v preglednici V.

Slika 5: Levo tekoci SMES+RSV pred adsorpcijo na trdni nosilec (A), desno SMES prasek (B).

Preglednica V: Samomikroemulgirajoci praski, ki smo jih uporabljali pri delu. Oznake posameznih praskov

ter njihova sestava.

Oznaka praskov Sestava Razmerje
Neusilin-PRA Neusilin® US2 SMES+RSV 11
Syloid-PRA Syloid® 244FP SMES+RSV 1:1
Sylysia-PRA Sylysia® 350 SMES+RSV 1:1
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3.2.4 Tabletiranje

Receptura za tablete je bila prehodno razvita na Katedri za farmacevtsko tehnologijo.
Najprej smo pripravili SME praske po prej opisanem postopku. Nato smo tem praskom
dodali pomozne snovi in z meSanjem dobili zmes za tabletiranje. Serije tablet so imele
enako sestavo, razlikovale so se le v izbranem trdnem nosilcu tekocega SMES-a. Sestava

zmesi je napisana v preglednici V1.

Preglednica VI: Sestavine samomikroemulgirajoce tablete, vloga sestavin ter delez sestavin v eni tableti.

RSV+SMES lipidni dostavni sistem z u¢inkovino 250,5 41,75

NEUSILIN® US2 trdni nosilec (adsorbent) 250,5 41,75
SYLOID® 244FP
SYLYSIA® 350

Avicel® PH102 suho vezivo 60 10,00
Ac-Di-Sol® razgrajevalo 30 5,00
Kollidon® VA64 suho vezivo 6 1,00
Mg-stearat drsilo 3 0,50
Skupno / 600 100

Tablete smo izdelali z metodo direktnega tabletiranja prahov. Uporabili smo
instrumentirano tabletirko na udarec, Killian SP300 (slika 6A). Najprej smo ro¢no natehtali
zmes za vsako posamezno tableto in jo stresli v matri¢no vdolbino tabletirke. Tablete smo
stiskali na dva nacina, ro¢no in taktno. Z ro¢nim nacinom tabletiranja smo stisnili vse
razli¢ice nosilcev, medtem ko je bilo taktno stiskanje mozno le pri tabletah, ki kot nosilec
vsebujejo Neusilin® US2.

Pecate smo nastavili glede na izbran nosilec. Nastavitve tabletirke so predstavljene v
preglednici VII. Uporabljali smo okrogle pecate z ravnimi povrSinami premera 12,0 mm.
Tako smo izdelali §tiri serije tablet, ki so se med seboj razlikovale po nacinu tabletiranja ter

v trdnem nosilcu (slika 6B).
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Slika 6: Tabletirka na udarec Killian SP300 s katero smo naredili tablete (A), tablete razlicnih serij(B).
Po vrsti iz leve: Neusilin-TBL-T, Neusilin-TBL-R, Syloid-TBL-R, Sylysia-TBL-R.

Preglednica VII: Nacin tabletiranja ter nastavitve pecatov tabletirke.

Oznaka serije Trdni nosilec  Nacin tabletiranja Nastavitve pecatov (mm)
tablet Zgornji pe¢at  Spodnji pecat
Neusilin-TBL-R  Neusilin® US2 Rocno 15,9 20,0
Syloid-TBL-R Syloid® 244FP Roéno 16,3 20,0
Sylysia-TBL-R Sylysia® 350 Roéno 16,2 20,0

3.2.5 Merjenje velikosti kapljic disperzij

Velikost kapljic in vrednost polidisperznega indeksa (angl. »polydispersity index — PDl«)
je merilo za homogenost disperzij. Meritve le teh smo izvedli s pomocjo fotonske
korelacijske spektroskopije (angl. »photon correlation spectroscopy - PCS«) na aparaturi
Zetasizer Nano (slika 7A).

Pripravili smo vzorce SMES-a, SMES+RSV ter posamezne SMES praske in tablete.
Vzorce smo prenesli v 250 ml pufra pH 1,2 ter pH 6,8, jih postavili na magnetno meSalo in
meSali 60 min da so tablete v celoti razpadle. Nato smo disperzije pustili stati, da so se na
dno ¢ase posedle netopne pomozne snovi ter trdni porozni nosilci. Pred analizo smo vzorce
centrifugirali 5 min pri hitrosti 4000 obratov/min, supernatant nato filtrirali skozi filter z
velikostjo por 0,45um. Tako smo odstranili Se preostale netopne nosilce. Meritve smo
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izvajali pri 25 °C v polistirenski kiveti (slika 7B). V cisto in suho kiveto smo s kapalko
previdno odmerili ustrezno koli¢ino vzorca in pazili, da v kiveti ni bilo zraénih mehurckov,
Ki bi lahko motili meritev. Kiveto z vzorcem smo nato vstavili v aparaturo in izvedli
meritev. Rezultate meritev smo podali kot povprecje velikosti kapljic, vrednosti PDI ter
standardni odklon treh meritev.

Slika 7: Levo je aparatura Zetasizer Nano, na kateri smo merili velikost kapljic(A); desno polistirenska
kiveta napolnjena z vzorcem disperzije(B).

3.2.6 Invitro spros¢anje resveratrola

Za preskus sproscanja RSV iz trdnih SMES-ov smo uporabili napravo z vesli VK 7000-
VanKel (naprava 2 po Ph. Eur. 7tn Ed. in naprava 2 po USP), ki je bil opremljen z
avtomatskim vzorcevalnikom (slika 8). Spros¢anje smo izvajali v dveh medijih, pufru s pH
1,2 ter pufru pH 6,8. Pogoji testa sprosc¢anja so bili ves ¢as konstantni, zacetni volumen
medija je bil 900 ml, temperatura vodne kopeli 37+£0,5°C in hitrost vrtenja vesel 50
obr./min. Spros$¢anje u¢inkovine iz praskov in tablet smo spremljali 8 ur. Ob posameznih
¢asovnih intervalih (5 min, 10 min, 15 min, 30 min, 45 min, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h) smo
vzoréili 5 ml vzorca in ga filtrirali skozi filter z velikostjo por 45 um. Koncentracijo RSV v
dolo¢enem vzorcu smo doloéili s pomoé¢jo HPLC. Za vsako serijo tablet in praSkov smo

izvedli preskus sprosc¢anja v desetih paralelah.
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Slika 8:Levo je naprava za preskus sproséanja RSV, VanKel-7000, desno avtomatski vzorcevalnik.

PRIPRAVA MEDIJEV ZA PRESKUS SPROSCANJA

Raztopina HCI - pufer s pH 1,2

Pufer s pH 1,2 smo pripravili iz 0,2 M raztopine KCI in 0,2 M raztopine HCI.

0,2 M raztopina KCI: v 2000 ml merilno bu¢ko smo natehtali 29,84 g KCI, in nato s
precis¢eno vodo dopolnili do oznake ter meSali na magnetnem meSalu, dokler se ni celoten
KCI popolnoma raztopil.

0,2 M raztopina HCI: v 1000 ml merilno bu¢ko smo natocili nekaj pre¢is¢ene vode in
vanjo prenesli HCI Titrisol® (standard za 1000 ml 1mol/l HCI) in dopolnili s pre¢i§éeno
vodo do oznake. Nato smo v 2000 ml merilno bucko prenesli 400 ml pripravljene 1 M

raztopine HCI in s preci$¢eno vodo dopolnili do oznake in dobro premesali.

Pufer s pH 1,2 smo pripravili tako, da smo v 5000 ml merilni bucki zmesali 1250 ml 0,2 M
raztopine KCI in 2125 ml 0,2 M raztopine HCI ter s prec¢is¢eno vodo dopolnili do oznake.
Pripravljeno raztopino smo na magnetnem meSalu dobro premeSali ter s pH listicem
preverili pH vrednost raztopine. Z dodajanjem standardnih raztopin 0,2 M HCl in 0,2 M

KOH smo uravnali ustreznost pH medija.

Fosfatna puferska raztopina - pufer s pH 6.8

Pufer s pH 6,8 smo pripravili iz 0,2 M raztopine NaOH in 0,2 M raztopine KH,PO,.

0,2 M raztopina NaOH: v 1000 ml merilno bu¢ko smo natehtali 8,0 g NaOH, dopolnili s
prec¢is¢eno vodo do oznake in meSali na magnetnem meSalu, dokler se NaOH ni

popolnoma raztopil.
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0,2 M raztopina KH,PO4: v 2000 ml merilno bu¢ko smo natehtali 54,4 KHyPO,, in s
pre¢is¢eno vodo dopolnili do oznake ter na magnetnem meSalu mesali, dokler ni bil
KH,PO, v celoti raztopljen.

Pufer s pH 6,8 smo pripravili tako, da smo v 5000 ml merilni bu¢ki zmesali 1250 ml 0,2 M
raztopine KH,PQO,4, in 560 ml 0,2 M raztopine NaOH ter dopolnili s precisc¢eno vodo do
oznake. Pripravljeno raztopino smo meSali na magnetnem meSalu ter z dodajanjem

standardnih raztopin 0,2 M HCI in 0,2 M NaOH uravnali pH na 0,05 enote natan¢no.

3.2.7 Tekocinska kromatografija visoke locljivosti

Koncentracijo spros¢enega RSV smo dolo¢ili s HPLC analizo (slika 9). Iz povrSine pod
krivuljo smo s pomoc¢jo umeritvene premice izrac¢unali koncentracije spros¢enega RSV v
vsaki ¢asovni tocki. Osnovno raztopino RSV s koncentracijo 0,10 mg/ml smo pripravili
tako, da smo natan¢no natehtali 10 mg RSV, ga kvantitativno prenesli v 100 ml bucko iz
temnega stekla ter dopolnili do oznake z ustreznim medijem. Za medij smo uporabili
mesanico metanola za HPLC in precis¢ene vode v volumskem razmerju 1:1. Bucko smo
nato za nekaj minut postavili v ultrazvo¢no kadicko, da se je ves RSV raztopil. Iz osnovne
raztopine smo nato z ustreznim redCenjem pripravili nove raztopine s koncentracijami
analita od priblizno 0,0010 mg/ml do 0,100 mg/ml. Z metodo HPLC smo tem raztopinam

doloc¢ili povrSino pod krivuljo in s pomoc¢jo linearne regresije izraCunali umeritveno

premico ter kvadrat Pearsonovega koeficienta korelacije (R?) (slika 10).

Slika 9: HPLC Agilent Series, na kateri smo preverjali vsebnost spro§cene ucinkovine.
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Slika 10: Umeritvena premica sproscenega RSV in enacba premice.

PARAMETRI HPLC ANALIZE (37):

x Mobilna faza: 0,5% ocetne kisline v raztopini MeOH za HPLC in bidestilirana

voda v volumskem razmerju 1:1.

x Kolona: reverznofazna C18 kolona, dolZzina = 25 cm, notranji premer = 4,6 mm,
velikost delcev = 5 um (YMC-Pack ODS-AM, 5 um, 250 x 4,6 mm).
x UV detekcija pri valovni dolzini 303 nm.

% Hitrost pretoka mobilne faze 1ml/min.

% Volumen injiciranja 20 pl.

Za izracun sproScenega RSV smo upostevali zmanj$anje volumna medija zaradi odvzema

vzorceV (Enacba 1).

Enacba 1: Dejanski volumen medija

V), - dejanski volumen medija po vzoréenju (ml)

V,, - zacetni volumen medija (900 ml)

n - Stevilo odvzetih vzorcev

V. - volumen odvzetega vzorca (5 ml)

Vn = Vo = (n XV\/z)

S pomoc¢jo enacbe umeritvene premice smo izraunali Koncentracijo RSV v casu

vzorcenja. Z upoStevanjem dejanskega volumna medija po vzorcenju ter koncentracije
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spros¢enega RSV smo izracunali maso spros¢ene ucinkovine. Tej masi smo pristeli maso

RSV, ki je bila odvzeta v predhodnih ¢asih vzoréenja (Enacba 2).

Enacba 2: Masa sproscenega RSV v dejanskem volumnu medija Mp=Cnx Vn+ Z (cnx Viz)

My - masa sproS¢enega RSV v dejanskem volumnu medija ob n-tem vzorcu (mg)

Cn - koncentracija RSV ob n-tem vzorcu (mg/ml)

Delez sproscenega RSV smo nato izracunali iz mase sproS¢enega RSV in teoreticne mase

RSV v prasku oz. tableti (Enacba 3).

Enacba 3: Delez sproscenega RSV Xn=(Mmy/ mey) x 100

Xn - delez spros¢enega RSV ob n-tem jemanju vzorca (%)

M, - teoreti¢na masa RSV (mg)

3.2.8 Obdelava podatkov in statisticna analiza

Podatke meritev smo zbrali in obdelali s pomoc¢jo programa Microsoft Excel 2007. Prav
tako smo ta program uporabili za izdelavo grafi¢nega prikaza podatkov. Podatke smo
predstavili kot povpre¢ja z vrednostjo standardnega odklona meritev (SD). Statisti¢no
analizo smo opravili s programom IBM Statistical Package for Social Sciences za
Windows (verzija 20.0; SPSS Inc. Chicago, IL, ZDA).

Za primerjavo rezultatov spros$¢anj enakih vzorcev smo uporabili test opisne statistike
(ang. »Descriptive statistics«). Rezultate smo podali kot povpreéno vrednost, standardni
odklon ter interval zaupanja ob 95% tveganju. Standardni odklon je ena izmed mer
razprsenosti oz. variabilnosti. Definiran je kot kvadratni koren iz variance, ki je prav tako

ena izmed mer razprSenosti (38). Varianco analiti¢no izraCunamo s pomocjo enacbe 4:

Enacba 4: Izracun variance, Katere kvadratni koren nam poda var(x )= lz (=7
by

vrednost standardnega odklona

Interval zaupanja, ki ga dolocata njegova spodnja in njegova zgornja meja, je interval, v

katerem se z dano verjetnostjo nahaja ocenjevani parameter (39).
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Analiti¢na formula za izracun intervala zaupanja za aritmeti¢no sredino je podana v enacbi

5:

- L9 -5e - 194 ze
- x+

b -n
Pri formuli smo upoStevali 95 odstotno gotovost, oziroma 5 odstotno stopnjo tveganja
(a=0,05).

Enacba 5: Izracun intervala zaupanja pri 5% tveganju

Nato smo s t-testom dveh neodvisnih vzorcev preverjali razlike med rezultati sproscanj
praskov in tablet (ang. »Independent samples t-test«). Test je namenjen primerjavi
aritmeticnih sredin dveh populacij (dveh skupin) in je sestavljen iz Levenovega testa
enakosti dveh varianc (ang. »Levene's test of equality of variances«) in t-testa domneve o
enakosti dveh aritmeti¢nih sredin za neodvisna vzorca (40). Za primerjavo rezultatov
spros¢anj RSV iz razli¢nih nosilcev med seboj smo uporabili test analize varianc. Test je
sestavljen Levenovega testa iz homogenosti varianc in testov ANOVA oz. Welch
ANOVA. S slednjima smo izra¢unali domneve o enakosti aritmeti¢nih sredin vecih
populacij ter post hoc testi, ki so izracuni kazalcev posteriorne analize, dobili konkreten

rezultat med katerimi vzorci obstajajo razlike.

3.2.9 Ugotavljanje kinetike sproS¢anja resveratrola

Z namenom dolocitve kinetike sproS¢anja smo izracunali ujemanje rezultatov testa
spros¢anja z naslednjimi matemati¢nimi modeli: Kinetiko 0. reda (enacba 6), kinetiko 1.
reda (enacba 7), Higucijevo kinetiko (enacba 8), kinetiko po Korsmeyer-Peppasu (enacba
9) ter Hixon-Crowellovo kinetiko (enacba 10).

Enacba 6: Kinetika 0. reda
F= ko xt

kjer F pomeni delez spros¢ene ucinkovine po €asu t, ko hitrostno konstanto 0.reda, t pa cas.

Enacba 7: Kinetika 1. reda
In(1 - F) = -ky xt

kjer F pomeni delez spros¢ene ucinkovine po €asu t, k; hitrostno konstanto 1.reda, t pa Cas.

Enacba 8: Higuchijeva kinetika F =kyx t1/2

kjer F pomeni delez spros¢ene ucinkovine po casu t, ky Higucijevo konstanto, t pa Cas.
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Enacba 9: Kinetika po Korsmeyer-Peppasu F = Kyp xt"

kjer F pomeni delez sproscene u¢inkovine po Casu t, Kxp Korsmeyer-Peppasovo konstanto,

n Korsmeyer-Peppasov difuzijski eksponent, t pa Cas.

Enacba 10: Hixon-Crowellova kinetika (1- F)l/S =1 - kpcxt

kjer F pomeni delez sprosc¢ene ucinkovine v casu 0 in t, knc pa Hixon-Crowellovo

hitrostno konstanto spro$c¢anja, t pa cas.

Podatke smo obdelali v programu MS Office Exel 2007 ter izraCunali Pearsonove
koeficiente korelacije. Rezultate smo podali kot konstanto spro$¢anja ter vrednost kvadrata

Pearsonovega koeficienta korelacije (R?).

3.2.10 Diferenc¢na dinamicna kalorimetrija

S pomocjo termicne analize lahko proucujemo notranjo zgradbo trdnih in tekocih FO ter
interakcije med zdravilno ucinkovino in pomoznimi snovmi. Najpogosteje uporabljena
metoda termi¢ne analize je diferen¢na dinami¢na kalorimetrija (ang. »Differential scanning
calorimetry — DSC«) (slika 11). Osnova te metode je meritev temperaturne razlike med
vzorcem in referenco pri segrevanju ali ohlajanju pri konstantni temperaturi. DSC nam
omogoca ugotavljanje in merjenje temperature, toplotne kapacitete in entalpije oz. njihovih
sprememb. Z njo lahko spremljamo polimorfizem, kinetiko reakcij ali razpadov ter
steklasti prehod. Na podlagi tega lahko preverimo ¢istoto in kompatibilnost sestavin

farmacevtskih oblik.

Slika 11: Diferencni dinamicni kalorimeter (DSC) s katerim smo izvedli termicno analizo vzorcev.
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S termi¢no analizo smo opazovali interakcije med sestavinami  trdnih
samomikroemulgirajocih sistemov. V ta namen smo v aluminijaste loncke natehtali 5 - 10
mg vzorca. Nato smo jih segrevali od 25 do 350°C s hitrostjo 20 K/min ob hitrosti
prepihovanja z duSikom 50 mL/min. Za referenco smo uporabili prazne aluminijaste

lonéke.
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

41 (PSEVDO)TRIKOMPONENTNI FAZNI DIAGRAM

Iz izbranih oljnih faz (Capmul MCM : Ricinusovo olje = 1:1) in emulgatorjev (Kolliphor
EL : Kolliphor RH40 = 1:1) smo izdelali zmesi PAS in oljnih faz z razli¢cnimi delezi
posameznih sestavin. Tem sistemom smo dodajali preci§¢eno vodo v razmerju 5% m/m.
PAS lahko povzroc¢ijo drazenje sluznice prebavil, zato je bil na$ cilj dolociti in pripraviti
zmes s ¢im manjSo koncentracijo PAS, ki pa bi bila ob dodatku vode Se vedno sposobna

tvoriti mikroemulzije po celotni razred¢itveni premici (1).

S pomod¢jo racunalniSkega programa Statistica 7.0 smo dobili (psevdo)trikomponentni
fazni diagram, ki je prikazan na sliki 12. Bele pike v diagramu prikazujejo mikroemulzije
v/o, ki so v vseh vzorcih nastale po prvih dodatkih vode. Z ve¢anjem deleza vode pride do
zamenjave notranje in zunanje faze disperzije, nastanejo emulzije (beli kvadrati) oz.
mikroemulzije o/v (¢rne pike). V doloCenih primerih smo opazili nastanek gela, ki je

prikazan s sivimi pikami.

Kolliphor EL/Kolliphor RH40 = 1:1
0,0,1,0

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 05 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0
Water Capmul MCM/Castor oil =1:1

Slika 12: (Psevdo)trikomponentni fazni diagram. Tocke) predstavijajo mikroemulzije v/o, tocke ()
predstavljajo mikroemulzije tipa o/v, tocke @) pre dstavljajo emulzije o/v, tocke ([O) predstavljajo emulzijo

v/o in tocke (O )podrocje nastanka gela.
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Po vsakemu dodatku vode, smo dobljeni disperziji s kobaltovim papirjem dolo¢ili tip
emulzije. Vse disperzije so po zacetnem dodatku vode mikroemulzije tipa v/o, potem pa
sCasoma postanejo emulzije o/v. lz slike 12 je razvidno, da je naS sistem tvoril
mikroemulzije v/o vzdolZ razred¢itvenih premic, Kkjer je v vzorcu delez PAS vsaj 60% in
delez dodane vode manj kot 20%. Ti vzorci po nadaljnjem dodajanju vode postanejo

mikroemulzije o/v.

V primerih, ko smo imeli ve¢ kot 70% PAS ter po dodatku priblizno 30% do 50% vode,
smo opazili nastanek gela. Ta nastane pri dodajanju vode na prehodu disperzije tipa v/o v
disperzijo tipa o/v. Bolko in sodelavci so pri izdelavi (psevdo)trikomponentnih faznih
diagramov opazili nastanek gela v primerih, kjer oljno fazo predstavlja ricinusovo olje.
Slednji je sestavljen iz dolgoveriznih trigliceridov mascobnih kislin, ki omogocijo
premrezenje in nastanek gela. Capmul MCM je zmes srednjedolgoveriznih trigliceridov
mascobnih kislin, ki se porazdelijo med dolgoverizne trigliceride in zato gel teZje nastane.
V primerih, kjer pride do nastanka gela, so opazili zakasnjeno sproscanje u¢inkovine (37).
Na podlagi rezultatov raziskave lahko za naS primer predpostavimo, da gel nastane v
primerih, kjer imamo manj oljne faze, predvsem Capmula MCM, ki onemogoc¢i nastanek

gela.

Glede na rezultate, prikazane v faznem diagramu, je najbolj primeren SMES s 40% oljne
faze ter 60% PAS. Taks$na koli¢ina PAS je sposobna tvoriti mikroemulzijo po celotni
razredCitveni premici in V najmanjsi meri vpliva na drazenje sluznice prebavi. Prav tako ni

nastanka gela, ki lahko zakasni spros¢anje u¢inkovine (37).

4.2 VREDNOTENJE SAMOMIKROEMULGIRAJOCIH LASTNOSTI

Trdni SMES mora ohraniti sposobnost samomikroemulgiranja in tvorbe majhnih kapljic,
saj se tako izboljSa adsorpcija in bioloSka uporabnost ZU. Samomikroemulgirajoce
lastnosti smo vrednotili na podlagi merjenja velikosti kapljic pripravljenih disperzij.
Mikroemulzije so po definiciji disperzije, pri katerih so velikosti kapljic notranje faze
manjSe do 50 oz. 100 nm(1,2).

Tekode SMES smo z adsorpcijo na razliéne trdne nosilce (Neusilin® US2, Syloid® 244FP,
Sylysia® 350) pretvorili v trdne SMES praske, ki smo jih z dodatkom pomoznih snovi za

33



Zala Setina Diplomska naloga

tabletiranje stisnili v SMES tablete. Pripravljene trdne formulacije smo dispergirali v dveh
razli¢nih medijih, v pufru s pH 1,2 ter v fosfatnem pufru pH 6,8. Nastale disperzije so bile
bistre 0z. rahlo opalescentne (slika 13). Dobljene rezultate smo primerjali z velikostjo
kapljic po dispergiranju teko¢ega SMES-a ter SMES+RSV.

Slika 13: Disperzija tekoce formulacije SMES levo (bistra) ter SMES+RSV desno (rahlo opalescentna).

Slika 14 prikazuje velikosti kapljic disperzij v obeh medijih s standardnimi odkloni.
Kapljice so bile manjSe kot 100 nm, kar pomeni, da so nastale mikroemulzije. Najmanj3e
velikosti so bile kapljice dispergiranega tekocega SMES-a, 22 nm v pufru pH 1,2 ter 24 nm
v pufru pH 6,8.

SMES

SMES+RSV

Neusilin PRA

Syloid PRA
EpH1,2
Sylysia PRA
HmpH6,8
Neusilin TBL...

Neusilin TBL...
Syloid TBL

Sylysia TBL —

0 20 80 100

40 .. 60
Velikost kapljic (nm)

Slika 14: Povprecna velikost kapljic izmerjenih disperzijam v pufrih s pH 1,2 oz. pH 6,8 ter standardni

odklon treh merite.
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Ze vgradnja RSV v SMES povzro¢i povecanje kapljice na 31 nm pri pH 1,2 ter 29 nm pri
pH 6,8. Razlog je lahko v sestavi SMES+RSV, kjer imamo zaradi dodanega RSV (10

mg/100g zmesi) manj PAS, ki vplivajo na velikost kapljic nastale disperzije.

Po dispergiranju praskov in tablet smo dobili vecje kapljice, ki pa so se razlikovale glede
na nosilec. NajmanjSo velikost kapljic smo izmerili v disperzijah praskov in tablet, ki kot
nosilec vsebujeta Neusilin® US2. Dispergirani praski z Neusilin-PRA v mediju s pH 1,2 so
vsebovali kapljice velikosti 24 nm, pri pH 6,8 pa 32 nm. Tudi pri tabletah smo najmanjso
velikost kapljic disperzij opazili pri Neusilin-TBL. Disperzije tablet, ki smo jih naredili z
ro¢nim tabletiranjem, so vsebovale kapljice velikosti 23 nm v mediju s pH 1,2 ter 30 nm v
mediju s pH 6,8. Disperzije taktno stisnjenih tablet so vsebovale kapljice velikosti 33 nm v
pufru s pH 1,2 oz. 35 nm v pufru s pH 6,8.. Disperzije praskov in tablet, ki vsebujejo
Syloid® 244FP ter Sylysio® 350, so v primerjavi s vzorci z Neuslinom vsebovali vegje
kapljice, a Se vedno so bile le-te manjSe od 100 nm. Velikosti kapljic dispergiranih praskov
in tablet z enakim nosilcem so se razlikovale v nekaj nm. Tako lahko predpostavimo, da
proces tabletiranja ne vpliva na velikost kapljic dispergiranih tablet. Prav tako nacin
tabletiranja nima vpliva na velikost kapljic dispergiranih tablet, saj so bile razlike med

taktno in ro¢no stisnjenimi tabletami le nekaj nm.

Ce primerjamo rezultate meritev velikosti kapljic disperzij v obeh medijih, so bile razlike
nekaj nm (med 1,25 in 7,84). Izjema je le Syloid-PRA, kjer so razlike v velikosti kapljic

disperzije med razli¢nima pufroma vecje.

Da bi preverili razprSenost porazdelitve velikosti kapljic, smo disperzijam dolo¢ili Se
polidisperzni indeks (PDI). BliZje je PDI vrednost 0, bolj je porazdelitev homogena. Ce pa
se pribliza Stevilu 1, je disperzija heterogena. V preglednici VI1II so predstavljeni rezultati

meritev razprsenosti velikosti kapljic disperzij (PDI) in standardni odkloni treh meritev.
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Preglednica VII1: Rezultati PDI vrednosti velikosti kapljic in odkloni treh meritev glede na pH medija.

PDI
pH 1,2 SD pH 6,8 SD
SMES 0,0713 0,0294 0,1230 0,0151
SMES+RSV 0,1313 0,0105 0,0877 0,0142
Neusilin PRA 0,1570 0,0141 0,1757 0,0085
Syloid PRA 0,3170 0,0547 0,5810 0,0835
Sylysia PRA 0,3860 0,1155 0,5670 0,1691
Neusilin TBL-T 0,3467 0,0025 0,2623 0,0135
Neusilin TBL-R 0,0887 0,0071 0,1150 0,0115
Syloid TBL-R 0,4560 0,0594 0,4670 0,0180
Sylysia TBL-R 0,3910 0,1539 0,5303 0,1310

Vrednosti PDI so bile v obeh preskuSenih medijih najnizje pri disperzijah tekocega SMES-
a. V mediju s pH 1,2 je bila vrednost PDI 0,07, po vgraditvi RSV v teko¢ SMES sej je PDI
vrednost poviSala na 0,13. Najbolj homogene velikosti kapljic v pufru s pH 1,2 so bile
disperzije Neusilin-TBL-R (0,09) in Neusilin-PRA (0,16), najvisjo vrednost PDI pa so
imele disperzije Syloid-TBL (0,46). V mediju s pH 6,8 se je po vgraditvi RSV v teko¢
SMES PDI vrednost znizala iz 0,12 na 0,09. Tudi v pufru s pH 6,8 so bile najbolj
homogene disperzije Neusilin-TBL-R (0,12) in Neusilin-PRA (0,18), najmanj pa Syloid-
PRA (0,58). Glede na rezultate meritev velikosti kapljic smo ugotovili, da na sposobnost
samomikroemulgiranja najmanj vpliva Neusilin® US2. Po adsorpciji tekodega SMES-a na
Neusilin® US2 se samomikroemulgirajo&i u¢inek ohrani, velikosti kapljic pa se najmanj

razlikujejo od kapljic dispergiranega teko¢ega SMES-a.

Vecdja velikost kapljic dispergiranih trdnih formulacij glede na disperzije tekoc¢ih SMES je
lahko v afiniteti nosilca do PAS. Po dispergiranju v mediju ostane del PAS adsorbiran na
netopnem nosilcu, ki ga po centrifugiranju odstranimo. V supernatantu je zato ve¢ oljne
faze glede na PAS in posledi¢no nastanejo vecje kapljice. To so opazili tudi Speybroeck in
sodelavci. Ti so ugotovili, da pride do adsorpcije Kolliphorja EL na nosilec Neusilin US2,
ki povzro¢i visje razmerje med oljem in PAS. To ima vpliv na povecanje velikosti kapljic

disperzij trdnih formulacij in posledi¢no na vrednosti PDI (29). Kar smo opazili tudi pri
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izdelavi (psevdo)trikomponentnega faznega diagrama, manjsi kot je bil delez prisotnih

PAS, vecje so kapljice v disperziji.

4.3 REZULTATI IN VITRO SPROSCANJA RESVERATROLA

Pri razvoju in izdelavi novih farmacevtskih oblik je profil spros¢anja vanje vgrajene
ucinkovine zelo pomemben. SproScanje RSV iz samomikroemulgirajo¢ih praskov in tablet

smo izvedli v pufru HCI s pH = 1,2 ter fosfatnem pufru s pH = 6,8.

4.3.1 Sprosc¢anje RSV iz SMES praskov

Na sliki 15 vidimo, da se je po 60 min spro$¢anja v pufru HCl s pH 1,2 najve¢ RSV
sprostilo iz praska Neusilin-PRA (~ 80%). Naslednjih 7 ur preskusa se koli¢ina RSV v
mediju ni spremenila. V prvi uri spro$¢anja Syloid-PRA se je sprostilo pribl. 70%
celotnega RSV, ki je bil prvotno v prasku. Po osmih urah spro$c¢anja je bila koli¢ina
spros¢enega RSV iz Syloid-PRA manjsa (~ 73%). v primerjavi s Neusilin-PRA Pri
Sylysia-PRA se je najve¢ RSV sprostilo v prvi uri spro$¢anja (~ 65%), po osmih urah

sproscanja je bil delez spros¢enega RSV ~ 68%.
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Slika 15: Profili sproséanja RSV iz razlicnih SMES praskov v mediju s pH 1,2.
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Nato smo naredili isti preskus Se pri fosfatnem pufru s pH 6,8. Rezultati sprosc¢anj so
prikazani na sliki 16. Tudi pri tem pufru se je najve¢ RSV sprostilo iz Neusilin-PRA. V 8
urah min se je sprostilo ~ 96% RSV, medtem ko se je iz Syloid-PRA in Sylysia-PRA
sprostilo manj RSV (~ 70%). Kot pri rezultatih spro$¢anja RSV v pufru s pH 1,2 smo tudi
v pufru s pH 6,8 opazili, da se v vseh primerih najve¢ uéinkovine sprosti v prvih 60

minutah sproscanja, nato pa koncentracija RSV v vzorcu zelo pocasi narasca.
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Slika 16: Kolicina sproscéenega RSV iz SMES praskov v fosfatnem pufiu s pH 6,8.

V obeh preskuSanih medijih se najve¢ RSV sprosti iz praskov, ki kot nosilec vsebujejo
Neusilin® US2. Opazili smo, da se v pufru s pH sprosti 80% RSV, medtem ko v mediju s
pH 6,8 sprosti kar 96% vgrajenega RSV. Razlog tega je lahko topnost RSV, saj je kot
Sibka kislina RSV bolje topen v pufru s pH 6,8. Syloid® 244FP in Sylysia® 350 imata
podobno kemijsko strukturo, zato smo pric¢akovali podobno obnasanje v medijih, kar nasi
rezultati spros¢anja tudi podpirajo. 1z nobenega SMES praska se ni sprostil ves vgrajen
RSV. Ce primerjamo spro$¢anje RSV iz tekotega SMES, kjer se sprosti celotna koli¢ina
RSV, pridemo do ugotovitve, da adsorpcija na trdne nosilce zmanjsa koli¢ino sproscene
uc¢inkovine. Nepopolno desorpcijo iz praskov so ugotovili tudi Speybroek in sodelavci, ki
so primerjali spro$c¢anje uc¢inkovine danazol iz teko¢ega SES-a in iz SES-a adsorbiranega
na Neusilin® US2. Opazili so ~ 35% manj spro§¢enega danazola iz praskov, ki so kot
nosilec vsebovale Neusilin® US2. Kot najverjetnej$i razlog so navedli nepopolno
desorpcijo emulgatorjev in vanj vgrajene u¢inkovine. Ugotovili so, da se po adsorpciji

SES-a na nosilec Neusilin® US2 in kasnejsem dispergiranju zmanjsa solubilizacijska
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kapaciteta za danazol v primerjavi z dispergiranim teko¢im SES-om (29). V nasi raziskavi
sSmo pri sproséanju opazili ~ 20% (v pufru s pH 1,2) oz. ~ 5% (v pufru s pH 6,8) manj
spros¢enega RSV primerjavi s sproséanjem RSV iz tekocih formulacij, kar je manjSa

razlika kot so jo opazili Speybroek in sodelavci.

4.3.2 Sproscanje RSV iz SMES tablet

Nato smo SMES praskom dodali pomozne snovi za tabletiranje in stisnili tablete.
Spros¢anja smo izvajali v enakih pogojih kot praske. S testom smo Zeleli preveriti, ¢e se
razlike v spros¢anju praskov z razli¢nimi nosilci odrazajo tudi pri tabletah. Prav tako nas je
zanimalo, ali dodatek pomoznih snovi za tabletiranje in sam proces tabletiranja vplivata na

koli¢ino spros¢enega RSV.

Najprej smo izvedli test v pufru s pH 1,2, rezultate prikazuje slika 17. Najve¢ RSV se je
sprostilo iz Neusilin-TBL-T (~80%), iz Neusilin-TBL-R pa nekoliko manj (~ 78%). 1z
Syloid-TBL in Sylysia-TBL je se v 8 urah sprostilo ~ 61% 0z. ~ 68% celotne koli¢ine
RSV. Profil sproscanja in koli¢ina spros¢enega RSV se med rocno in taktno stisnjenimi
tabletami z Neusilinom ni razlikovala. Ce primerjamo rezultate spro§¢anj RSV iz SMES
prasSkov in tablet pri pufru pH 1,2 opazimo, da se je koli¢ina sprosc¢enega RSV najbolj
zmanjsala pri serijah tablet, ki so vsebovale nosilec Syloid® 244FP (iz ~ 70% na ~ 60%).
Pri nosilcih Neusilin® US2 in Sylysia® 350 ni bilo opaziti tako velikih razlik, koli¢ina

spros¢enega RSV se zmanjsa le za priblizno 4%.
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Slika 17: Sproscanje RSV iz serij SMES tablet v HCI pufiu s pH 1,2.
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Po 8 urah se je v fosfatnem pufru najve¢ RSV sprostilo iz serij Neusilin-TBL-T in
Neusilin-TBL-R (~ 78%) (slika 18). Ker je bila koli¢ina spros¢enega RSV pri obeh serijah
tablet z Neusilinom enaka, lahko predpostavimo, da nacin tabletiranja ne vpliva na
spros¢anje RSV. lz tablet Sylysia-TBL-R se je v 8 urah sprostilo ~ 73% ucinkovine,
medtem ko se je iz Syloid-TBL-R sprostilo le ~ 60% RSV. V primerjavi s SMES praski se
koli¢ina sprod¢enega RSV najbolj zniZa pri tabletah, ki kot nosilec vsebujejo Neusilin®
US2. Iz dobljenih rezultatov je razvidno tudi, da se RSV iz tablet sprosti po¢asneje kot pri

praskih.
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Slika 18: Delez sproscenega RSV serij SMES tablet v mediju s pH 6,8.

Sander in sodelavci so v svoji raziskavi preverjali vpliv vgradnje SMES v tablete. Tekoc¢i
sistem so adsorbirali na nosilec Neusilin US2 ter ga z dodatkom razgrajevala ter
magnezijevega stearata tabletirali. Ugotovili so, da adsorpcija tekoCega SMES-a na
Neusilin® US2 zmanjsa u&inkovitost spro§¢anja ciklosporina A za 15%, medtem ko se je z
izdelavo tablet koli¢ina spro$€ene ucinkovine zmanjSala za 40% (41). V primerjavi z
nasimi rezultati, kjer smo dobili ~ 20% manj spros¢enega RSV iz Neusilin-TBL, lahko
sklepamo, da na delez sprosc¢ene ucinkovine poleg nosilca vpliva proces tabletiranja. Bolko
in sodelavci so preverili topnost RSV v razli¢nih PAS ter oljnih komponentah. Ugotovili
so, da je topnost RSV v emulgatorju Kolliphor RH40 20,5 mg/100 mg zmesi ter v
Kolliphor EL 17,5 mg/100mg zmesi. Medtem ko je topnost v ricinusovem olju in Capmul
MCM topnost le ~ 1mg/100mg zmesi (37).
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Glede na rezultate merjenj velikosti kapljic disperzij in spro$¢anja RSV iz trdnih
formulacij nam lahko sklepamo, da je afiniteta nosilcev do PAS vzrok nastanka vecjih
kapljic disperzij. Hkrati pa je boljSa topnost RSV v PAS lahko vzrok nepopolnega
spros¢anja RSV iz SME praSkov in tablet. PAS tako ostanejo adsorbirane na nosilcu, prav
tako pa v PAS raztopljen RSV.

4.4 STATISTICNO OVREDNOTENJE REZULTATOV SPROSCANJ

S statisticno analizo rezultatov lahko preverimo, ¢e so razlike med vzorci statisti¢no
razlicne. S pomocjo programa SPSS (Statistical Package for Social Sciences) smo

analizirali ter statisticno preverili rezultate spro§¢anj RSV iz SMES praskov in tablet.

Najprej smo naredili test opisne statistike vzorcev. lzvedli smo 10 poskusov sproscanj
vsake farmacevtske oblike v obeh medijih. Iz rezultatov spros¢anj smo izracunali
povprecen delez RSV, ki se je sprostil po 8 urah, standardni odklon ter interval zaupanj pri

5% tveganju.

V preglednici 1X so rezultati spros$¢anj v mediju s pH 1,2. Vse to¢ke so bile znotraj

izraCunanega 95% intervala zaupanja, izjema je le en vzorec pri Neusilin-PRA.

Preglednica IX: Rezultati testa opisne analize vzorcev v pufru s pH 1,2, povprecne vrednosti sproscenega

RSV, standardni odklon ter interval zaupanja pri 5% tveganju.

VSRS Povprecna Standardni Interval zaupanja (0=0,05)
vrednost [%6] odklon Spodnja meja  Zgornja meja
Neusilin-PRA 80,06 1,4449 79,0336 81,1009
Syloid-PRA 73,18 2,2587 71,1874 74,8031
Sylysia-PRA 68,72 2,9746 66,5980 70,8538
Neusilin-TBL-T 79,67 1,4613 78,8592 80,5297
Neusilin-TBL-R 78,16 0,4995 77,8083 78,5230
Syloid-TBL-R 60,75 2,9999 58,6093 62,9014
Sylysia-TBL-R 67,85 1,8416 66,5333 69,1682
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Pri mediju s pH 6,8 se vsi rezultati nahajajo znotraj pri¢akovanega 95% intervala zaupanja,

rezultati so predstavljeni v preglednici X.

Preglednica X: Rezultati statisticne analize v pufru s pH 6,8, povprecne vrednosti sproscenega RSV,

standardni odklon ter interval zaupanja pri 5% tveganju.

Vol Povprecna Standardni Interval zaupanja (0=0,05)
vrednost [%] odklon Spodnja meja  Zgornja meja
Neusilin-PRA 95,5855 1,8793 94,2411 96,9299
Syloid-PRA 70,1365 2,8051 68,1299 72,1432
Sylysia-PRA 71,7710 1,4796 70,7126 72,8294
Neusilin-TBL-T 78,7434 3,2062 76,4499 81,0370
Neusilin-TBL-R 78,0453 3,7014 75,3975 80,6931
Syloid-TBL-R 61,0621 0,7914 60,4960 61,6283
Sylysia-TBL-R 71,7162 1,3434 70,7552 72,6772

4.4.1 Testiranje razlik med rezultati spros¢anj praskov in tablet

Nato smo s t-testom dveh neodvisnih vzorcev (ang. »Independent samples t-test«)
preverjali razlike med sproscanji praskov in tablet (preglednica XI). Pogoj t-testa je

rezultat homogenosti 0z. nehomogenosti varianc, ki ga dobimo s Levenovim testom.

Preglednica XI: Analiza rezultatov homogenosti varianc s Levenovim testom ter raziike v sproscéanju med

praski in tabletami s t-testom dveh neodvisnih vzorcev.

Levenov test homogenosti varianc T-test dveh neodvisnih vzorcev

Vzorec pH medija F—Slg(p) t Df Sig (p)
Neusilin-T pH 1,2 0,318 0,580 0,602 18 0,555
Neusilin-R pH 1,2 3,115 0,095 3,933 18 0,001
Syloid pH 1,2 1,069 0,315 10,469 18 0,0001
Sylysia pH 1,2 2,237 0,152 0,719 18 0,439
Neusilin-R pH 6,8 5,820 0,027 13,362 13,351 0,0001
Neusilin-T pH 6,8 1,654 0,215 14,331 18 0,0001
Syloid pH 6,8 16,059 0,001 9,846 10,424 0,0001
Sylysia pH 6,8 0,260 0,616 0,087 18 0,932

Glede na Levenov test homogenosti varianc so predpostavljene variance homogene
(p<0,05) v primeru Neusilin-R (p = 0,027) ter Syloid (p=0,001). Iz t-testa dobimo rezultat
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o signifikantnih razlikah med sproscanji praskov in tablet pri dolo¢enem pH mediju. Pri pH
1,2 so bile razlike statisticno signifikantne (p<0,05) v primerih Neusilin-R (p=0,001) in
Syloid (p=0,0001). Med rezultati spros¢anj v mediju s pH 6,8 pa pri vzorcih Neusilin-T
(p=0,0001), Neusilin-R (p=0,0001) in Syloid (p=0,0001). Razlike v spro$¢anju RSV iz

ostalih vzorcev niso statisti¢no signifikantne.

4.4.2 Testiranje razlik med rezultati spros¢anj v razli¢nih pufrih

Prav tako smo s t-testom dveh neodvisnih vzorcev primerjali rezultate spros¢anj med
pufroma pH 1,2 ter pH 6,8. V preglednici XII so navedeni rezultati analize. Variance so
homogene (p<0,05) v primerih Neusilin-TBL-R (p=0,0001) ter Syloid-TBL (p=0,003).
Razlike so bile signifikantne (p<0,05) v primerih spro$¢anj RSV iz vzorcev Neusilin-PRA
(p=0,0001), Syloid-PRA (p=0,015), Sylysia-PRA (p=0,010) ter Sylysia-TBL (p=0,0001).

Preglednica XII: Rezultati Levenovega testa homogenosti varianc in analize s t-testom neodvisnih vzorcev za

preverjanje vpliva pufra na kolicino sproscenega RSV iz praskov in tablet.

Levenov test homogenosti varianc T-test dveh neodvisnih vzorcev
Vzorec - F  sig®» t df  sigp
Syloid-PRA 1,101 0,308 2,679 18 0,015
Sylysia-PRA 3,526 0,077 -2,898 18 0,010
Neusilin-TBL-T 3,414 0,081 0,837 18 0,413
Neusilin-TBL-R 21,996 0,0001 0,102 9,328 0,921
Syloid-TBL-R 11,764 0,003 -0,313 10,247 0,761
Sylysia-TBL-R 0,375 0,548 5,362 18 0,0001

4.4.3 Testiranje razlik rezultatov spros¢anj med vzorci nosilcev

S testoma ANOVA ter Welch ANOVA smo preizkusali domnevo o aritmeti¢ni sredini ve¢
vzorcev. Preverjali smo statistiCne razlike v koli¢ini spros¢enega RSV med razli¢nimi
nosilci. Predpogoj testa je rezultat homogenosti 0z. nehomogenosti varianc. V primeru
homogenih varianc smo za testiranje razlik med vzorci uporabili test ANOVA ter za
testiranje razlik dveh vzorcev Post hoc test Bonferroni. Ce so bile variance nehomogene,

smo testiranje opravili po testu ANOVA Welch ter s Post hoc testom Games-Howell.
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PRASKI

Za preverjanje razlik med praski smo najprej preverili homogenost varianc z Levenovim
testom, saj nam rezultat le-tega pove, katere teste je potrebno uporabiti za nadaljnjo
analizo. Dovolj je, da za statisticno obravnavo upoStevamo vrednost p (Sig.), saj je

izraunana iz ostalih vrednosti, ki so predstavljene v preglednici XIII.

Preglednica XI111: Rezultati Levenovega testa homogenosti varianc rezultatov sproséanj praskov in rezultati

testa ANOVA, ki nam podajo razlike v kolicini sproscenega RSV med preskusenimi SME praski.

Levenov test homogenosti varianc ANOVA
m Sum square df
pH 6,8 3,327 2 27 0,051 4180,460 29 447,939 0,0001

Rezultati Levenovega testa dokazujejo, da so variance nehomogene (p>0,05). Zato smo za
iskanje razlik med posameznimi praski uporabili test ANOVA ter Post hoc test Bonferroni
(preglednica XIV).

Preglednica XIV: Rezultati Bonferroni testa primerjave posameznih sprosc¢anj RSV iz razlicnih nosilcev
SME praskov.
BONFERRONI TEST Sig. (p)

pH 1,2 Neusilin - Syloid 0,0001
pH 1,2 Neusilin — Sylysia 0,0001
pH 1,2 Syloid - Sylysia 0,001
pH 6,8 Neusilin - Syloid 0,0001
pH 6,8 Neusilin — Sylysia 0,0001
pH 6,8 Syloid - Sylysia 0,292

Post hoc testi (Bonferroni) so pokazali, da so statisti¢no signifikantne razlike (p<0,05) med
vsemi kombinacijami nosilcev pri spro$¢anju v mediju s pH 1,2 (p=0,001 oz. p=0,0001); v
mediju s pH 6,8 pa so statisti¢no signifikantne razlike pri sproscanju Neusilin-PRA in
Syloid-PRA (p=0,0001) ter Neusilin-PRA in Sylysia-PRA (p=0,0001), medtem ko med
Syloid-PRA in Sylysia-PRA ni signifikantnih razlik v spro$¢anju (p=0,292).
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TABLETE

Za iskanje razlike med sproscanji serij tablet smo najprej preverili s homogenost varianc z
Levenovim testom. V preglednici XV vidimo, da so bile variance homogene (p<0,05) v
obeh preizkuSenih medijih (p=0,001). Zato smo za nadaljnjo testiranje razlik med
sproscanji uporabili Welch ANOVA test ter Post hoc test Games-Howell.

Preglednica XV: Rezultati Levenovega testa homogenosti varianc rezultatov sproscanj tablet ter rezultati

testa Welch ANOVA, ki nam podajo razlike v kolicini sproscenega RSV med preskusenimi SME tabletami

Levenov test homogenosti varianc ANOVA Welch
 Statistic ~ dfl  df2  Sig(p)  Statistic df1 df 2 Sig.(p)
218,970 3 16,728 0,0001
pH 6,8 6,622 3 36 0,001 249,655 3 17,766 0,0001

V preglednici XV1 so prikazani rezultati testa Games-Howell, s katerim preverimo razlike
med posameznimi serijami tablet. Razlike so statisticno signifikantne, ¢e je p<0,05.
Rezultati testa so pokazali, da so v primeru sproscanja tablet v mediju s pH 1,2 statisti¢ne
razlike med vsemi serijami tablet (p=0,0001). V mediju s pH 6,8 so razlike med vsemi
serijami tablet (p=0,002 oz. p=0,0001)) z izjemo Neusilin-T in Neusilin-R, Kkjer ni

statisti¢no signifikantne razlike v spros¢anju (p=0,969).

Preglednica XVI: Rezultati Games-Howell testa primerjave posameznih sproséanj RSV iz serij SME tablet v
medijih s pH 1,2 in pH 6,8.

GAMES-HOWELL TEST Sig. (p)
pH 1.2 Neusilin T — Neusilin R 0,0001
pH 1.2 Neusilin T — Syloid 0,0001
pH 1.2 Neusilin T - Sylysia 0,0001
pH 1,2 Neusilin R - Syloid 0,0001
pH 1,2 Neusilin R — Sylysia 0,0001
pH 1,2 Sylysia - Syloid 0,0001
pH 6,8 Neusilin T — Neusilin R 0,969
pH 6,8 Neusilin T — Syloid 0,0001
pH 6,8 Neusilin T - Sylysia 0,0001
pH 6,8 Neusilin R - Syloid 0,0001
pH 6,8 Neusilin R — Sylysia 0,002
pH 6,8 Sylysia - Syloid 0,0001
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45 KINETIKA SPROSCANJA RESVERATROLA

Da bi mehanizme, ki vplivajo na spros¢anje RSV iz preucevanih formulacij Se podrobneje
razlozili, smo izracunali ujemanje eksperimentalnih rezultatov testa raztapljanja z
enacbami, ki opisujejo razli¢ne kinetike sproscanj: 0. Red (enacba 6), 1. Red (enacba 7),
Higucijeva kinetika, ki opisuje spros$¢anje po difuziji (enacba 8), kinetika po Korsmeyer-
Peppasu (enacba 9), ki uposteva vec vplivov ter kinetika po Hixon-Crowellu (enacba 10),
Ki uposteva zmanjSanje povrsine formulacij med spros¢anjem.

Vrednost eksponenta n (naklon) v Korsmeyer-Peppasovi enacbi predpostavlja razli¢ne
mehanizme sproscanja. V primeru sproScanja odvisnega od difuzije (t. 1. Fickovega
spro$¢anja) je n za cilindri¢ne oz. sferi¢ne oblike< 0,43. Ce je vrednost n med 0,43 ter
0,85, govorimo o ne-Fickovi kinetiki spros¢anja, ki je odvisna tako od difuzije kot tudi od
relaksacije matriksa. Pri sproS¢anju, ki je odvisno od relaksacije matriksa (ang. »Case Il
transport«), ima eksponent n vrednost 0,85 za sfere. Vrednosti n > 0,85 za formulacije
povezujemo s posebnim primerom kinetike, kjer na mehanizem spro$¢anja vpliva
povecana plasti¢nost viskozne bariere - t.j. polimernega gela, ki se relaksira (ang. » Super
Case Il transport«) (42).

Za izracun ujemanja smo uporabili eksperimentalne podatke iz testa spros¢anje v medijih s

pH 1,2 ter pH 6,8. Rezultati so prikazani v preglednici XVII.

Preglednica XVI11: Pearsonovi koeficienti korelacije ter konstante sproscéanja RSV iz SE praskov in tablet v

pufru HCI s pH 1,2 za razli¢ne preizkusane enacbe kinetik sproscanja.

HIXSON- KORSMEYER
HIGUCHI
CROWELL -PEPPAS
Formulacija naklon r2 naklon r2 naklon r2 naklon r2 naklon r2
Neusilin-PRA 1,9568  0,4861 -0,0127 0,7335 -0,0483 05722 14,208 0,7976  0,1153  0,9672
Syloid-PRA 1,7994  0,5761 -0,0137 0,6877 -0,0401 0,6491 12,519 0,868 0,2098  0,8998
Sylysia-PRA 1,7460  0,6271 -0,0177 0,624 -0,0377 06975 11,859 0,9005 0,2609  0,9078

Neusilin-TBL-T 2,1269  0,8100 -0,0162 0,9072 -0,0473 08773 13,151 0,9639 0,5586  0,9064

Neusilin-TBL-R 2,2931  0,8214 -0,0181 0,9085 -0,0522 0,8821 13,959 09474 06625 0,8850

Syloid-TBL-R 13501  0,7107 -0,0082 0,785 -0,0261 0,7604 88332 09468 0,3301  0,9579

Sylysia-TBL-R 1,5944  0,6761 -0,0107 0,773 -0,0328 0,7407 10,596 0,9294 0,2942  0,9528
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Rezultati testa spros¢anja v mediju s pH 1,2 Neusilin-PRA so se najbolje ujemali (R? =
0,97) s kinetiko spros¢anja po modelu Korsmeyer-Peppas. Vrednost eksponenta n je
znaSala 0,12, kar nakazuje na difuzijsko nadzorovano sproscanje. Tudi ostale preizkusane
formulacije praskov Syloid-PRA in Sylysia-PRA so se najbolje ujemale s Kkinetiko
spros¢anja po Korsmeyer-Peppasu (0,90 ter 0,91), kjer sta eksponenta n (0,21 in 0,26)
nakazovala na difuzijsko nadzorovano spros¢anje. Rezultate potrjuje tudi dejstvo, da smo v
vseh praskih opazili dobro ujemanje s Higuchijevim modelom kinetike spros¢anja (R? od

0,80 do 0,90), kjer na mehanizem prav tako vpliva difuzija.

Podobno kot pri praskih lahko tudi pri SMES tabletah predpostavimo, da je difuzija glavni
mehanizem, ki nadzira sprosc¢anje. Pri vzorcih Neusilin-TBL-T ter Neusilin-TBL-R so se
vrednosti R? najbolj priblizale modelu kinetike po Higuchiju (0,96 oz 0,95). Pri rezultatih
kinetike v pufru s pH 1,2 kot tudi v pufru s pH 6,8 so se Syloid-TBL-R in Sylysia-TBL-R
najbolje ujemale s kinetiko Korsmeyer-Peppas (0,96 in 0,95). Vrednost eksponenta n je

0,33 0z. 0,29, tako da lahko tudi tu predpostavimo difuzijsko nadzorovano sproséanje.

V preglednici XVIII so navedeni podatki za spro$¢anje v mediju s pH 6,8.

Preglednica XVIII: Konstante sprosc¢anja ZU iz SE praskov in tablet v fosfatnem pufiu s pH 6,8 ter

Pearsonovi koeficienti korelacije za razlicne preizkusane enacbe kinetik sproscanja.

HIXSON- KORSMEYER
0.RED 1.RED HIGUCHI
CROWELL -PEPPAS
Formulacija naklon r2 naklon r2 naklon r2 naklon r2 naklon r2
Neusilin-PRA 22708 0524  -0,0261 07296 -0,0646  0,6544 16,201 0,8301 0,592  0,8986
Syloid-PRA 1,7253  0,6355 -0,0124 0,7465 -0,0371  0,7089 11,679 09064 0,559  0,9435
Sylysia-PRA 1,9403  0,6626 -0,015 0,7795 -0,0437 0,7408 12,952 09189 0,3136  0,8920

Neusilin-TBL-T 2,1076  0,8158 -0,0156 0,9001  -0,0462 08742 12933 09561 0,6085 0,8956

Neusilin-TBL-R 1,9338 0,7300 -0,0143 0,8294  -0,0423 0,7976 12,481 09465 04105 0,8999

Syloid-TBL-R 13453 0,7168 -0,0082 0,795 -0,026 0,7691  8,7821 0,9506 0,3199 0,9791

Sylysia-TBL-R 1,706 06965 -0,0119 0,8019  -0,0359 0,7671 11,23 09398 03175 0,9528

Rezultati testa spro§canja Neusilin-PRA (R? =0,90), Syloid-PRA (R? =0,94), Syloid-TBL
(R®=0,98) in Sylysia-TBL (R?=0,95) so se najbolje ujemali s kinetiko modela Korsmeyer-
Peppas. Pri Sylysia-PRA (R?=0,92) ter Neusilin-TBL (R*=0,96) pa se kinetika sprotanja
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najbolj pribliza modelu po Higuchiju. Visoke vrednosti Pearsonovega koeficienta pri obeh
modelih, Higuchi ter Korsmeyer-Peppas ter vrednost eksponenta n < 0,43 pri modelu

Korsmeyer-Peppas, nakazujejo na difuzijsko nadzorovano spros¢anje.

Ugotavljanje kinetike spros¢anja RSV so ugotavljali Bolko in sodelavci. Pripravili so
SMES iz razli¢nih kombinacij Kolliphorja® RH40, Kolliphorja® RH60, Kolliphorja® EL,
Capmula® MCM in ricinusovega olja. V pripravljene sisteme so vgradili RSV ter
spremljali spro$canje ucinkovine iz tekoCih formulacij, polnjenih v trdne Zelatinaste
kapsule. Pri preverjanju kinetike so sistemi najboljse korelirali s kinetiko Higuchi (R*> med
0,90 in 0,97). Glede na to, da so ti sistemi vsebovali enake 0z. podobne sestavine kot na$
SMES, lahko predpostavimo, da z adsorpcijo tekoc¢ih sistemov na trdne nosilce nismo

vplivali na mehanizem spros¢anja RSV (37).
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4.6 DIFERENCNA DINAMICNA ANALIZA (DSC)

Posneli smo DSC termograme cistega RSV v prahu, SMES z RSV, trdnih poroznih

nosilcev in SMES praskov in tablet.

Na DSC termogramu RSV na sliki 19 vidimo oster endotermni vrh pri okoli 270 °C, ki
ustreza taljenju kristalini¢ne strukture pri 267 °C. Isailovi¢ in sodelavci so prav tako
ugotovili ozek endotermni vrh RSV pri enakih pogojih (43). Pri analizi SMES z vgrajenim
RSV nismo dolocili omenjenega endotermnega vrha kar potrjuje, da je bila ucinkovina

popolnoma raztopljena v SMES-u.

N_SMES zRSV

Y\ RSV (/’—,

20
Wgh-1

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 °C
Lah: METTLER STAR® SWA.3

Slika 19: Termogrami RSV in tekoce formulacije SMES s vgrajenim RSV.

Na sliki 20 so prikazani rezultati termi¢ne analize Neusilina US2 ter razli¢nih formulacij s
tem nosilcem. Pri termogramu Neusilina vidimo prvi endotermni vrh pri 100 °C, Kjer pride
do odparevanja vode (44) ter Se en endotermni vrh pri priblizno 250 °C. Pri termogramih
razliénih vzorcev S Neusilinom prav tako vidimo samo dva endogena vrha. Krupa in
sodelavci so v svoji raziskavi posneli DSC spekter Neusilina, ter dobili podoben
termogram; endogena vrhova pri pribl. 100 °C ter pri 260 °C (45). Endogeni vrh pri pribl.
250 °C opazimo tako na termogramu vzorcev brez in z RSV, zato sklepamo, da ta vrh ni

vzrok prisotnosti RSV v vzorcu.

49



Zala Setina Diplomska naloga

Wgh-1] |
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Lah: METTLER STAR®e SW9QO3

Slika 20: Termogrami analize DSC: Neusilin® US2 ter trdne SMES formulacije Neusilina z vgrajenim RSV

oz. brez RSV.

V DSC termogramih na sliki 21in sliki 22 so rezultati analize nosilcev Syloid® 244FP in
Sylysie® 350, ter ostalih vzorcev z omenjenima nosilcema. Tudi v teh primerih vidimo le

en endogeni vrh pri 100 °C, ki predstavlja odparevanje vode (44).

¢ .

Syloid-TBL

. b\ Syloid-zmes za TBL

) | Syloid-SSMES z RSV

Wgh-1

Syloid-SSMES

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 °C
Lab METTLFR STAR® SWA3
Slika 21: Rezultati termicne analize Syloid® 244FP ter trdne SMES formulacije Syloida z vgrajenim RSV ali

brez.
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Seed

| Sylysia-SSMES z RSV

WoN-1| |-l -

Sylysia-SSMES
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Lah METTLER STAR® SW93

Slika 22: Termogrami analize za Sylysia® 350 ter trdne SMES formulacije s tem nosilcem z vgrajenim RSV

ali brez.

Pri termogramih tablet s Syloidom in Sylysio smo opazili eksotermni vrh pri 300 °C, ki pa
je prisoten v vseh vzorcih tablet. Opazili smo ga pri vzorcih z in brez RSV ter tudi
termogramu zmesi za tabletiranje, zato lahko sklepamo, da ni vzrok prisotnosti RSV v

VZOrcu.

Rezultati termi¢ne analize RSV ter preucevanih trdnih farmacevtskih oblik so nakazali, da
ostane ucinkovina ves ¢as raztopljena v SMES-u. Pretvorba v trdno obliko z adsorpcijo na
porozne nosilce ter nadaljnje tabletiranje ne povzro¢i ponovne kristalizacije RSV, saj v
termogramih praskov in tablet nismo opazili endotermnega vrha, ki je znacilen za RSV.
Prav tako pri vseh nosilcih opazimo prisotnost vlage Ze v sami izhodni snovi, saj so

porozni nosilci sposobni adsorpcije teko¢in, tudi vlage iz ozracja.

DCS termi¢no analizo trdnih SMES so opravili tudi Milovi¢ in sodelavci. Ucinkovino
karvediol so vgradili v . SMES ter tekoco formulacijo adsorbirali na razlicne nosilce.
Termogrami so pokazali, da ni endogenega vrha, ki bi ustrezal temperaturi talis¢a
u¢inkovine, zato so predpostavili, da ne pride do rekristalizacije u¢inkovine po adsorpciji
na trdne nosilce (46). To se sklada z naSimi rezultati termi¢ne analize, zato lahko

predpostavimo da vgradnja u¢inkovine v SMES, adsorpcija na trdne nosilce ter kasnejSe
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tabletiranje ne vpliva na raztopljen RSV, ker rekristalizacije RSV na termogramih nismo

opazili.
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5 SKLEPI

Namen diplomske naloge je bil vrednotenje spro$¢anja RSV iz trdnih
samomikroemulgirajo¢ih sistemov. Ucinkovino smo vgradili v SMES, ki smo ga
adsorbirali na trdne porozne nosilce ter tabletirali. Tako pripravljene trdne farmacevtske
oblike smo sproscali v dveh medijih, ki simulirata okolje gastrointestinalnega trakta; v
pufru s pH 1,2, ki posnema okolje Zelodca, ter v pufru s pH 6,8, ki posnema okolje tankega
Crevesa. Rezultate spros¢anja smo statisticno ovrednotili ter ugotavljali ujemanje
eksperimentalnih rezultatov z razlicnimi kinetiénimi modeli sproscanja, da bi ugotovili

moZen mehanizem sproS¢anja uc¢inkovine iz formulacij.

» Sestavo samomikroemulgirajoega sistema smo doloc¢ili na oshovi izdelanega
(psevdo)trikomponentnega faznega diagrama. Vse disperzije so po prvih dodatkih
vode mikroemulzije v/0, z vecanjem deleza vode pa nastanejo (mikro)emulzije o/v.
Med prehodom v mikroemulzije o/v smo pri vzorcih z vecjo koli¢ino PAS opazili
nastanek gela, ki v naSem sistemu ni zazelen, saj lahko zakasni sproS¢anje
uc¢inkovine. Izbrali smo kombinacijo 60% emulgatorjev (Kolliphor EL in Kolliphor
RH40 v razmerju 1:1) in 40% oljne faze (Campmul MCM in Ricinusovo olje v

razmerju 1:1).

= Ugotovili smo da se s pretvorbo teko¢ega SMES-a v SMES praSke in tablete se
samomikroemulgirajo¢i u¢inek ohrani. Velikost kapljic disperzij SME praskov in
tablet se je sicer povecala v primerjavi z velikostjo kapljic disperzij tekoCe oblike

SMES-a, vendar je ostala pod mejo 100 nm, kar je meja za nastanek mikroemulzij.

= Ugotovitve testiranja spros¢anja RSV so naslednje:
Po opravljenih analizah spros¢anja RSV v razli¢énih medijih smo ugotovili, da se je
najve¢ RSV sprosilo iz SMES praska, ki je kot trdni nosilec vseboval Neusilin®
US2 (~ 80 0z 96%). Adsorpcija RSV+SMES na trdne nosilce je zmanj3ala koli¢ino
spros¢enega RSV. Prav tako smo ugotovili statisticno signifikantne razlike med
spros¢anjem vseh posameznih praskov v pufru s pH 1,2, v mediju s pH 6,8 pa so
razlike signifikantne le med Neusilin-PRA in Syloid-PRA ter Neusilin-PRA in

Sylysia-PRA.
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S primerjavo profilov spros¢anja RSV iz razli¢nih serij SMES tablet smo ugotovili,
da se je v obeh medijih najve¢ RSV sprostilo iz tablet, ki so kot trdni nosilec
vsebovale Neusilin® US2 (~ 80%), dodatek pomoznih snovi za tabletiranje ter
proces tabletiranja pa je zmanjSal koli¢ino spros¢enega RSV. Statisti¢ne razlike
med sproscanjem iz praskov in tablet smo opazili pri vzorcih Neusilin-R in Syloid-
R (v obeh medijih) ter Neusilin-T (pri pH 6,8). S primerjavo razlik med serijami
tablet smo signifikantne razlike opazili pri vseh serijah tablet, z izjemo Neusilin-T

in Neusilin-R v pufru s pH 6,8.

= 7 ugotavljanjem ujemanja eksperimentalnih rezultatov sprosScanja z razli¢nimi
matemati¢nimi modeli sSmo ugotovili, da se mehanizem spros¢anja najbolj pribliza
modelu Higuchi oz. Korsmeyer-Peppas. Na sproS¢anje RSV iz trdnih SMES
formulacij najbolj vpliva proces difuzije.

= S termi¢no analizo smo ugotovili, da po adsorpciji teko¢ega SMES-a na trdne
nosilce in nadaljnjim tabletiranjem ne pride do ponovne kristalizacije RSV. To
lahko predpostavimo iz termogramov vzorcev z vgrajenim RSV, iz kjer nismo

opazili znacilnega steklastega prehoda RSV.

Med izbranimi trdnimi poroznimi nosilci se je za adsorpcijo SMES-a in nadaljnjo izdelavo
samomikroemulgirajo¢ih tablet za najprimernejSega izkazal porozni magnezijev
aluminometasilikat (Neusilin® US2). Slednji omogoga najvedjo koli¢ino sproicenega RSV
in se glede na sposobnosti samomikroemulgiranja po dispergiranju v mediju najbolj
pribliza teko¢im SMES-om. V prihodnje bi bilo potrebno narediti Se in vivo Studije, da bi

lahko potrdili izboljSanje bioloSke uporabnosti.
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