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Sazetak

Cilj ove doktorske disertacije bio je razvoj i optimizacija formulacija amorfnih sistema karvedilola
koris¢enjem tri razli¢ite tehnoloske procedure: kuglicnog mlevenja, superkriticne impregnacije
ugljen-dioksidom i1 3D Stampe metodom selektivnog laserskog sinterovanja (engl. Selective Laser
Sintering, SLS).

U prvoj eksperimentalnoj fazi ispitivana je mogucnost ostvarivanja amorfizacije karvedilola
primenom ekscipijenasa male relativne molekulske mase kao koformera metodom kuglicnog
mlevenja. Pripremljene su binarne meSavine karvedilola sa L-triptofanom, L-fenilalaninom, L-
lizinom 1 saharinom u razli¢itim molarnim odnosima, pri ¢emu su optimizovani klju¢ni procesni
parametri. Dobijeni uzorci su karakterisani primenom difrakcije rendgenskih zraka na prasku,
diferencijalne skeniraju¢e kalorimetrije 1 infracrvene spektroskopije sa Furijeovom
transformacijom, a brzina rastvaranja odredena je metodom visoko efikasne te¢ne hromatografije
(engl. High-Pressure Liquid Chromatography, HPLC) u non-sink uslovima. Rezultati su pokazali
da odabrani koformeri znacajno doprinose amorfizaciji i pove¢anju brzine rastvaranja karvedilola.

Druga faza istrazivanja bila je usmerena na primenu postupka superkriticne impregnacije
karvedilola ugljen-dioksidom na mezoporozne silikatne nosace. Kao nosaci koriS¢ene su razlicite
vrste Sylysia® (350, 450 i 740), od kojih je Sylysia® 350 izdvojena kao najpogodniji materijal. Na
osnovu ovih rezultata pripremljene su ternarne formulacije sa dodatkom hidrofinih polimera
(polivinilalkohol, polivinilpirolidon K25, Kollidon® VA64 i Soluplus®). Analize rendgenske
difrakcije, diferencijalne skenirajue kalorimetrije i infracrvene spektroskopije sa Furijeovom
transformacijom potvrdile su prisustvo amorfne faze, dok je uporedna evaluacija binarnih 1
ternarnih sistema ukazala na formulacije sa najve¢im stepenom amorfizacije 1 poboljSanim
profilom rastvaranja karvedilola.

U trecoj fazi ispitivana je mogucnost primene SLS 3D Stampe u izradi tableta koje sadrze amorfni
karvedilol. Formulacije su razvijene koriS¢enjem polivinilalkohola 1 manitola kao komponente
matriksa, talka kao sredstva za pobolj$anje proto¢nosti i Candurin® Gold Sheen pigmenta za
efikasniju apsorpciju laserske energije. Rezultati analiza difrakcije rendgenskih zraka na prasku,
diferencijalne skenirajue kalorimetrije 1 infracrvene spektroskopije sa Furijeovom
transformacijom potvrdili su prisustvo amorfne faze karvedilola, dok su rezultati ispitivanja brzine
rastvaranja aktivne supstance pokazali znacajno poboljSano oslobadanje aktivne supstance u
poredenju sa ¢istim karvedilolom.

Dobijeni rezultati ove doktorske disertacije ukazuju da se primenom kuglicnog mlevenja,
superkritine impregnacije i SLS 3D Stampe mozZe ostvariti efikasna amorfizacija karvedilola, uz

znacajno unapredenje njegovih biofarmaceutskih karakteristika.

Kljuéne redi: karvedilol, amorfizacija, kuglicno mlevenje, superkritiéna impregnacija, SLS 3D
Stampa.

Nauc¢na oblast: Farmacija.

UZa naucna oblast: Farmaceutska tehnologija.



Abstract

This doctoral dissertation aimed to develop and optimize formulations of amorphous systems of
carvedilol using three different technological procedures: ball milling, supercritical carbon dioxide
impregnation, and 3D printing by the Selective Laser Sintering method (SLS).

In the first experimental phase, the possibility of carvedilol amorphization using low-molecular-
weight excipients as co-formers via ball milling was investigated. Binary mixtures of carvedilol
with L-tryptophan, L-phenylalanine, L-lysine, and saccharin were prepared in different molar
ratios, and key process parameters were optimized. The obtained samples were characterized using
Powder X-ray diffraction, differential scanning calorimetry, and Fourier-transform infrared
spectroscopy, while the dissolution rate was determined by high-performance liquid
chromatography (HPLC) under non-sink conditions. The results showed that the selected co-
formers significantly contributed to the amorphization and increased dissolution rate of carvedilol.

The second phase of the study focused on applying supercritical carbon dioxide impregnation of
carvedilol onto mesoporous silica carriers. Various types of Sylysia® (350, 450, and 740) were
used as carriers, among which Sylysia® 350 was identified as the most suitable material. Based on
these results, ternary formulations were prepared by adding hydrophilic polymers (polyvinyl
alcohol, polyvinylpyrrolidone K25, Kollidon® VA64, and Soluplus®). Analyses by X-ray powder
diffraction, differential scanning calorimetry, and Fourier-transform infrared spectroscopy
confirmed the presence of an amorphous phase, while comparative evaluation of binary and
ternary systems indicated formulations with the highest degree of amorphization and improved
dissolution profiles of carvedilol.

In the third phase, the applicability of SLS 3D printing for the fabrication of tablets containing
amorphous carvedilol was investigated. The formulations were developed using poly(vinyl
alcohol) and mannitol as matrix components, talc as a flow enhancer, and Candurin® Gold Sheen
pigment to improve laser energy absorption. The results of Powder X-ray diffraction, differential
scanning calorimetry, and Fourier-transform infrared spectroscopy analyses confirmed the
presence of an amorphous phase of carvedilol, while dissolution tests demonstrated significantly
improved release of the active substance compared to pure carvedilol.

The obtained results of this doctoral dissertation indicate that the use of ball milling, supercritical
impregnation, and SLS 3D printing enables efficient amorphization of carvedilol, resulting in a
marked improvement of its biopharmaceutical characteristics.

Keywords: carvedilol, amorphization, ball milling, supercritical impregnation, SLS 3D printing.

Scientific field: Pharmacy.

Narrow scientific field: Pharmaceutical Technology
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1. Uvod

Oralni put primene smatra se najpogodnijim i najefikasnijim nacinom primene lekova. Sa
stanoviSta pacijenata, oralna primena lekova predstavlja komforan i dobro poznat nacin terapije.
Ovakav pristup olakSava pridrzavanje propisanom rezimu leenja, ¢ime se postize dobra
komplijansa i doprinosi ukupnoj uspesnosti terapije. Kada se aktivna supstanca unosi oralno, prvo
se rastvara u zeludacnom soku i/ili crevnoj tec¢nosti pre nego Sto prode kroz membrane
gastrointestinalnog trakta 1 dospe u sistemsku cirkulaciju. Stoga, rastvorljivost u vodi i
membranska permeabilnost molekula same lekovite supstance igraju klju¢nu ulogu u njenoj
apsorpciji iz gastrointestinalnog trakta.!

Niska rastvorljivost u vodi, kao i brzina rastvaranja aktivnih supstanci jedan je od najvecih
izazova u farmaceutskom razvoju i postaje sve ¢esc¢i problem medu novosintetisanim aktivnim
supstancama koje pretenduju da budu kandidati za razvoj novih lekova.! Oko 40% lekova koji su
dostupni na trzistu i1 ¢ak 90% lekova koji su u razvoju imaju nisku rastvorljivost u vodi. Poseban
problem u vezi sa slabo rastvorljivim lekovitim supstancama lezi u njihovoj sporoj i nepotpunoj
apsorpciji, koja je ograniCena brzinom rastvaranja, Sto dovodi do niske i varijabilne
bioraspolozivosti lekovite supstance nakon oralne primene i problema u postizanju terapijskih
efekata.>?

Prema Biofarmaceutskom sistemu klasifikacije (BSK), lekovita supstanca se smatra slabo
rastvorljivom ukoliko najvec¢a doza ove supstance nije rastvorljiva u 250 ml vodenog medijuma
na 37 °C, pri pH-vrednosti u rasponu 1,2—6,8. Postoje ¢etiri BSK klase, i to: klasa I koja obuhvata
supstance sa visokom rastvorljivos¢u i visokom permeabilnoscu; klasa II koja obuhvata supstance
sa niskom rastvorljivo$¢u i visokom permeabilnos¢u; klasa III koja obuhvata supstance sa
visokom rastvorljivos¢u i niskom permeabilno$¢u i klasa IV koja obuhvata supstance sa niskom
rastvorljivoS¢u 1 niskom permeabilnoS¢u. U literaturi se za pojedine klase navode 1 dodatne
podklase radi preciznijeg opisivanja faktora koji ograni¢avaju apsorpciju.*

Slabo rastvorljive supstance uglavnom pripadaju BSK klasi II (ITa ili IIb) 1 klasi IV. Jedinjenja
klase IV, koja imaju nisku membransku permeabilnost, kao 1 loSu rastvorljivost u vodi, ¢esto su
losi kandidati za razvoj, osim ukoliko se ofekuje da ée doza biti niska.>® Sa druge strane,
jedinjenja klase I predstavljaju jedinjenja slabe rastvorljivosti i visoke permeabilnosti. Uprkos
njihovoj visokoj permeabilnosti, ova jedinjenja ¢esto imaju nisku oralnu bioraspolozivost zbog
sporog i ograni¢enog oslobadanja u gastrointestinalnoj te¢nosti.>’

Nagli porast broja novosintetisanih teSko rastvorljivih lekovitih supstanci primorao je
farmaceutsku industriju da razvije inovativne formulacione pristupe koji bi se koristili u pripremi
sistema za oralnu isporuku lekovite supstance. Ovi pristupi ukljuuju upotrebu korastvaraca i
surfaktanata, formiranje soli, kompleksiranje sa ciklodekstrinima, smanjenje veli¢ine Cestica u
mikro i nano opsegu, adsorpciju na nosace sa visokom specificnom povrSinom, kao i formulaciju
samoemulgujucih sistema za isporuku lekovitih supstanci i primenu amorfnih oblika lekovitih
supstanci. lako su u poslednjim decenijama sprovedena opsezna istrazivanja koja su dovela do
povecanja bioraspolozivosti teSko rastvorljivih lekovitih supstanci, veliki broj takvih supstanci 1
dalje se odbacuje u razli¢itim formulacionim fazama i nikada ne dospe na trziste.>%



1.1. Amorfne ¢vrste disperzije

Amorfno ¢vrsto stanje pruza poboljSanu prividnu rastvorljivost 1 brzinu rastvaranja aktivne
supstance jer u procesu rastvaranja nije potrebno uloZiti energiju za razgradnju kristalne resetke.’
Ukoliko lekovitu supstancu karakteriSe visoka permeabilnost, ali niska rastvorljivost (klasa II
prema biofarmaceutskom sistemu klasifikacije), brzina apsorpcije moze biti ograni¢ena procesom
rastvaranja. Zbog toga, povecanjem rastvorljuvosti i brzine rastvaranja moZze se znacajno
unaprediti njena bioraspolozivost.!® Jedna od najperspektivnijih strategija za poveéanje prividne
rastvorljivosti je transformacija kristalnog materijala u amorfnu formu. Ipak, termodinamicka
nestabilnost amorfnih sistema, koja se manifestuje tendencijom ka rekristalizaciji tokom obrade,
skladistenja, kao 1 u kontaktu sa bioloskim te¢nostima, predstavlja znac¢ajno ograni¢enje u njihovoj
primeni. U cilju prevazilazenja ovih izazova, razvijene su nove formulacione strategije zasnovane
na C¢vrstim molekularnim disperzijama, medu kojima se koamorfne disperzije izdvajaju po
obecavajuéim rezultatima,!®!112

Cvrste disperzije (engl. Solid disperions, SDs) definisu se kao ,,disperzije jedne ili vise aktivnih
supstanci u inertnom nosacu, dobijene metodama kao Sto su topljenje, rastvaranje ili kombinacija
topljenja i rastvaranja®. Ove disperzije mogu se klasifikovati na osnovu ¢vrste faze i fizickog stanja
na eutekticke smese, Cvrste rastvore, staklaste rastvore 1 staklaste suspenzije. Amorfne Cvrste
disperzije dalje se dele na polimerne i nepolimerne, u zavisnosti od kori§éenih stabilizatora.”!3

Brojna istrazivanja pokazala su da polimeri u amorfnim c¢vrstim disperzijama doprinose
stabilizaciji stanja prezasi¢enosti lekovite supstance u rastvoru, ali i ouvanju amorfne forme u
¢vrstom stanju.'> U polimernim &vrstim disperzijama, lekovita supstanca je prisutna kao
molekularna disperzija unutar staklastog polimernog matriksa, stabilizovana fiziCkim
razdvajanjem molekula lekovite supstance polimernim lancima. Vecina polimernih nosaca
poseduje visoku temperaturu staklastog prelaza (7g), Sto doprinosi povecanju 7g amorfne lekovite
supstance. Prisustvo polimera koji ostvaruju interakciju sa molekulom lekovite supstance kao 1
povecanje Tg vrednosti dovodi do smanjenja molekularne pokretljivosti, ¢ime se inhibira
nukleacija i rast kristala.’

Iako polimer ima klju¢nu ulogu kao stabilizator lekovite supstance, njegova upotreba u stabilizaciji
amorfnih sistema povezana je sa odredenim ograni¢enjima. Naime, mnogi polimeri su
higroskopni, $to moZe uticati na stabilnost formulacije. Apsorbovana vlaga deluje kao
plastifikator, pa smanjuje temperaturu staklastog prelaza i poveéava pokretljivost molekula, §to
moze dovesti do razdvajanja faza i rekristalizacije. Dakle, vec¢a koli¢ina vlage dovodi do toga da
amorfna forma postane termodinamicki i kineticki nestabilnija. Takode, ograni¢ena moguénost
mesSanja izmedu lekovitih supstanci 1 polimera ¢esto zahteva upotrebu velikih koli¢ina polimera,
$to moze zakomplikovati sam proizvodni proces, kao i troskove proizvodnje i dovesti do velikog
povecanja mase finalne formulacije.'*

1.1.1. Koamorfni sistemi
U poslednjih nekoliko godina, razvijena je strategija koja predstavlja alternativu amorfnim

polimerima — formiranje koamorfnih ¢vrstih disperzija. Ove disperzije nude poboljSanu
rastvorljivost i stabilnost u odnosu na odgovarajuce kristalne i amorfne oblike lekovitih supstanci.



Kombinovanjem dva ili viSe sastojaka niske relativne molekulske mase u homogeni amorfni
jednofazni sistem, omogucava se stabilizacija amorfnih formi lekovitih supstanci sa slabijom
rastvorljivo$¢éu. Zahvaljujuéi niskim relativnim molekulskim masama komponenti, potrebne su
male kolicine stabilizatora (koformera) za nastanak amorfnog sistema, ¢ime se izbegava problem
prevelike mase finalnog farmaceutskog oblika, koji je ¢esto povezan sa polimernim amorfnim
¢vrstim disperzijama.'41
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Amorfno stanje: Kristalno stanje: Koamorfno stanje:
* visoka rastvorljivost * niska rastvorljivost * visoka rastvorljivost
* nezadovoljavajuca stabilnost * zadovoljavajuca stabilnost * visoka stabilnost

Slika 1: Prikaz prednosti koamorfnih sistema u odnosu na amorfno i kristalno stanje (Preuzeto 1
prilagodeno iz: Dengale SJ, Grohganz H, Rades T, Lobmann K. Recent advances in co-amorphous
drug formulations. Adv Drug Deliv Rev. 2016; 100: 116-25.)'

Koamorfne ¢vrste disperzije omogucavaju visoku rastvorljivost lekovite supstance zahvaljujuci
energiji amorfnog stanja i €injenici da prilikom rastvaranja nije potrebna dodatna energija za
razgradnju kristalne reSetke. Ovi sistemi ne samo da pokazuju poboljSanu stabilnost, ve¢ i brze
rastvaranje u poredenju sa njihovim kristalnim oblicima, ali i u odnosu na pojedinacne amorfne
forme. Kljucéni razlog za ova poboljSanja su snazne medumolekulske interakcije izmedu
komponenti u ¢vrstom stanju. Mnoge koamorfne formulacije rezultirale su znacajnim povecanjem
maksimalne koncentracije lekovite supstance u plazmi (Cmax, 1,3 do 30 puta) i povrsine ispod krive
(engl. Area Under the Curve, AUC, 1 do 5 puta), uz smanjenje vremena do postizanja maksimalne
koncentracije (Tmax).!” Dodatno, stabilnost ovih smeSa proizlazi iz povecanja temperature
staklastog prelaza, homogene disperzije na molekularnom nivou i uspostavljenih intermolekulskih
interakcija izmedu komponenata®'-17

Koamorfne disperzije mogu rezultirati pove¢anom stabilnos¢u ¢ak i u odsustvu detektabilnih
intermolekulskih interakcija, zahvaljujuci efektu molekularnog mesanja. U koamorfnom sistemu
simvastatin/glipizid, poboljSanje stabilnosti i rastvorljivosti zapazeno je nakon kugli¢nog
mlevenja, a takode i kriomlevenja, uprkos odsustvu intermolekulskih interakcija. Koamorfne
mesavine pokazale su poboljsanu stabilnost u poredenju sa ¢istim amorfnim oblicima lekovitih
supstanci 1 amorfnim fizickim meSavinama. Zakljuceno je da se to moZe pripisati meSanju na
molekulskom nivou simvastatina sa glipizidom koje nastaje tokom mlevenja, pri cemu glipizid
deluje kao anti-plastifikator u ovim meSavinama. Dobijene ko-amorfne meSavine imaju visu 7g
vrednost nego Sto bi se oc¢ekivalo od ¢istih amorfnih komponenti ili njihovih fizi¢kih meSavina.



Visa Tg smanjuje molekularnu pokretljivost potrebnu za nukleaciju i rast kristala, ¢cime se odlaze
ili spre¢ava rekristalizacija tokom skladistenja.’!®

Formiranjem molekulskih interakcija u koamorfnim sistemima ne samo da se poboljSava
rastvorljivost, ve¢ se znaCajno doprinosi 1 spreCavanju rekristalizacije tokom skladistenja ili u
kontaktu sa bioloskim te¢nostima. U radu ayropa Schantz i saradnika, proucavane su fizicke smese
limunske kiseline i paracetamola, kao i njihov amorfni sistem.!” Kod nekih uzoraka koji su
inicijalno bili amorfni, doslo je do kristalizacije koja je bila direktno uocljiva na NMR spektrima.
Na osnovu rezultata NMR analize (nuklearna magnetna rezonanca u ¢vrstom stanju) uoceno je da
je kristalizacija izazvala separaciju faza, pri ¢emu su svojstva svake faze podsecala na osobine
gistih komponenti.'” Pajula i saradnici analizirali su proces kristalizacije u amorfnim binarnim
sistemima u kojima je lekovita supstanca dispergovana do molekulskog nivoa.?’ Prema njihovoj
teoriji, rekristalizacija je rezultat sporog smicanja, fazne separacije, nukleacije i1 rasta kristala.
Dodatno, rekristalizacija iz prezasi¢enog rastvora tokom rastvaranja moze nastati kroz slozen
proces koji ukljucuje kidanje medumolekulskih veza 1 molekularno preuredenje, Sto dovodi do
formiranja kristala pojedina¢nih komponenti.®!%-°

Koamorfne ¢vrste disperzije, u teoriji, predstavljaju sinergiju izmedu ko-kristala, koji
omogucavaju molekularno meSanje sa komponentom visoke rastvorljivosti, 1 amorfnih formi, koje
karakteriSe manji stepen uredenosti strukture. Cilj ove kombinacije je poboljSanje rastvorljivosti
aktivnih supstanci. Njihova zajednicka odlika je sam nacin formiranja u stehiometrijskim
odnosima, pri ¢emu dolazi do stabilizacije amorfnog sistema putem formiranja intermolekulskih
interakcija kao $to su vodonicne veze. U specificnim slucajevima, kao Sto je itrakonazol u
kombinaciji sa L-vinskom kiselinom, dolazi do formiranja ko-kristala, dok kombinacija
itrakonazola sa fumarnom kiselinom rezultira formiranjem koamorfne disperzije. Do nedavno je u
literaturi zabeleZena samo rekristalizacija koamorfnih sistema u pojedinacne komponente tokom
skladiStenja, dok rekristalizacija u ko-kristal nije bila zabeleZena. Ipak, poznato je da vlaga moZe
indukovati formiranje ko-kristala kao medufaze, pre prelaska u amorfno stanje.”?!?

1.1.1.1. Lekovita supstanca-lekovita supstanca koamorfni sistemi

Lekovita supstanca-lekovita supstanca koamorfni sistemi predstavljaju stabilizovane formulacije
koje sadrze dve lekovite supstance koje formiraju stabilan koamorfni sistem, a pri tome postoji
racionalni osnov za njihovu zajedni¢ku primenu. Ovaj pristup unapreduje komplijansu, smanjuje
potrebu za dodatnim ekscipijensima, i poboljSava rastvorljivost i brzinu rastvaranja obe lekovite
supstance. Na primer, studije na koamorfnom sistemu indometacin/naproksen (1:1) pokazale su
istovremeno oslobadanje obe lekovite supstance sa slicnim profilima rastvaranja, kao i poboljSanu
stabilnost u poredenju sa kristalnim ili amorfnim oblikom indometacina, §to je rezultat formiranja
heterodimera.”?

Brojne studije su pokazale da koamorfni sistemi povecavaju in vivo supersaturaciju i brzinu
rastvaranja u poredenju sa pojedinacnim amorfnim ili kristalnim oblicima lekovitih supstanci, iako
u manjoj meri nego $to su to pokazali in vitro testovi. Ipak, na supersaturaciju uticu razlic¢iti faktori
rastvaranja, kao $to su pH medijuma, potencijalna jonizacija, kao 1 solubilizacioni efekat zu¢nih
soli i drugih komponenata.” Do sada je sprovedeno samo nekoliko studija in vivo evaluacije
koamorfnog sistema koje sadrze kombinaciju dve lekovite supstance.’!*2*



U plazmi muZjaka pacova pronadena je viSa koncentracija kurkumina, koji je primenjen u
koamorfnoj smesi sa artemisinom, u odnosu na primenu pojedina¢nih komponenti, iako nije bilo
jasno da li je povecanje posledica amorfizacije samog kurkumina ili formiranja koamorfnih
sistema.? Pored toga, studije na miSevima pokazale su zna¢ajno poboljsanje bioraspoloZivosti
hidrohlorotiazida iz koamorfnog sistemasa atenololom. U studiji Moinuddin 1 saradnika,
koris¢enjem fizicke smeSe kao kontrole, pokazano je da je povecanoj bioraspolozivosti
hidrohlortiazida u koamorfnoj formulaciji doprinela amorfizacija hidrohlortiazida ali i1 uticaj
atenolola kao koformera. Koamorfni hidrohlortiazid/atenolol sistem pripremljen kriomlevenjem
pokazuje poboljSanu fizi¢ku stabilnost, brzinu rastvaranja i unapreden farmakokineticki profil, koji
predstavlja potencijalni pristup za razvoj kombinovane terapije.?®

Prakti¢na primena koamorfnih lekovita supstanca-lekovita supstanca sistema je ogranicena, jer je
izazovno kombinovati farmakoloski srodne lekovite supstance koje istovremeno mogu formirati
amorfni sistem u relevantnim terapijskim dozama. Stoga je koncept prosiren na kombinacije
lekovitih supstanci sa inertnim molekulima, kao S§to su aminokiseline, karboksilne kiseline
(limunska 1 vinska kiselina), slabe baze (meglumin, flavonoidi), saharin ili nikotinamid, koji ¢esto
imaju sposobnost da stupaju u interakcije koje stabilizuju amorfne oblike lekovite supstance, a sa
druge strane imaju povoljan bezbednosni profil.’

1.1.1.2. Lekovita supstanca—aminokiselina koamorfni sistemi

Izbor odgovaraju¢eg koformera je klju¢an za pripremu Zeljenog koamorfog sistema, jer on
odreduje prvi kriticni atribut kvaliteta (engl. Critical Quality Attribute, CQA) - koformabilnost. U
poslednje vreme, aminokiseline su se istakle kao najcesc¢e koriS¢eni koformeri u koamorfnim
sistemima, 1 nalaze se u 46% koamorfnih sistema opisanih u literaturi. Na pocetku su
aminokiseline koriS¢ene na osnovu pretpostavki o mogucim interakcijama izmedu lekovitih
supstanci 1 aminokiselina na bioloskim mestima vezivanja receptora. Medutim, kasnije je utvrdeno
da prisustvo aminokiseline na mestima vezivanja receptora ili postojanje jakih molekularnih
interakcija, poput jonskih veza, nije presudno za uspesno formiranje koamorfnih sistema lekovitih
supstanci i aminokiselina. Stavise, ¢ak i bez o¢iglednih specifiénih interakcija, koamorfni sistemi
mogu doprineti poboljSanju fizicke stabilnosti kroz meSanje sa lekovitom supstancom na
molekulskom nivou.?’
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Grafik 1: Procentualna zastupljenost razliCitih vrsta koamorfnih sistema opisanih u literaturi.
(Preuzeto 1 prilagodeno iz: Liu J, Grohganz H, Lébmann K, Rades T, Hempel NJ. Co-Amorphous
Drug Formulations in Numbers: Recent Advances in Co-Amorphous Drug Formulations with
Focus on Co-Formability, Molar Ratio, Preparation Methods, Physical Stability, In Vitro and In
Vivo Performance, and New Formulation Strategies. Pharmaceutics. 2021; 13(3): 389.)*’

Literaturni podaci (grafik 1) ukazuju na to da se na drugom mestu prema ucestalosti nalaze lekovita
supstanca-lekovita supstanca koamorfni sistemi sa procentom od 23,6%. Lekovita supstanca-
organska kiselina koamorfni sistemi predstavljaju tre¢u najvec¢u klasu koamorfnih sistema
(12,9%). Organske kiseline su koris¢ene kao koformeri u koamorfnim sistemima, uglavnom u
ulozi kiselih ekscipijenasa, sa ciljem stvaranja jakih molekulskih interakcija sa baznim lekovitim
supstancama. Koformeri na bazi organskih kiselina razlikuju se po broju karboksilnih grupa, §to
utice na formiranje soli sa baznim lekovitim supstancama u razli¢itim molarnim odnosima.
Istrazivanja formiranja koamorfnih sistema karvedilol-organske kiseline pri razli¢itim molarnim
odnosima ukazuju na moguc¢nost postizanja vec¢eg udela lekovite supstance u koamorfnom sistemu
u odnosu na udeo organske kiseline kada se koriste dikarboksilne ili trikarboksilne organske
kiseline, u poredenju sa monoprotonskim organskim kiselinama. Pored navedenih koformera, u
pripremi koamorfnih sistema kori§¢ene su i druge vrste malih molekula, poput uree i
nikotinamida.?’%

U lekovita supstanca-aminokiselina sistemima, aminokiseline se koriste kao biokompatibilni ko-
formeri i deluju kao anti-plastifikatori, povecavaju¢i temperaturu staklastog prelaza, dok
istovremeno blokiraju interakcije izmedu molekula lekovitih supstanci i odlazu rekristalizaciju.
Zbog niske relativne molekulske mase aminokiselina, masa finalne formulacije je znacajno manja
u poredenju sa polimernim c¢vrstim disperzijama. Izbor aminokiselina Cesto se zasniva na
poznavanju potencijalnih interakcija lekovita supstanca-receptor na bioloskim mestima vezivanja,
medutim interakcije izmedu lekovite supstance 1 aminokiselina u strukturi receptora ne mogu se u
potpunosti ekstrapolirati na koamorfne sisteme, posto u njima postoji moguénost za interakciju sa
celom strukturom aminokiseline, dok je na mestu receptora smanjena mogucénost interakcija usled
vezivanja amino i karboksilne grupe peptidnom vezom?*?
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Formiranje koamorfnih sistema sa aminokiselinama zavisi od vise medusobno povezanih faktora.
Kao $to je ve¢ pomenuto, temperatura staklastog prelaza je posebno vazna, jer visa vrednost 7g
znac¢i manju molekulsku pokretljivost i samim tim vecu fizicku stabilnost sistema. Tacka topljenja
aminokiseline takode ima vazan uticaj — molekuli sa viSim temperaturama topljenja teze da
formiraju stabilnije amorfne faze. Sklonost kristalizaciji je negativan faktor, jer Sto je manja
tendencija ka kristalizaciji, to je veca verovatnoc¢a da ¢e koamorfni sistem ostati u amorfnom
stanju. Konformaciona fleksibilnost utice na sposobnost molekula da se ,,uklope® u mrezu
interakcija; rigidniji molekuli se ¢eS¢e pokazuje stabilnijim u takvim sistemima. Pored toga, vazan
je1broj iraspored akceptora i donora vodoni¢nih veza, jer upravo jake intermolekulske interakcije
(npr. izmedu karboksilnih 1 amino grupa) stabilizuju koamorfnu fazu. Jo§ jedan od faktora je
topoloska polarna povrsina i ona se povezuje sa potencijalom za stvaranje mreZe vodoni¢nih veza
— veca povrSina omogucava viSe tacaka interakcije. Kona¢no, znacajnu ulogu ima 1 razlika u pKa
vrednostima izmedu lekovite supstance i aminokiseline: kada je ona ve¢a od 2-3, moze do¢i do
formiranja amorfnih soli, Sto dodatno povecava stabilnost sistema. Ovi faktori zajedno
objaSnjavaju zasto su aminokiseline poput arginina, triptofana i lizina ¢eS¢e uspe$ni koformeri, jer
zahvaljujuéi svojoj strukturi i mogucnosti za formiranje stabilnih mreza vodoni¢nih veza efikasno
stabilizuju amorfnu fazu. Nasuprot tome, aminokiseline poput glutaminske kiseline i tirozina ¢esto
pokazuju slabiji potencijal, budu¢i da njihova hemijska grada i raspored funkcionalnih grupa
ograni¢avaju uspostavljanje povoljnih intermolekulskih interakcija potrebnih za formiranje i
o¢uvanje stabilnih koamorfnih sistema.?”?%-3

1.1.2. Izbor lekovitih supstanci koje se koriste za formiranje koamorfnih sistema

Prema podacima iz literature, do sada je testirano ukupno 129 razli¢itih lekovitih supstanci za
primenu u koamorfnim sistemima. Od tih 129 razli¢itih jedinjenja, gotovo polovina (43,8%) je
prijavljena samo jednom, a manje od jedne Cetvrtine (23,4%) je koriS¢eno u vise od pet razlicitih
studija. Pet najcesce istrazivanih lekovitih supstanci u koamorfnim sistemima, po opadaju¢em
redosledu, su: indometacin, mebendazol, karvedilol, karbamazepin i simvastatin (koji su kori§¢eni
u 49,0% testiranih kombinacija lekovita supstanca/koformer). Sve ove lekovite supstance
pripadaju BSK klasi II. Medutim, ostaje nejasno da li se ponasanje ovih nabrojanih lekovitih
supstanci u koamorfnim sistemima u pogledu koformabilnosti, fizicke stabilnosti i1 profila
rastvaranja moze direktno preneti na druge lekovite supstance.?’-*!

1.1.3. Izbor koformera u koamorfnim sistemima

Izbor adekvatnog koformera predstavlja klju¢ni korak u razvoju Zeljenog koamorfnog sistema.
Prema literaturnim podacima, u najve¢em broju slucajeva (37,4%) koformer je odabran na osnovu
rezultata prethodnih istraZivanja. Kriterijumi za odabir su se, sa jedne strane, oslanjali na
bioaktivnost, strukturne karakteristike lekovitih supstanci i koformera, kao i njihova fizicko-
hemijska svojstva (18,1%), dok su razmatranja vezana za potencijalnu primenu u kombinovanoj
terapiji Cinila 6,8%. Ipak, samo 21,8% prijavljenih studija sprovelo je sistematski skrining
koformera, §to ukazuje na znacajan nedostatak u primeni organizovanih, prediktivnih i ra¢unarskih
pristupa za njihovu selekciju. Ovo naglasava potrebu za daljim istrazivanjima i razvojem
sofisticiranih metoda za unapredenje procesa selekcije koformera u koamorfnim sistemima.?’



1.1.4. Predvidanje meSljivosti dve komponente

Mesljivost izmedu dve izabrane komponente jedan je od najvaznijih aspekata za formiranje
stabilnih amorfnih sistema. Za preliminarno procenjivanje mesljivosti lekovite supstance i
izabranih koformera primenjuju se proracuni uz koris¢enje Hansenovog parametra rastvorljivosti
1 Flory—Huggins parametra interakcije. Dve komponente ¢e verovatno biti mesljive ukoliko je
razlika u njihovim parametrima rastvorljivosti manja od 7,0 MPa ili ako Flory—Huggins parametar
interakcije ima negativnu ili samo blago pozitivnu vrednost.?’

Razvijen je alat za pretragu podataka kako bi se predvidela mesljivost indometacina sa vise
pomo¢nih supstanci (preko 30 jedinjenja) na osnovu njihovih Hansenovih parametara
rastvorljivosti. Ta¢nost ove metode kasnije je procenjena eksperimentalno u istraZivanju
Alhalaweh i saradnika.’! Fizi¢ke smeSe lekovite supstance i pomoénih supstanci u molarnim
odnosima 2:1, 1:1 i 1:2 analizirane su diferencijalnom skenirajuom kalorimetrijom (engl.
Differential scanning calorimetry, DSC). Prisustvo eutekticke smeSe nakon zagrevanja smatrano
je indikatorom mesljivosti. Rezultati su pokazali da je ono $to je metoda predvidela bilo u
saglasnosti sa eksperimentalnim rezultatima, sa taéno$¢u od 94%.273! Flory—Huggins parametar
interakcije koristi se za procenu mesljivosti lekovitih supstanci u koamorfnim sistemima, ali su
pronadeni slucajevi, poput simvastatina 1 glipizida, gde je formiranje koamorfnih sistema bilo
uspesno uprkos tome Sto je vrednost Flory—Huggins parametra interakcije ukazivala na
nemesljivost.?”18

1.1.5. Fizicko-hemijska svojstva koformera

Doprinos fizicko-hemijskih osobina koformera formiranju koamorfnih sistema procenjuje se
primenom multivarijantne analize (engl. Partial least squares discriminant analysis, PLS-DA).
Rezultati isticu da najve¢i znacaj u formiranju koamorfnih sistema imaju slede¢a svojstva:
sposobnost formiranja staklastih struktura, tendencija kristalizacije, temperatura staklastog
prelaza, tacka topljenja, molekularna fleksibilnost, broj akceptora vodoni¢nih veza i veli¢ina
polarne povrSine koformera.

Takode je ispitano koji molekularni deskriptori utiCu na uspe$nu koamorfizaciju lekovitih
supstanci usled primene aminokiselina kao koformera. Analiza razlika u deskriptorima izmedu
odabranih lekovita supstanca-aminokiselina smeSa pokazala je jasnu razliku izmedu koamortnih 1
ne-koamorfnih uzoraka. Posebno su se istakle aminokiseline sa nepolarnim bo¢nim lancima kao
dominantne u koamorfnim sistemima. Ova metoda je kasnije optimizovana smanjenjem broja
promenljivih sa 36 na 7 i testiranjem drugih koformera pored aminokiselina. Rezultati su pokazali
visok potencijal za precizno predvidanje koformabilnosti razli¢itih koformera.?” Razvijen je model
za predvidanje sposobnosti formiranja staklastih struktura i tendencije kristalizacije za 131
odabranih jedinjenja, zasnovan na fizicko-hemijskim svojstvima, kao §to su relativna molekulska
masa, broj akceptora vodoni¢nih veza, Huckel-ovo n atomsko naelektrisanje i dr. Analiza je
pokazala da 77 od ukupno 131 jedinjenja formira koamorfne sisteme, $to moze biti korisno za
odabir lekovitih supstanci sa slabom rastvorljivos¢u koje imaju sposobnost formiranja staklastih
struktura, posebno u lekovita supstanca-lekovita supstanca koamorfnim sistemima. Vrednosti pKa
koformera igraju klju¢nu ulogu u formiranju amorfnih soli. Razlika u pKa vrednostima izmedu



kiseline 1 baze veca od 2 ili 3 moze dovesti do stvaranja soli pa je prilikom izbora koformera
neophodno razmotriti pKa vrednosti kako bi se utvrdila moguénost formiranja amorfnih soli.?’

1.1.6. Mehanizmi stabilizacije koamorfnih sistema

Mehanizam stabilizacije koamorfnih sistema varira u zavisnosti od izbora koformera. Kao §to je
prethodno pomenuto, mehanizam stabilizacije moze biti putem gradenja amorfne soli, kada se
kombinuje kisela lekovita supstanca sa baznim koformerom ili obrnuto. Ipak, molekulske
interakcije, kao Sto su vodoni¢ne veze 1 m—m interakcije takode mogu doprineti stabilizaciji
koamorfnih sistema. Kao §to je prethodno navedeno, postojanje interakcija nije preduslov za
formiranje koamorfnih sistema. Opisani su brojni slu¢ajevi u kojima nisu pronadene molekulske
interakcije izmedu lekovite supstance i koformera. Koamorfni sistemi koji ne pokazuju znakove
molekulskih interakcija izmedu lekovite supstance 1 koformera i dalje mogu stabilizovati amorfnu
lekovitu supstancu fizi€kim razdvajanjem sli¢nih molekula, Sto se naziva molekularnim meSanjem.
Dobra mesljivost izmedu dva sastojka u ¢vrstoj fazi, kao 1 poviSenje temperature staklastog prelaza
koamorfnih sistema u poredenju sa njihovim pojedina¢nim amorfnim komponentama, takode se
smatraju faktorima koji doprinose pobolj$anoj fizi¢koj stabilnosti.?’

1.1.7. Molarni odnos komponenti u koamorfnim sistemima

Nakon inicijalnog izbora koformera, stehiometrija igra klju¢nu ulogu u procesu pripreme
koamorfnih sistema, buduéi da znacajno uti¢e na njihova svojstva.’?** Prema pregledu literature
koji su sproveli Jingwen Liu i saradnici, molarni odnos 1:1 predstavlja najzastupljeniji
stehiometrijski odnos u koamorfnim sistemima, pri ¢emu je viSe od 70% opisanih sistema
formirano upravo sa ovim odnosom. Sa druge strane, u nekim studijama gde je molarni odnos
optimizovan, pokazalo se da idealan molarni odnos (u pogledu fizicke stabilnosti i/ili performansi
rastvaranja koamorfhih sistema) izmedu lekovite supstance i koformera nije bio ekvimolaran.?’” Na
primer, za koamortfni sistem karvedilola i asparaginske kiseline pokazano je da molarni odnos 1:1
nije bio idealan za fiziCku stabilnost, iako se, na osnovu hemijske prirode lekovite supstace i
koformera, ocekivalo da ¢e formiranje koamorfnog sistema izmedu karvedilola i asparaginske
kiseline nastati upravo pri ekvimolarnom odnosu. Medutim, optimalna stabilnost i najviSa
temperatura staklastog prelaza (7g) postignute su pri molarnom odnosu priblizno 1:1,5 (tacnije
1:1,46) karvedilola i asparaginske kiseline.*?

Jedna od znacajnih prednosti koamorfnih sistema je moguénost postizanja visokog sadrzaja
lekovite supstance, Cesto iznad 50% masenog udela formulacije. Na primer, u koamorfnim
sistemima karvedilola sa organskim kiselinama, optimalni molarni odnos omoguc¢ava sadrzaj
lekovite supstance od 85,9% mase u kombinaciji sa jabu¢nom kiselinom, 83,3% mase sa
benzojevom kiselinom i 80,83% mase sa limunskom kiselinom.?® Kod koamorfnih sistema
lekovite supstance i aminokiseline, sadrzaj lekovite supstance takode moze premasiti 50% mase.
Na primer, u slucaju furosemid—arginin sistema, ¢ak i pri ekvimolarnom odnosu 1:1, postiZe se
sadrzaj lekovite supstance od 65,5% mase formulacije.>* Generalno, kori$éenjem ekscipijenasa
male relativne molekulske mase, poput organskih kiselina ili aminokiselina, sadrzaj lekovite
supstance moze biti povecan na > 50% mase. U poredenju sa amorfnim sistemima baziranim na
polimerima (amorfne ¢vrste disperzije), sadrzaj lekovite supstance kod koamorfnih sistema moze
biti znacajno veci, Sto predstavlja prednost za dalju proizvodnju, obzirom na to da se koristi manja



koli¢ina ekscipijenasa, a takode olakSava formulaciju finalnog ¢vrstog farmaceutskog oblika koji
je pogodan za primenu.?’

1.1.8. Metode za optimizaciju molarnog odnosa

1.1.8.1. Detekcija endotermnih i egzotermnih termickih dogadaja

Optimizacija molarnog odnosa koamorfnih sistema moze se vrSiti na osnovu temeraturnog
ponaSanja fiziCkih mesavina sistema. Primenom termicke analize (DSC) binarnih fizi¢kih
mesavina koamorfnih sistema pri razliCitim molarnim odnosima, mogucée je detektovati
endotermno topljenje i/ili egzotermne procese rekristalizacije lekovite supstance i koformera.
Odsustvo topljenja i/ili rekristalizacije obe komponente, lekovite supstance 1 koformera, smatra se
pokazateljem da u fizi€koj smesi koamorfnog sistema pri odredenom molarnom odnosu ne postoji
viSak lekovite supstance 1 koformera, te se stoga taj odnos definiSe kao optimalni molarni odnos.
Iako je ova termalna analiza jednostavna, u zavisnosti od izbora razli¢itih molarnih odnosa fizickih
mesavina, opseg optimalnog molarnog odnosa moze biti sirok.?’-*>-3

1.1.8.2. Odredivanje temperature staklastog prelaza (7g)

Tgo predstavlja primarnu staklastu tranziciju povezanu sa ukupnom molekulskom mobilnoséu i
fizickom stabilnos¢u sistema, dok 7gf oznacava sekundarnu staklastu tranziciju koja odrazava
lokalnu, segmentalnu mobilnost molekula. Poveéanje primarne temperature staklastog prelaza
(Tga) Cesto je povezano sa povecanjem fizicke stabilnosti. Na primer, najviSa temperatura
staklastog prelaza (7ga) zabelezena je za koamorfni sistem karvedilol-benzojeva kiselina pri
molarnom odnosu 1,5:1, za sistem karvedilol-jabu¢na kiselina pri molarnom odnosu 2:1, dok je
za sistem karvedilol-limunska kiselina najvisa 7go takode uocCena pri molarnom odnosu 2:1.
Naknadna studija fizicke stabilnosti pokazala je da su najstabilniji koamorfni sistemi bili oni koji
su imali najvi$u Tga.?”

Pored toga, poredenje izmedu eksperimentalne 7ga 1 teorijske 7ga, izraCunate pomoc¢u Gordon-
Taylor-ove jednacine (1), moze posluziti kao indikator molekularnih interakcija izmedu lekovite
supstance 1 koformera u koamorfnim sistemima. 7ga predstavlja glavnu temperaturu staklastog
prelaza 1 odnosi se na pokretljivost molekula u amorfnoj fazi. Ovaj prelaz je kljucan jer odrazava
ukupnu termodinamicku stabilnost i1 naj¢es¢e se koristi kao parametar za poredenje razliitih
sistema. Sa druge strane, 7gf se javlja pri nizim temperaturama i vezan je za lokalnu pokretljivost
unutar molekula (npr. rotacije bo¢nih grupa ili delimi¢ne konformacione promene), a ogranicenje
tih pokreta moze doprineti vecoj fizi€koj stabilnosti sistema.

Za poredenje eksperimentalne i teorijske vrednosti 7ga koristi se Gordon—Taylor-ova jednacina:
Tglz = (Wngl + KWzng) / (Wl + KWz) (1)
gde su Tgl i Tg2 temperature staklastog prelaza cistih komponenti (lekovite supstance i

koformera), a w/ 1 w2 njihovi maseni udeli. K predstavlja korekcioni faktor koji zavisi od gustina
i Tg pojedina¢nih komponenti i definisan je kao:
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K= pi1Tgi/ p2Tg> (2)
p1 1 p2 predstavljaju odgovarajuce gustine praha pojedina¢nih amorfnih komponenti.

Molarni odnos sa najve¢om pozitivnom devijacijom izmedu teorijske i eksperimentalne 7ga
potencijalno je molarni odnos sa najjacim interakcijama, za koji se pretpostavlja da dovodi do
produzene fizicke stabilnosti u poredenju sa drugim molarnim odnosima. Potvrdeno je da su
koamorfni sistemi karvedilola sa asparaginskom kiselinom i karvedilola sa glutaminskom
kiselinom (pri molarnom odnosu 1:1,5), koji su pokazali najve¢u pozitivnu devijaciju izmedu
teorijske i eksperimentalne 7ga, zaista bili fizicki najstabilniji. Kada se primeni model za
uskladivanje teorijske 1 eksperimentalne 7go kako bi se odredila tacna vrednost optimalnog
molarnog odnosa, najvisa 7ga pronadena je pri molarnom odnosu 1:1,46 za koamorfni sistem
karvedilola sa asparaginskom kiselinom i pri molarnom odnosu 1:1,43 za koamorfni sistem
karvedilola sa glutaminskom kiselinom.?°

Pozitivna odtsupanja izmedu teorijske i eksperimentalne temperature staklastog prelaza (7go)
ukazuju na jake molekularne interakcije izmedu lekovite supstance 1 koformera, $to ovu metodu
¢ini neprimenljivom na sisteme sa slabim interakcijama ili bez interakcija. U slu¢aju koamorfnih
sistema karvedilola 1 triptofana, vrednosti teorijske 1 eksperimentalne 7ga su bile uskladene, ali
povecanje Tga nije dovelo do produzene fizicke stabilnosti. Da bi se odredio optimalan sastav
sistema, analizirana je sekundarna temperatura staklastog prelaza (7gp), ¢ija je vrednost ukazala
da se stabilni koamorfni sistemi formiraju kada karvedilol ¢ini pribliZzno jednu tre¢inu do polovinu
ukupne smese (molarni odnos lekovite supstance 1 koformera u opsegu od oko 1:2 do 1:1). ako je
ovaj opseg relativno Sirok, ovo istraZivanje naglaSava znacaj 7gf u pripremi stabilnih koamorfnih
sistema. Treba uzeti u obzir da je Tgo kineticke prirode, pa zavisi od metoda pripreme i analize.?”-*

1.1.9. Veza izmedu koamorfnih sistema i eutektickog ponasanja kristalne lekovite
supstance i koformera

U istrazivanjima je pokazano da je fizi€ki najstabilniji molarni odnos za koamorfne sisteme
naproksen—indometacin onaj pri odnosu 1,5:1, umesto ocekivanog ekvimolarnog odnosa.
Najstabilniji molarni odnos predstavljao je eutekticku kompoziciju kristalne fizicke meSavine
naproksen—indometacin.’’” Moze se zakljuciti da su interakcije izmedu dve lekovite supstance,
naproksena 1 indometacina, najjace pri eutektickom sastavu, kako u rastopljenom stanju, tako i u
o¢vrsnutom koamorfnom sistemu. Fizicka stabilnost koamorfnih sistema pri razliitim molarnim
odnosima povezana je sa njihovim eutektickim ponaSanjem. U dosada$njem istraZivanju je
pokazano da su najstabilniji koamorfni sistemi oni pri molarnim odnosima u kojima su binarne
fizicke meSavine lekovitih supstanci imale svoje odgovarajuce eutektiCke tacke, tj. za naproksen—
indometacin odnos 1,5:1, za nifedipin—paracetamol odnos 1:1,5 i za paracetamol—celekoksib
odnos 1:1.373 Eutekti¢ko ponasanje binarnih mesavina moZe se koristiti kao alat za odredivanje
optimalnog molarnog odnosa stabilnih koamorfnih sistema. Medutim, ova metoda je ograni¢ena
na termostabine komponente, te nije primenljiva na ve¢inu aminokiselina koje se koriste kao
koformeri.?’

11



1.1.10. Primena multivarijantne analize

Primena multivarijantne analize na razli¢ite spektre koamorfnih sistema moze vizualizovati nastale
promene tokom skladiStenja i osnovne razlike u interakcijama medu uzorcima pri razli¢itim
molarnim odnosima. Do sada je multivarijantna analiza koriS¢ena za pracenje promena tokom
skladistenja, objasnjenje mehanizma interakcije i dalju potvrdu utvrdenog optimalnog molarnog
odnosa. Potrebna su dalja istrazivanja koja se fokusiraju na multivarijantnu analizu koamorfnih
sistema kako bi se istrazila predvidljivost njihove fizi¢ke stabilnosti.?’

U istrazivanju autora Beyer A i saradnika, rendgenski difraktogrami (engl. Powder X-ray
diffraction, PXRD) 1 spektri dobijeni FT-IR spektroskopijom (engl. Fourier Transform Infrared
Spectroscopy, FT-IR) sveze pripremljenih 1 ¢uvanih koamorfnih sistema analizirani su pomoc¢u
analize glavnih komponenti (engl. Principal Component Analysis, PCA) kako bi se pratila
promena u kristalini¢nosti i amorfnosti tokom skladistenja.>’ Na osnovu podataka dobijenih PXRD
analizom, potvrdeno je da je najvisi udeo amorfnog oblika u binarnom sistemu naproksen—
indometacin zabeleZen pri molarnom odnosu 1,5:1, §to ukazuje na optimalan molarni odnos. Pored
toga, PCA analiza je primenjena i na FT-IR podacima kako bi se dodatno potvrdili rezultati
dobijeni PXRD analizom. Ovi rezultati su pokazali minimalnu kristalini¢nost, $to je bilo u skladu
sa nalazima iz PXRD analize.?"-*8

Na sli€an nacin, Liu J 1 saradnici sproveli su analizu razlika u FT-IR spektrima sveze pripremljenih
koamorfnih sistema karvedilola sa asparaginskom i glutaminskom kiselinom pri razli¢itim
molarnim odnosima. Optimalan molarni odnos 1:1,5 karvedilola i aminokiselina pokazao se fizicki
stabilnijim u poredenju sa ekvimolarnim sistemima. Multivarijantna analiza koriS¢ena je za
pracenje promena tokom skladistenja, objaSnjavanje mehanizma interakcije 1 potvrdu optimalnog
molarnog odnosa. Iako su optimizacije molarnog odnosa uglavnom usmerene na postizanje fizicke
stabilnosti, efekat ovog odnosa na rastvorljivost koamorfnih sistema nije dovoljno istraZen.
Preporucuje se dalja primena novih metoda za rano odredivanje optimalnog molarnog odnosa sa
fokusom na fizi¢ku stabilnost i performanse rastvaranja.?’

1.1.11. Metode dobijanja koamorfnih sistema

Amorfni oblik lekovite supstance moze se dobiti iz njenog kristalnog stanja putem dva osnovna
puta: kineti¢kog 1 termodinamickog. Isti pristupi primenjuju se i za pripremu koamorfnih sistema.
Kori$¢enjem kinetickog puta, narusavanje uredene kristalne strukture lekovite supstance postize
se indukovanjem defekata u kristalima putem mehanicke aktivacije. Uobi¢ajena metoda pripreme
za indukovanje kristalnih defekata je mlevenje. Kori§¢enjem termodinamic¢kog puta, naruSavanje
uredene kristalne strukture lekovite supstance postize se njenim rastvaranjem u rastvaracu ili
topljenjem, nakon ¢ega sledi brzo isparavanje rastvaraca ili brzo hladenje, Sto sprecava formiranje
kristalne strukture lekovite supstance. U analizi studija o koamorfim sistemima autora Jingwen Liu
1 ostalih pokazano je da je vise od polovine (53,5%) koamofrnih sistema pripremljeno koris¢enjem
kineti¢kog puta, pri cemu je 88,7% tih koamorfnih sistema dobijeno kugli¢nim mlevenjem, dok je
samo manji deo pripremljen kriomlevenjem. Kod koamorfnih sistema pripremljenih
termodinamickim putem, 48,8% je dobijeno topljenjem i brzim hladenjem (engl. melt-quench).
Susenje rasprsSivanjem je koris¢eno u 26,1% koamortnih sistema pripremljenih termodinamickim
putem, dok je 20,4% dobijeno standardnim postupkom uparavanja rastvaraca, Sto je metoda koja
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se obicno koristi za dobijanje (ko)kristala, ali se takode primenjuje i za formulaciju koamorfnih
sistema.?’3? Kod kugli¢nog mlevenja, duZe trajanje procesa i nize temperature mlevenja trebalo bi
da povecaju verovatnoc¢u formiranja koamorfnih sistema u poredenju sa kra¢im trajanjem mlevenja
na vi$im temperaturama. Vazno je naglasiti da kugli¢no mlevenje moze dovesti do formiranja ko-
kristala umesto koamorfnih sistema. Tokom ovog procesa, kineti¢ki indukovano razaranje
kristalne reSetke odvija se paralelno sa termodinamicki indukovanom rekristalizacijom, pa je
krajnji proizvod odreden ravnotezom ovih konkurentskih procesa. %4142

1.1.12. Primena kugli¢nog mlevenja u formiranju koamorfnih sistema

Izbor strategije za poboljSanje rastvorljivosti aktivne supstance zavisi od njene hemijske prirode.
S obzirom na to da su mnoge aktivne supstance termolabilne, metoda mehanic¢ke aktivacije
odnosno kugli¢nog mlevenja postala je sve ¢eS¢a metoda pripreme koamorfnih sistema.

Mlevenje je tehnoloski postupak u kojem se mehanicka energija primenjuje na fizi¢ko usitnjavanje
krupnih Cestica u sitnije, te se smatra ,,top-down” pristupom u proizvodnji finih ¢estica. Budu¢i da
se prakti¢no svaka supstanca moze usitnjavati u fine Cestice, bez obzira na njenu rastvorljivost u
vodi ili drugim rastvarac¢ima, ,,fop-down” pristup ima Siru primenu u industriji nego ,,bottom-up"
pristup (npr. precipitacija), gde se fine Cestice dobijaju iz rastvora, uz izbor odgovarajucih
rastvaraCa/anti-rastvaraca za lekovitu supstancu. Tradicionalno, mlevenje se koristi za olakSavanje
ekstrakcije sirovih lekovitih supstanci ili pobolj$anje njihovih svojstava u procesu obrade. U ovom
procesu mogu se koristiti razliciti tipovi mlinova kao §to su mlinovi sa secivima (engl. cutter mill),
mlinovi sa valjcima, kugli¢ni mlinovi 1 dr. Tehnoloski napredak u opremi za mlevenje sada
omogucava dobijanje ultrafinih Cestica lekovite supstance koje mogu biti u mikronskim ili ¢ak
sub-mikronskim dimenzijama.

Kugli¢no mlevenje (engl. ball milling) je jako popularna tehnika smanjenja veli¢ine Cestica aktivne
supstance koja se koristi za proizvodnju mikrocestica, posebno u istrazivackim laboratorijama.
Kugli¢ni mlin se sastoji od posude ili boce ispunjene kuglicama, napravljenim od razli¢itih
materijala kao §to su ahat, silicijum nitrid, sinterovani- korund, cirkonijum-oksid, hrom-¢elik,
hrom-nikl ¢elik, volfram-karbid ili plasti¢ni poliamid. Materijal koji treba da se samelje stavlja se
u posudu, koja rotira ili vibrira na odredenoj brzini ili frekvenciji. Kretanje posude uzrokuje da
kuglice padaju ili se pomeraju na odredeni nacin, sudaraju¢i se medusobno i sa suprotnom
unutraSnjom stranom posude. Smanjenje veli¢ine Cestica lekovite supstance ostvaruje se udarcima
kuglica. Koli¢inu kuglica i pocetnog materijala odreduju zapremina posude i intenzitet procesa
mlevenja. Obi¢no se posuda puni kuglicama i pocetnim materijalom do 50% i 25% ukupne
zapremine posude. U slucaju rotirajuce posude, rotacija se obi¢no vrsi pri 50-85% kriticne brzine,
koja je definisana kao brzina pri kojoj kuglice prestaju da padaju usled centrifugalne sile. Osim
brzine rotacije ili vibracije, veli¢ina, gustina i tvrdo¢a kuglica uticu na brzinu i obim smanjenja
veliCine Cestica. Smanjenje veliCine i/ili povecanje gustine i tvrdoce kuglica obi¢no povecava
brzinu i obim smanjenja veli¢ine Cestica.

Upotreba kuglicnog mlevenja kao tehnike mikronizacije za poboljSanje rastvorljivosti teSko
rastvornih lekovitih supstanci podrzana je brojnim istrazivanjima. Ova metoda, osim Sto
omogucava smanjenje veli¢ine Cestica, funkcioniSe i1 kao efikasna tehnika meSanja koja doprinosi
stvaranju sistema u kojima su amorfni oblici lekovite supstance homogenizovani sa pogodnim
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hidrofilnim ekscipijensima na molekularnom nivou. Interakcija izmedu lekovite supstance i
hidrofilnog ekscipijensa unapreduje kvasenje 1 rastvorljivost, ¢ime se postize bolja
bioraspolozivost.*

1.1.13. Aminokiseline kao koformeri u koamorfnim sistemima dobijenim tehnikom
mlevenja

Kada je re¢ o primeni kuglicnog mlevenja u dobijanju lekovita supstanca-aminokiselina
koamorfnih sistema, tokom 2016. godine sprovedena je sistematska studija koja je obuhvatila Sest
razlicitih lekovitih supstanci (dve bazne, dve neutralne i dve kisele), kao i 20 razli¢itih
aminokiselina.?’#*4*> U okviru istrazivanja, kugli¢no mlevenje u trajanju od 60 minuta primenjeno
je na svih 120 kombinacija. Na osnovu rezultata, aminokiseline su klasifikovane kao povoljni ili
nepovoljni koformeri u zavisnosti od kiselosti lekovite supstance. U ovoj studiji je utvrdeno da su
kisele aminokiseline, poput asparaginske i glutaminske, uglavnom kategorisane kao nepovoljni
koformeri, obzirom da nisu bile uspesne u formiranju koamorfnih sistema sa baznim lekovitim
supstancama iako su prethodna istraZivanja pokazala da primena drugih metoda moZe omoguciti
stvaranje koamorfnih sistema ¢ak i1 sa ovim aminokiselinama. Konkretno, za karvedilol je
zabeleZeno uspesno formiranje koamorfnih sistema sa glutaminskom i asparaginskom kiselinom
primenom metode su$enja rasprsivanjem.?’44647 Polarne aminokiseline, uklju¢ujuéi asparagin,
cistein, glutamin, serin, treonin i tirozin, generalno su identifikovane kao nepovoljni koformeri.
Ipak, odredeni izuzeci primeceni su u slucaju glibenklamida, koji je formirao koamorfne sisteme
sa serinom i treoninom nakon procesa kriomlevenja.?*430 Sa druge strane, odredene
aminokiseline, posebno arginin, histidin 1 lizin, pokazale su se kao odgovarajuc¢i koformeri za
kisele lekovite supstance u procesu kugli¢nog mlevenja.>”-!8

Utvrdeno je da kisela lekovita supstanca indometacin nije formirala koamorfne sisteme sa
aminokiselinama histidinom 1 lizinom. Sli¢no tome, kisela lekovita supstanca ibrutinib nije uspela
da formira koamorfne sisteme sa aminokiselinama argininom i histidinom kada je primenjena
metoda mlevenja uz dodatak tecnosti (engl. Liguid-assisted grinding, LAG).?>° Ipak, postoji
mogucnost da bi se formiranje koamorfnih sistema moglo posti¢i alternativnim metodama, kao §to
su kugli¢no mlevenje i susenje rasprsivanjem.

Sto se ti¢e glibenklamida, nije zabeleZeno formiranje koamorfnih sistema sa aminokiselinom
lizinom tokom kriomlevenja.?’*” Sli¢no tome, glimepirid nije formirao koamorfni sistem sa
aminokiselinom argininom prilikom primene kugli¢nog mlevenja, brzog hladenja iz otopljenog
stanja (engl. melt-quench) ili evaporacije rastvaraca. Medutim, interesantno je da je primenom
tehnike superkriticne impregnacije, uz upotrebu superkriticnog ugljen-dioksida, doslo do
formiranja koamorfnog sistema.?”!

Sa druge strane, bazne lekovite supstance, poput cimetidina i mebendazola, uspesno su formirale
koamorfne sisteme sa aminokiselinom argininom tokom kuglitnog mlevenja.?’>? Vazno je
napomenuti da je u ovom istrazivanju kuglicno mlevenje trajalo 180 minuta u rashladenoj
prostoriji na 5 °C, za razliku od studije Kasten i saradnika, gde je trajalo samo 60 minuta. Ova
razlika u eksperimentalnim uslovima mogla bi objasniti dobijene varijacije u rezultatima.
Medutim, iako su mebendazol i arginin formirali koamorfni sistem, pokazano je da je on dvofazni
i da ne ispunjava kriterijume definicije koamorfnih sistema primenjene u ovoj studiji.?’#443
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Neutralne aminokiseline se generalno mogu klasifikovati kao potencijalni koformeri, sa izuzetkom
alanina i glicina, koji spadaju u slabe koformere.** Do danas, nijedna studija nije izvestila o
uspeSnom formiranju koamorfnih sistema sa neutralnim aminokiselinama alaninom i glicinom, §to
dodatno potvrduje ovo pravilo. Kada je re¢ o neutralnim aminokiselinama kao $to su izoleucin,
leucin, metionin, fenilalanin, prolin, triptofan i1 valin, potrebno ih je dalje razmatrati u svrhu
skrininga. Sveukupno, za efikasnu upotrebu aminokiselina kao koformera, neophodna su
sistematicnija istrazivanja metoda pripreme. To bi omogucilo donoSenje preciznijih zakljuc¢aka o
tome koje lekovite supstance 1 aminokiseline mogu formirati koamorfne sisteme u zavisnosti od
primenjene metode.?’

1.2. Superkriti¢ni fluidi

Karakteristike Cestica, kao Sto su veli¢ina, oblik, povrSinska struktura, kristalna struktura i
morfologija, predstavljaju klju¢ne faktore koji znacajno uti¢u na farmaceutsko-tehnoloska i
biofarmaceutska svojstva gotovih lekova. Zbog toga se poslednjih decenija razvijaju razliiti
pristupi inZenjeringu Cestica sa ciljem poboljSanja rastvorljivosti, stabilnosti i bioraspoloZivosti
aktivnih supstanci. Jedna od savremenih tehnika zasnovana je na primeni superkriti¢nih fluida.
Zbog svojih jedinstvenih sposobnosti da rastvaraju Sirok spektar supstanci i efikasno difunduju
kroz razli¢ite materijale, superkriti¢ni fluidi se u farmaceutskoj industriji koriste u procesima kao
$to su superkriti¢no suSenje, ekstrakcija i impregnacija.>*>*

Danas postoji sve vece interesovanje za razvoj alternativnih tehnoloskih procesa sa minimalnim
uticajem na zivotnu sredinu, kao $to su smanjena potros$nja energije, manje toksi¢nih ostataka,
bolja iskori§¢enost nusproizvoda, kao i bolji kvalitet i bezbednost finalnih proizvoda. Medu takvim
pristupima posebno se isti¢e tehnologija impregnacije superkritiénim ugljen-dioksidom, koja
spada u procese pod visokim pritiskom i omogucava ekstrakciju, suSenje i druge transformacije
materijala u blagim uslovima, bez upotrebe organskih rastvaraca i uz oCuvanje termolabilnih
supstanci. Kljuénu ulogu u razvoju ovakvih ekoloski odrzivih procesa imaju superkriti¢ni fluidi.
Superkriti¢ni fluidi su supstance koje se nalaze na pritisku i temperaturi iznad svojih kriti¢nih
vrednosti, odnosno iznad takozvane kriticne tacke. U ovim uslovima fluid formira jedinstvenu,
homogenu fazu poznatu kao superkriticna faza, pri ¢emu ima osobine koje predstavljaju
kombinaciju te¢nog i gasovitog stanja. Klju¢na karakteristika superkriti¢nih fluida je ta da se,
nakon dostizanja kriti¢ne tacke, daljim povecanjem temperature fluid ne moze prevoditi u gas, niti
se daljim povecanjem pritiska moze prevoditi u tecnost. Fenomen superkriti¢nih fluida prvi je
otkrio baron Charles Cagniard de la Tour 1822. godine, tokom eksperimenata u kojima je koristio
razli¢ite zagrejane fluide 1 topovsko dule zatvoreno u topovskoj cevi. Pored laboratorijskih uslova,
superkriti¢ni fluidi mogu se pronaci i u prirodi. Na primer, superkriticna voda moze nastati u
podvodnim vulkanima, gde kombinacija visokog hidrostatickog pritiska 1 visokih temperatura
vulkanske erupcije dovodi do formiranja ovog agregatnog stanja.>

Superkriti¢ni fluidi predstavljaju inovativna reSenja u savremenim industrijskim procesima,
zahvaljujuci jedinstvenoj kombinaciji svojstava. Ovi fluidi poseduju viskozitet 1 difuzivnost sli¢ne
gasovima, dok istovremeno zadrzavaju gustinu i sposobnost rastvaranja karakteristi¢na za tec¢nosti,
Sto ih ¢ini izuzetno efikasnim rastvara¢ima u Sirokom spektru primena. Procesi zasnovani na
upotrebi superkriti¢nih fluida odlikuju se odrzivoséu, ekoloskom prihvatljivoséu i ekonomskom
isplativo$¢u, uz moguénost razvoja novih proizvoda. Klju¢na prednost ovih fluida ogleda se u
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jednostavnoj separaciji i suSenju proizvoda putem ekspanzije, pri cemu se gas moZze povratiti,
reciklirati i ponovo koristiti, bez potrebe za dodatnim koracima prec¢is¢avanja. Ekoloske prednosti
koriS¢enja superkriticnih fluida u industrijskim procesima, kao Sto je niska potro$nja energije
tokom rada, ukazuju na njihov potencijal da zamene Stetne konvencionalne organske rastvarace.

Zbog toga se u literaturi superkriti¢ni fluidi desto nazivaju ,,zelenim rastvara¢ima buduénosti*.>>

Sposobnost rastvaranja superkriticnog fluida zavisi od njegove gustine, koja je, za razliku od
gustine te¢nih rastvaraca, visoko podesiva promenom pritiska ili temperature. Posebno u blizini
kriticne tacke, ¢ak 1 blago izotermno povecanje pritiska znacajno povecava gustinu fluida, dok se
ovaj efekat smanjuje sa povecanjem udaljenosti od kriticnih vrednosti. Stoga se sposobnost
rastvaranja fluida moze lakse kontrolisati u poredenju sa teCnim rastvara¢ima.

Sa druge strane, superkriticni fluid ima visi koeficijent difuzije, nizi viskozitet 1 nizi povrSinski
napon u poredenju sa teCnim rastvaracem, $to doprinosi povoljnijem prenosu mase. Uska
povezanost izmedu gustine fluida 1 njegove sposobnosti rastvaranja, kao i1 povoljne osobine
prenosa mase, ¢ine superkriti¢ne fluide korisnim procesnim sredstvom za tehnike ekstrakcije 1
separacije.>®

1.2.1. Superkriti¢ni ugljen-dioksid

U farmaceutskoj industriji, dobijanje farmaceutskih oblika sa polimernim ekscpijensima se
najcesce vrsi primenom razli¢itih metoda, kao Sto su upotreba rastvaraca, susenje rasprsSivanjem i
ekstruzija. lako su ove tehnike Siroko rasprostranjene i efikasne, Cesto zahtevaju koriS¢enje
znacajnih koli€ina organskih rastvaraca i primenu visokih temperatura. Tokom procesa ekstruzije,
polimeri i lekovite supstance mogu biti izloZeni poviSenim temperaturama i intenzivnim silama
smicanja, $to moze negativno uticati na njihovu stabilnost tokom skladiStenja 1 cuvanja. Pored
toga, proces hladenja moze izazvati nestabilnost, tj. odvajanje faza. Takode postoje podaci da
amorfne c¢vrste disperzije pripremljene metodama topljenja imaju loSu protoc¢nost 1
kompresibilnost, Sto moze predstavljati izazov u razvoju ¢vrstih farmaceutskih oblika, kao $to su
tablete.’

Takode, prisustvo organskih rastvaraca moze povecati toksicnost finalnog proizvoda, §to zahteva
dodatne korake za njihovo uklanjanje nakon zavrSetka proizvodnje, kako bi se osigurala
bezbednost 1 ocuvala stabilnost proizvoda. Jedan od inovativnih pristupa za prevazilaZzenje ovih
izazova je primena superkriti¢nog ugljen-dioksida u obradi polimera. Ova tehnologija omogucéava
smanjenje rizika povezanih sa upotrebom organskih rastvaraca i visokih temperatura, pruzajuci
odrzivu i ekoloski prihvatljivu alternativu konvencionalnim metodama.>®>%:60-61

Iako postoji veliki broj jedinjenja pogodnih za primenu u superkriticnim tehnikama, ugljen-dioksid
(ugljenik(IV)-oksid) se izdvaja kao daleko najéesée koriséen fluid.>® Superkriti¢ni ugljen-dioksid
(engl. Supercritical CO:, scCO2) se koristi za dobijanje sistema u kojima je lekovita supstanca
dispergovana u polimernom matriksu ili adsorbovana na porozni nosa¢. Osnovne prednosti
primene superkriti¢nog ugljen-dioksida jesu to §to je nezapaljiv, hemijski inertan i lako dostupan.
U superkriticnom stanju poseduje svojstva sli¢na gasu i te¢nosti i moze da deluje kao rastvarac
i/ili plastifikator za brojne amorfne i semikristalne polimere.>%* Jo¥ jedna prednost ugljen-
dioksida se ogleda u tome Sto se moze lako otkloniti iz dobijene formulacije na kraju procesa, a
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takode nema upotrebe rastvaraca, ¢ime se smanjuje broj procesnih parametara pa je samim tim

proces jednostavniji i jeftiniji.®%646°

Ugljen-dioksid se smatra idealnim procesnim medijumom za farmaceutsku primenu zbog svoje
relativno niske kriticne temperature (31,1 °C), netoksi¢nosti, nezapaljivosti, hemijske inertnosti,
velikog stepena Cistoce, lake dostupnosti, moguénosti reciklaze i bezbednosti. Takode, moze se
koristiti kao rastvarac, reakcioni medijum, sredstvo za formiranje pena (engl. foaming agent) ili
kao anti-rastvara¢ u ekoloski prihvatljivim procesima.®®$” scCO. pruza posebnu prednost u
farmaceutskoj primeni, jer se obrada plastifikacije moze obaviti na niskim temperaturama, §to je
vazno za termolabilne lekovite supstance ili biomolekule (npr. enzime), gde se moze desiti
degradacija pri izlaganju visokim temperaturama.®®

Iako je CO2 najcesce koris€en superkriti¢ni fluid, on ima odredena ogranicenja. Pre svega, njegov
glavni nedostatak je nemoguc¢nost rastvaranja jedinjenja velike relativne molekulske mase, kao 1
njegova nepolarnost, §to smanjuje mogucnost nastanka specifi¢nih interakcija izmedu rastvaraca i
rastvorene lekovite supstance, kao i izmedu rastvaraca i polimera. Ove interakcije su klju¢ne za
postizanje visokog udela lekovite supstance u polimernim materijalima. Da bi se povecala
rastvorljivost lekovite supstance u scCO., €esto se primenjuje strategija dodavanja malih koli¢ina
specifi¢nih ko-rastvaraca, kao §to su etanol ili voda. Ovi ko-rastvara¢i mogu znacajno poboljSati
rastvorljivost lekovite supstance.®®

Istrazivanja su pokazala da se proces pripreme ¢vrste disperzije uz pomo¢ scCO. moZe izvesti u
statickom rezimu izlaganjem smese lekovite supstance i polimera scCO: bez mesanja.® Ovaj
proces se odvija u jednom koraku, scCO: dovodi do meSanja lekovite supstance i polimera, a
istovremeno se ponasa kao privremeni plastifikator. Na kraju procesa, CO: difunduje iz kompleksa
lekovita supstanca-polimer, ostavljaju¢i nastalu ¢vrstu disperziju bez rastvaraca. Obzirom da nema
potencijalno toksi¢nih ostataka 1 generisanog otpada od koriS¢enog rastvaraca iz procesa, metoda
koja koristi scCO: se smatra ekoloski prihvatljivom i zelenom tehnikom.”®

Neke od metoda koje koriste CO: za proizvodnju lekovita supstanca-polimer formulacija
ukljucuju:

e brzo Sirenje superkriticnog rastvora (engl. Rapid expansion of supercritical solution,
RESS),

e formiranje Cestica iz rastvora zasi¢enih gasom (engl. Formation of particles from gas
saturated solutions, PGSYS),

e superkriticno taloZenje antirastvaracem (engl. Supercritical antisolvent precipitation,
S43),

e superkriticnu ekstrakciju emulzija (engl. Supercritical fluid extraction of emulsions, SFEE)
i

e superkriti¢nu impregnaciju (engl. Supercritical fluid impregnation, SFI).”

1.2.2. Metoda superkriti¢ne impregnacije ugljen-dioksidom

Superkriti¢éna impregnacija (engl. Supercritical fluid impregnation, SFI) je tehnika u kojoj se
koristi CO:2 za stvaranje pritiska u sudu u kome se nalaze lekovita supstanca i jedan ili viSe
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polimernih ekscipijenasa. Konvencionalne tehnike kompleksiranja (npr. mlevenje, suSenje
raspr$avanjem, susenje smrzavanjem i koprecipitacija iz razlicitih rastvaraca) mogu imati neka
ogranic¢enja, kao Sto su dugo vreme trajanja procesa, niska efikasnost inkapsulacije, potreba za
dodatnim koracima suSenja i visoki rezidualni sadrzaj organskih rastvaraca.’!-’?

Postoje dva nacina superkriticne impregnacije aktivne supstance u polimere. Prvi nacin se
primenjuje za aktivne supstance koje su rastvorene u superkritiénom fluidu 1 u kojima dolazi do
bubrenja polimera usled izlozenosti superkriticnom fluidu i podrazumeva inkorporiranje aktivne
supstance unutar polimera usled dekompresije. Tokom dekompresije, CO2 brzo napusta polimer,
a aktivna supstanca ostaje zarobljena unutar polimera. Drugi nacin podrazumeva interakcije, kao
$to su Van der Waals-ove sile ili vodoni¢ne veze, izmedu aktivne supstance i polimera.’>7*

Na slici 2 je Sematski prikaz aparature za impregnaciju superkriti¢nim ugljen-dioksidom, koja se
sastoji od posude pod pritiskom i pomo¢ne opreme.

izmenjivac toplote

RIS,

izlaz CO,

sud pod

pritiskom

. N_.

ventil

rezervoar

pumpa za te¢nost
visokog pritiska

Slika 2: Sematski prikaz aparature za impregnaciju superkritiénim ugljen-dioksidom. (Preuzeto i
prilagodeno iz: Potter, Y., Tian, G., Walker, C., McCoy, P., Hornsby, C., Donnelly, D.S., Jones,
G.P., Andrews, G.P. (2015). Novel supercritical carbon dioxide impregnation technique for the
production of amorphous solid drug dispersions: a comparison to hot melt extrusion, Mol.
Pharmaceut., 12(5): 1377-1390.)8

Glavna prednost superkriticne impregnacije ugljen-dioksidom jeste moguénost impregnacije
velikog broja razli€itih prirodnih 1 sintetickih polimera, narocito onih polimera koji ne mogu biti
impregnirani vodenim rastvorom ili suspenzijom. Takode, ovaj postupak omogucava kontrolu
koli¢ine impregnirane aktivne supstance i dubine penetracije aktivne supstance kroz nosac,
jednostavnim podesavanjem pritiska i temperature, Sto dovodi do promene gustine superkriticnog
medijuma, kao 1 podeSavanjem vremena impregnacije i brzine dekompresije. Superkriti¢na
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impregnacija pruza mogucénost rada i pri niskim temperaturama sa termolabilnim supstancama,
moguénost rada sa hidrofobnim supstancama, moguénost rada pri relativno blagim uslovima
sredine bez prisustva kiseonika, Sto je pozeljno kada je potrebno impregnirati prirodnu
komponentu sa biolo§kom aktivnos¢u. Primenom superkriti¢ne impregnacije postize se homogena
raspodela lekovitih supstanci unutar polimernog matriksa usled velike sposobnosti difuzije
superkriti¢nog CO:. Smatra se da se najveci stepen amortfizacije postize kada lekovita supstanca
ima visok afinitet prema polimeru i kada je barem delimi¢no rastvorljiva u superkriticnom
rastvaracu.%®”>

Dobijanje ¢vrstih disperzija, uz pomo¢ metode uparavanja rastvaraca koja se ¢esto koristi, obi¢no
zahteva upotrebu organskih rastvaraca zajedniCkih za lekovitu supstancu i polimer, kao $to su
metanol, etanol, etil-acetat, metilen-hlorid, aceton ili njihove smesSe sa vodom. Glavni nedostatak
ove metode je nemogucnost potpunog uklanjanja rastvaraca, $to je vazno jer neki od navedenih
rastvarata mogu dovesti do toksi¢nosti ili nestabilnosti u ¢vrstoj disperziji tokom skladistenja.
Alternativa organskim rastvaraCima za proizvodnju cvrstih disperzija moze se nac¢i u upotrebi
superkritiénih fluida, medu kojima se izdvaja scCO:. U ovom kontekstu, prednost superkriticne
impregnacije pomocu CO: lezi u mogucnosti postizanja savrSenog odvajanja superkriticnog
rastvaraca i dobijenog proizvoda, tako Sto jednostavan korak ekspanzije omogucava da se gas
povrati i reciklira bez ikakvog daljeg pre¢iséavanja.’®’!72

Zbog navedenih povoljnih svojstava superkriticnog ugljen-dioksida, ova tehnologija se uspesno
koristi u dobijanju polimernih pena sa potencijalnom primenom u isporuci lekovitih supstanci 1
tkivnom inzenjeringu. Polimerne pene privukle su Siroko interesovanje kako u akademskim
istrazivanjima, tako i u industriji zbog svojih dobrih svojstava kao $to su kontrolisana struktura,
mala teZina, kontrolisano oslobadanje lekovite supstance, primenljivost u adheziji celija,
proliferaciji, rastu itd.”

1.2.3. Dobijanje amorfnih ¢vrstih sistema metodom superkriti¢éne impregnacije ugljen-
dioksidom

Zarazliku od ekstruzije topljenjem (engl. Hot-Melt Extrusion), superkriti¢na impregnacija se moze
sprovoditi na znacajno niZim temperaturama, jer ugljen-dioksid u superkriti¢cnom stanju deluje 1
kao sredstvo za meSanje 1 kao privremeni plastifikator. Time se smanjuje rizik od termicke
degradacije lekovitih supstanci i omoguéava bolja kontrola procesa.*

Dok ekstruzija topljenjem koristi plastifikaciju izazvanu toplotom kako bi se poboljSala
pokretljivost polimernih molekula, pod superkriti¢cnim uslovima CO: moze da nabubri polimer,
stvarajuci veci slobodni volumen 1 na taj nacin izazivaju¢i netermicku plastifikaciju. Na ovaj nacin,
superkriticna impregnacija se mozZe Koristiti za termolabilna jedinjenja ili polimere koji nisu
pogodni za ekstruziju. Na primer, hidroksipropil-metilceluloza (HPMC) koja se smatra izazovnim
polimerom za ekstruziju, uspeSno je koriS¢ena za dobijanje amorfne Cvrste disperzije sa
indometacinom koristeé¢i metodu superkriti¢ne impregnacije ugljen-dioksidom.>*7””

Pokazano je da se najveci stepen amorfizacije lekovite supstance postize kada ona ima visok

afinitet prema polimeru i barem delimic¢nu rastvorljivost u superkriticnom fluidu. Kljucni faktor u
ovom procesu je sposobnost lekovite supstance da se rastvori u CO:, nakon ¢ega dolazi do
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preferencijalne raspodele u polimeru. Ovakav pristup omogucava molekularnu disperziju lekovite
supstance unutar polimera, §to pozitivno uti¢e kako na njenu rastvorljivost u vodi, tako i na fizicku
stabilnost.”’

Zapravo, pokazano je da je plastifikacija polimera pomocu CO: osnovni faktor u superkriti¢noj
impregnaciji. Nedavna studija koju su sproveli Ugaonkar i saradnici istrazivala je upotrebu
superkriticne impregnacije koriste¢i dve vrste polivinilpirolidona (PVP) na definisanim
temperaturama, jednu sa nizom a drugu sa viSom relativnom molekulskom masom, tako da je CO:
mogao da plastifikuje jedan od polimera, ali ne i drugi.”® Pokazano je da CO: u superkritiénom
stanju moze da plastifikuje PVP sa nizom relativnom molekulskom masom, dok kod PVP-a vece
relativne molekulske mase plastifikacija nije bila moguca. Kada je plastifikacija nastupila, lekovita
supstanca je bila molekularno dispergovana unutar matriksa, $to je dovelo do znacajnog
poboljsanja njene rastvorljivosti. Nasuprot tome, kod polimera koji se nije plastifikovao doslo je
samo do adsorpcije na povrsini ili do ogranicenog ugradivanja u matriks, pa rastvorljivost nije bila
unapredena. Ovi rezultati jasno ukazuju na vaznost pravilnog izbora polimera i procesnih uslova
(temperatura, pritisak) kako bi se obezbedila efektivna plastifikacija i optimalno poboljsanje
rastvorljivosti lekovite supstance.>®’®

Lekovita supstanca u amorfnoj ¢vrstoj disperziji moze biti prisutna u vidu cestica veoma male
veli¢ine (molekularnim, amorfnim ¢esticama ili malim kristalima) 1 postojati u prezasi¢enom
stanju. Oc¢ekuje se da ¢e Cvrste disperzije koje sadrze lekovitu supstancu u njenom amorfnom
obliku imati brze rastvaranje u poredenju sa kristalnim oblikom lekovite supstance. Amorfne
disperzije se uglavnom razvijaju koriS¢enjem polimera, kako sintetickih, tako i bio-polimera, kao
Sto su polietilen glikol (PEG), polimetakrilati, hidroksipropilmetilceluloza (HPMC),
polivinilpirolidon (PVP) ili Soluplus®, koji je kopolimer sa izrazenom povrsinskom aktivno$éu.
Svakako da odabir najpogodnijeg polimera za disperziju slabo rastvorljive lekovite supstance
moze predstavljati izazov.”

Polivinilpirolidon (PVP) je Siroko koris¢en polimer koji se Cesto koristi u ekstruziji topljenjem.
Studija koje su sproveli Gong i saradnici pokazala je da se amorfne ¢vrste disperzije, koje sadrze
PVP K30 kao polimer i indomethacin kao aktivnu supstancu, mogu dobiti na 75 °C koristeci
metodu superkritiéne impregnacije ugljen-dioksidom, $to je znatno ispod temperature staklastog
prelaza polimera. Rezultati su pokazali da je indometacin bio potpuno amorfan pri masenom udelu
PVP-a od 0,80 i viSe, a sa smanjenjem masenog udela PVP-a, pove¢avao se udeo indometacina u
kristalnom stanju. Tokom procesa superkritiéne impregnacije, indometacin je uspesno ugraden u
PVP matricu, pri ¢emu je postignuta potpuna amorfizacija ove aktivne supstance, §to je rezultiralo
znatno brzim rastvaranjem u poredenju sa njenim kristalnim oblikom.”

Soluplus® je relativno nov polimer razvijen za primenu u procesima ekstruzije topljenjem, kao i
za dobijanje polimernih pena koriS¢enjem superkriticnog ugljen-dioksida. Terife i saradnici
istrazivali su primenu superkriti¢ne impregnacije sa CO: kao alternativnog postupka u odnosu na
ekstruziju topljenjem i suSenje rasprSivanjem za proizvodnju amorfnih ¢vrstih disperzija. Cilj ove
inovativne metode bio je poboljSanje rastvorljivosti indometacina (klasa II prema
Biofarmaceutskom sistemu klasifikacije), ¢ime je nastojano unaprediti njegovu bioraspolozivost i
efikasnost u farmaceutskoj formulaciji. Na kraju, rezultati studije potvrdili su uspeh ove tehnike u
postizanju Zeljenih poboljsanja.®
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Hidroksipropilmetilceluloza (HPMC) je najpoznatiji polimer za pripremu hidrofilnih matriks
sistema zbog svoje sposobnosti da brzo formira viskozni gel koji kontroliSe oslobadanje lekovite
supstance. Pri kontaktu sa vodom, difuzija vode dovodi do relaksacije polimernih lanaca i Sirenja
volumena, ¢ime inkorporirana lekovita supstanca postepeno difunduje iz sistema. Zbog tih
osobina, HPMC se Siroko koristi u sistemima za kontrolisano oslobadanje lekovite supstance.
Metode kao Sto su direktna kompresija 1 uparavanje rastvaraca Cesto se koriste za formulisanje
HPMC sistema, ali ove tehnike mogu dovesti do nehomogenosti smeSe meSavina ili zaostatka
potencijalno toksi¢nih rezidua organskih rastvara¢a Takode, primenom ovih metoda ¢esto se ne
postize Zeljeno poboljSanje bioraspoloZivosti za visoko kristalne lekovite supstance. Sa druge
strane, superkriticna impregnacija ugljen-dioksidom omogucava uspeSnu amorfizaciju aktivne
supstance bez navedenih problema. Kao §to je ve¢ pomenuto, u studiji Gonga i saradnika, uspesno
je 1izvrSena amorfizacija lekovite supstance indometacina primenom metode superkriticne
impregnacije ugljen-dioksidom, uz koris¢enje HPMC-a kao polimernog matriksa. Nakon obrade
smese na temperaturi od 130 °C, karakteristicni XRD pikovi indometacina su nestali, §to upucuje
na to da je lekovita supstanca u potpunosti presla u amorfno stanje.”’

Poslednjih godina, mezoporozni silikatni nosaci se sve ¢eS¢e koriste za poboljSanje rastvorljivosti
razlicitih jedinjenja, kao $to su hipolipidemijske lekovite supstance poput fenofibrata, antifungalne
lekovite supstance kao Sto je klotrimazol ili antiinflamatorne lekovite supstance kao Sto je
ibuprofen. Mezoporozni silikatni nosa¢ podrazumeva neorganske Cestice sastavljene od mreze
pora ¢iji precnik varira od 2 do 50 nm. Ovi materijali imaju uniformnu veli¢inu pora, visoku
specifi¢nu povrsinu, dobru funkcionalnost, a takode i veliku zapreminu pora. Pored toga, njihove
osobine se lako mogu prilagoditi razli¢itim metodama sinteze. Budu¢i da ima dobru
biokompatibilnost, upotreba silikatnih nosaca se Siroko istrazuje u razli¢itim farmaceutskim
oblastima. Zbog odgovaraju¢ih morfoloSkih svojstava, aktivna farmaceutska supstanca moze
popuniti pore mezoporoznog silikatnog nosaca, a njena amorfna forma moze se stabilizovati
zahvaljujudi interakciji sa silanolnim grupama i/ili usled prostornog ograni¢enja unutar pora koje
sprecava kristalizaciju.®!

1.2.4. Superkriti¢na impregnacija lekovitih supstanci na mezoporoznom silikatnom nosacu

Mezoporozni silikatni nosa¢ se moze proizvoditi kao uredeni ili neuredeni materijal. Uredeni
materijal karakteriSe se mrezom pora sa odredenim rasporedom, specificnom povrsinom do 1500
m?/gizapreminom pora do 1,5 cm?/g, dok neuredeni materijal obi¢no ima niZe vrednosti specificne
povrSine i zapremine pora. Ove strukturne razlike mogu uticati na impregniranje aktivne
supstance, kao 1 na kinetiku oslobadanja. Tako su istrazivanja pokazala brZze oslobadanje lekovite
supstance kada je indometacina smesStene u neuredeni sistem mezoporozne silike u poredenju sa
uredenim sistemom. Ovo je verovatno posledica veceg precnika pora u neuredenom sistemu
mezoporozne silike, dok je stepen inkorporacije lekovitom supstancom bio sli¢an.®?

Brojne metode impregnacije proucavane su u cilju postizanja ve¢eg optereéenja nosaca lekovitom
supstancom uz optimalnu kontrolu njenog oslobadanja. Poseban fokus stavljen je na metode koje
ne koriste rastvarace, imajuéi u vidu sve veca ogranicenja upotrebe organskih rastvaraca. Jedan od
primera uspeSne impregnacije predstavlja dodavanje indometacina na mezoporozni silikatni nosac
putem suvog mesanja, ¢ime je postignut kapacitet opterecenja lekovitom supstancom od 30%.
Pored toga, istrazivanje je pokazalo znacajan potencijal upotrebe tri razliCite vrste silika-gela kao
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sredstva za indukciju prelaza kristalne faze u amorfnu fazu kod lekovitih supstanci sa slabom
rastvorljivo$¢u, poput indometacina, sa ciljem poboljSanja rastvaranja u in vitro uslovima. Ovaj
pristup moze predstavljati alternativnu strategiju za unapredenje bioraspolozivosti lekovitih
supstanci sa ograni¢enom rastvorljivos¢u, kod kojih brzina rastvaranja predstavlja klju¢ni faktor u
apsorpciji.®?

U studiji Koch i saradnika, ispitivan je potencijal superkriticnog ugljen-dioksida za impregnaciju
fenofibrata (molekula klase BSK II) unutar pora mezoporozne silike. Kori§éenjem ovog pristupa
nastoji se optimizovati proces impregnacije, iskoriS¢avanjem jedinstvenih svojstava
superkriticnog stanja ugljen-dioksida, koje omogucavaju visoku difuzivnost i sposobnost
rastvaranja, uz povoljan bezbednosni profil i ekonomicnost procesa. Formulacije dobijene fuzijom
zagrevanjem pod atmosferskim pritiskom pokazale su nepotpuno rastvaranje lekovite supstance
zbog viSeg stepena kristalini¢nosti, dok su formulacije dobijene subkriti¢nim 1 superkriticnim
metodama omoguéile potpuno oslobadanje lekovite supstance u roku od 30 minuta, zahvaljujuci
amorfnoj formi. Zatim su formulacije poredene pod uslovima supersaturacije kako bi se ispitalo
poboljsanje rastvorljivosti u vodi. Uzorci dobijeni metodom impregnacije ugljen-dioksidom
(superkriti¢ne 1 subkriti¢ne) pokazale su zanimljive profile oslobadanja, pri ¢emu rastvorljivost
nije zavisila od koncentracije fenofibrata u vodi. Metastabilne koncentracije su brzo postignute 1
odrzavane najmanje dva sata bez znakova kristalizacije.

Formulacije dobijene impregnacijom ugljen-dioksidom pokazale su dugotrajnu stabilnost
amorfnog stanja. To je vazno jer je stabilizacija amorfne forme klju¢na za odrZavanje povecanja
rastvorljivosti lekovite supstance tokom celokupnog roka trajanja formulacije. Rezultati su
pokazali da interakcija aktivne supstance sa slobodnim silanolnim grupama doprinosi niskoj
Gibbsovoj slobodnoj energiji, Sto spreava kristalizaciju. Nije primecena znacajna razlika izmedu
superkritiéne i subkritiéne impregnacije ugljen-dioksidom, ali je uoCeno da klasicna metoda
topljenja daje nepotpunu impregnaciju i oslobadanje lekovite supstance. Sa druge strane, upotreba
ugljen-dioksida omoguéava jednostavnu proizvodnju stabilnih formulacija sa visokim
opterec¢enjem aktivnom supstancom i njenim potpunim oslobadanjem ¢ak i u “non sink uslovima.
Takode, ova studija pokazuje da lekovita supstanca ne mora biti rastvorljiva u superkriti¢cnim
fluidima da bi bila inkorporirana u mezoporozni matriks. IskoriS¢avanjem plastifikatorskih efekata
superkriticnog ugljen-dioksida, odnosno sniZenjem tacke topljenja lekovite supstance i
smanjenjem viskoziteta komponenti, uspesno su proizvedene stabilne formulacije sa visokim
udelom aktivne supstance. Dakle, superkriti¢ni ugljen-dioksid moZe se primeniti na Sirok spektar
aktivnih supstanci koje inace nisu rastvorljive u superkriticnim fluidima, sa ciljem poboljSanja
njihove rastvorljivosti. Ova studija pokazuje da lekovita supstanca ne mora biti rastvorljiva u
superkriti¢nom fluidu da bi se impregnirala u mezoporoznu siliku i stabilizovala u amorfnoj fazi.®!

Impregnacija razlicitih aktivnih supstanci iz grupe nesteroidnih antiinflamatornih lekova (NSAIL)
superkriticnim CO: u mezoporozne silikatne nosace predstavlja oblast intenzivnog istraZivanja sa
ciljem poboljSanja njihove rastvorljivosti i bioraspolozivosti. Tako je, na primer, ibuprofen
uspesno inkorporiran u Si02 SBA-15, MCM-41 i druge mezoporozne nosace sa velikim pre¢nikom
pora, pri ¢emu je doslo do njegove amorfizacije, $to je rezultovalo pove¢anom rastvorljivoséu i
ubrzanom brzinom rastvaranja. Sli¢no tome, piroksikam je impregniran u mezoporozni SiO> SBA-
15 i Grace Syloid, gde je takode postignuta amorfizacija i zabeleZeno znacajno ubrzanje
rastvaranja u poredenju sa njegovim kristalnim oblikom.?*
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U publikaciji autora Gonzélez i saradnika naproksen je impregniran u mezoporoznu siliku SBA-
15 koris¢enjem tehnike superkriticne impregnacije ugljen-dioksidom, pri ¢emu je u
eksperimentalnom radu koris¢en cist CO2 1 CO2 kome su dodati etanol, etilacetat i mentol. kao
korastvara¢i u cilju pobolj$anja efikasnosti impregnacije.®® Dodavanje korastvaraéa poveéava
rastvorljivost aktivne supstance u superkriticnom CO: (scCOz2) i moZe podstaci adsorpciju na nosac
kod jedinjenja sa vrlo niskom rastvorljivo$¢u u scCO:, pod uslovom da postoji jaka interakcija sa
nosa¢em. U istraZzivanju je pokazano da, iako su etanol i etilacetat efikasni u povecanju
rastvorljivosti naproksena u CO., oni istovremeno smanjuju koli¢inu adsorbovane lekovite
supstance zbog povecanja afiniteta lekovite supstance prema te¢noj fazi. Upotreba Cvrstog
koarastvara¢a mentola, ¢ak 1 u znatno malim koncentracijama (0,016—0,06 mol% u CO-), takode
dovodi do smanjenja koli¢ine adsorbovanog naproksena. Mentol se adsorbuje u velikim
koncentracijama na nosac 1 na taj nacin sprecava direktnu adsorpciju naproksena na povrsinu SiOx.
Ipak, naproksen se 1 dalje moZe adsorbovati na sloj ve¢ adsorbovanog mentola u zadovoljavaju¢im
koli¢inama. Pored toga, mentol ima farmakolosku aktivnost, jer deluje 1 kao sredstvo za
ublazavanje bola §to moze dodatno doprineti terapijskoj efikasnosti dobijenog sistema. Dodatnim
analizama ¢vrstog stanja je potvrdeno da je naproksen impregniran na SiO: tehnikom superkriticne
impregnacije ugljen-dioksidom preSao u amorfan oblik. Ispitivanjem oslobadanja lekovite
upstance takode je pokazano da se profil oslobadanja znacCajno poboljSava kada se naproksen
impregnira na silikatni nosa¢ koriS¢enjem superkriticnog CO.. U ovom istrazivanju je takode
postignuto produzeno 1 kontrolisano oslobadanje lekovite supstance, Sto moze doprineti duzem
terapijskom efektu uz primenu manje doze naproksena, povecanju bioraspolozivosti i smanjenju
neZeljennx efekata.®

Generalno, u mnogobrojnim istrazivanjima je utvrdeno da povecanje specificne povrsSine slabo
rastvorljive lekovite supstance u kontaktu sa medijumom za rastvaranje moze dovesti do povecanja
brzine rastvaranja. Upravo je iz tog razloga primena mezoporozne silike kao nosaca tesko
rastvornih lekovitih supstanci sve ¢eS¢a. Pored tog, mezoporozna silika predstavlja izuzetno
atraktivnu opciju za isporuku lekovitih supstanci zbog niza pozeljnih osobina kao Sto su
biokompatibilnost, netoksi¢nost, velika povrSina, prilagodljive veli¢ine pora i stabilna, ujednacena
struktura pora. PovrSina cvrstog nosaca bogata je slobodnim hidroksilnim grupama, koje
omogucavaju specificne interakcije sa adsorbovanim molekulama, poput formiranja vodoni¢nih
veza. Prisustvo ovih funkcionalnih grupa dodatno pruza moguénost njihove hemijske
modifikacije, cime se mogu uvesti nove funkcionalne grupe 1 na taj na¢in optimizovati interakcije
izmedu lekovite supstance 1 nosaca.

Mezoporozna silika nasla je Siroku primenu kao nosac lekovitih supstanci u razvoju tretmana za
razli¢ite klinicke poremecaje, ukljucujuci dijabetes, razne vrste karcinoma, hipertenziju, depresiju,
bakterijske infekcije 1 osteoporozu. Upotreba naprednih sistema za isporuku lekovitih supstanci
zasnovanih na mezoporoznoj silici omogucava prilagodavanje kontrolisanog oslobadanja aktivnih
supstanci kao odgovora na unutrasnje ili spoljasnje stimuluse, poput promena pH-vrednosti,
svetlosti, temperature 1 koncentracije glukoze. Brojne klini¢ke studije na ljudima potvrdile su
bezbednost i efikasnost silikatnih nanocestica, $to ih ¢ini obecavaju¢om platformom za napredne
sisteme isporuke lekovitih supstanci.®
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1.3. 3D Stampa

Pojedine tehnike trodimenzionalnog Stampanja (engl. 3D printing, 3DP) takode mogu pomo¢i u
reSavanju izazova slabe rastvorljivosti lekovitih supstanci.®® Tehnologija trodimenzionalne (3D)
Stampe predstavlja naprednu aditivnu tehnologiju koja omogucava izradu objekata sloj po sloj na
osnovu kompjuterski generisanog 3D modela. U farmacetskoj industriji, 3D Stampa predstavlja
savremen proizvodni proces koji omogucava izradu personalizovanih lekova razli¢itih oblika 1
dimenzija. Ova tehnologija privla¢i sve vecu paznju istrazivaca zbog svoje sposobnosti da
unapredi razvoj individualizovanih terapija, S$to je posebno znacajno u kontekstu personalizovane
medicine.®” Doziranje lekova moZe zna¢ajno varirati u zavisnosti od genetskog profila pacijenta,
njegovog zdravstvenog stanja i drugih individualnih faktora. Zato univerzalna doza Cesto nije
prikladna za sve. Tehnologija 3D Stampe omogucava prilagodavanje terapije svakom pacijentu,
pruzajuéi optimalnu efikasnost i bezbednost tokom svih faza le¢enja.®®

Osim u farmaciji, 3D Stampa nalazi Siroku primenu u razli¢itim oblastima, ukljucujuci robotiku,
proizvodnju medicinskih uredaja i prehrambenu industriju. U poslednjih nekoliko godina, njena
upotreba u medicini 1 farmaciji doZivela je izuzetan rast zbog moguénosti Stampanja
personalizovanih doza 1 doznih oblika prilagodenih pacijentu. Ova tehnologija ima potencijal da
zameni tradicionalne proizvodne procese 1 distribuciju lekova putem personalizovanih polipilula,
$to bi moglo znacajno smanjiti troSkove terapije i poboljsati komplijansu pacijenata.®®’ Nagli
razvoj aditivne proizvodnje omogucio je Stampu biokompatibilnih materijala, pa su mnogi
medicinski proizvodi poput implantata, kardiovaskularnih stentova, krvnih sudova, koStanih
proteza i ¢elija veé proizvedeni pomocu 3D §tampe.*

Primena 3D Stampe u farmaceutskoj industriji predstavlja revolucionaran korak napred, sa
znafajnim potencijalom za poboljSanje dostupnosti personalizovanih terapija i unapredenje
farmaceutske prakse. Prvi pokusaj primene 3D Stampe u farmaceutskoj industriji zabelezen je
1996. godine, kada je koriS¢en inkjet 3D Stampac koji radi na principu selektivnog nanoSenja
vezivnog sredstva na sloj praskastog materijala. Ovaj postupak se ponavlja sloj po sloj dok se ne
formira kona¢ni objekat. Na ovaj nalin je proizveden prvi 3D Stampani lek, Spritam®
(levetiracetam), koji je 2015. godine dobio odobrenje Americ¢ke agencije za hranu i lekove (engl.
Food and Drug Administration, FDA) i pojavio se na trzi§tu.¥°12 Ovu formulaciju proizvodi
farmaceutska kompanija “Aprecia Pharmaceuticals”, koriste¢i 3D Stampu umesto
konvencionalnog tabletiranja. Tablete proizvedene ovom tehnologijom se rastvaraju za manje od
10 sekundi, $to nije moguce posti¢i kod konvencionalnih tableta sa istom dozom aktivne supstance.
Ovaj revolucionarni pristup ¢ini kompaniju Aprecia prvom farmaceutskom kompanijom koja je
razvila kljuénu intelektualnu svojinu (sa preko 50 patenata) u oblasti tehnologije 3D §tampe.*

1.3.1. Klasifikacija 3D Stampe

Razvijeno je mnogo razli¢itih tehnologija 3D Stampe. Svaka tehnologija ima svoje jedinstvene
karakteristike 1 specifican spektar primena, a za svaku su potrebni specifi¢ni materijali za Stampu.
Americ¢ko drustvo za ispitivanje materijala (engl. The American Society for Testing and Materials,

ASTM) klasifikuje tehnologije 3D Stampe u sedam glavnih kategorija:

o fotopolimerizacija u kadi (engl. Vat polymerisation),
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e vezivna 3D Stampa (engl. Binder jetting),

e inkjet nanoSenje materijala (engl. Material jetting),

o direktna energetska depozicija (engl. Direct energy deposition),
o laminacija listova/folija (engl. Sheet lamination),

o ekstruzija materijala (engl. Material extrusion),

o fuzija praskastog sloja (engl. Powder bed fusion).

Unutar ovih kategorija postoje razliciti tipovi Stampaca, koji se uglavnom grupisu prema metodi
koju koriste za konsolidaciju materijala za Stampu u &vrsti objekat.’’

Osnovna razlika na osnovu koje se vr$i podela izmedu pomenutih sistema aditivne proizvodnje
odnosi se na metod generisanja konture ili sloja. Ova razlika proizlazi iz vrste osnovnog materijala
koji se primenjuje u procesu. Pre nego Sto je uvedena standardizacija, sistemi aditivne proizvodnje
su klasifikovani na osnovu vrste materijala, pa su prema ISO/ASTM standardu podeljeni na
slede¢i nacin:

e Fluid u tecnom stanju (npr. te¢ni fotopolimer),
e PraSkasti materijal,
o Cvrst materijal (npr. folije).

Svaka od ovih kategorija karakteriSe se specificnim nac¢inom obrade i tehnologijama koje se koriste
u aditivnoj proizvodnji, §to ¢ini osnovu za dalju standardizaciju i optimizaciju procesa.”

Tabela 1: Prikaz dostupnih tehnologija 3D Stampe po sistematizaciji ISO/ASTM (preuzeto i
prilagodeno iz: Movrin D, 2017. Optimizacija parametara postprocesiranja u tehnologiji vezivne
3D stampe. Univerzitet u Novom Sadu.).>*

Nacin formiranja Komercijalni naziv
slojeva tehnologije
Stereolitografija
(Stereolithography)
Digitalna obrada
svetlosti (Digital DLP

o i, | g procesin
g paca, Multi laser volume

lampa stereolitografija MLVS

Tecni kristalni ekran
(Liquid crystal LCD
display)
Selektivno lasersko
sinterovanje SLS
(Selective Laser
Sintering)
Fuzija praskastog
sloja laserom za
metale (Laser-based

Grupa Skraéenice

SLA

Fotopolimerizacija u
kadi

Fuzija praskastog Laser,
sloja mlaz elektrona

PBF-LB/M (ranije
SLM i DMLS)
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Powder Bed Fusion
of metals, ranije
Selektivno lasersko
topljenje-Selective
Laser Melting 1
Direktno lasersko
sinterovanje metala -
Direct Metal Laser
Sintering)

Fuzija praskastog
sloja mlazom
elektrona (Electron
Beam Powder Bed
Fusion, ranije
Topljenje mlazom
elektrona- Electron
Beam Melting)

PBF-EB (ranije
EBM)

Laminacija folija

Laser, noz

Proizvodnja
laminiranih objekata
(Laminated Object
Manufacturing)

LOM

Laminacija plasti¢nih
folija (Plastic Sheet
Lamination)

PSL

Vezivna 3D Stampa

Glava Stampaca

Vezivna 3D Stampa
(Binder Jet Printing)

3DP

Ekstruzija materijala

Glava ekstrudera

Deponovanje
istopljenog filamenta
(Fused Deposition
Modelling)

FDM

Direktna 3D Stampa

Glava Stampaca i Uv
lampa

PolyJet, PolyJet
Matrix

PJ

NanoSenje materijala
primenom usmerene
energije

Mlaz elektrona

3D lasersko
oblaganje
Direktno talozenje
metala (Directed

Energy Deposition)

DED

ISO/ASTM 52900:2021 (en) Additive manufacturing — General principles — Fundamentals and vocabulary

Sest glavnih tehnologija 3D $tampe koje se koriste u farmaciji su:

o selektivno lasersko sinterovanje (engl. Selective Laser Sintering, SLS),

o stereolitografija (engl. Stereolithography, SLA) i digitalna obrada svetlosti (engl. Digital

Light Processing, DLP),
e deponovanje istopljenog filamenta (engl. Fused Deposition Modelling, FDM),
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o vezivna 3D Stampa (engl. Binder Jet printing, BJ),
e 3D Stampanje direktnom ekstruzijom praha (engl. Direct Powder Extrusion, DPE),
o 3D Stampanje ekstruzijom polu¢vrstih materijala (engl. Semi-Solid Extrusion, SSE).”

1.3.2. Motivacija za primenu 3D Stampe lekova u farmaciji

Mogucénost personalizacije terapije na automatizovan i decentralizovan nacin znaci da 3D Stampa
pruza brojne prilike pacijentima, zdravstvenim radnicima i farmaceutskoj industriji generalno.
Jedna od glavnih prednosti 3D Stampe lekova je moguénost stvarne personalizacije terapije na
osnovu individualnih potreba pacijenta. U buducnosti bi pacijentima moglo biti omoguéeno da
biraju vrstu formulacije, ukljuujuci karakteristike poput ukusa, teksture, boje, oblika 1 veli¢ine.
To bi povecalo autonomiju pacijenata, poboljSalo njithovo angazovanje u terapijskom procesu i
unapredilo komplijansu. Moguénost proizvodnje lekova sa preciznim dozama ili ¢ak fleksibilnim
dozama viSe lekovitih supstanci u obliku 3D Stampanih ,,poliprintleta mogla bi poboljsati
efikasnost lecenja, dok bi se istovremeno smanjio rizik od nezeljenih efekata usled neadekvatnog
doziranja.”

1.3.3. Pedijatrijska populacija

Pedijatrijska populacija suocava se sa nizom izazova u formulaciji lekova, kao $to su fleksibilnost
doziranja, pridrzavanje terapiji, maskiranje ukusa i strah ili poteSko¢e pri gutanju tableta.
Prilagodavanje doze, ukusa, oblika i veli¢ine tableta moze doneti brojne prednosti pedijatrijskoj
populaciji, za koju konvencionalne masovno proizvedene formulacije ¢esto nisu odgovarajuce
(npr. zbog lose prihvatljivosti ukusa ili neprikladne doze). Nekoliko studija je istrazivalo
mogucénost proizvodnje decjih formulacija putem 3D Stampe, ukljucujuci formulacije za zvakanje,
pa ak i one na bazi ¢okolade.” Na primer, u studiji iz 2018. godine koju su sproveli Skoutaris i
saradnici uspesno su dobijene formulacije indometacina u obliku bombona koje su imitirale
slatkise Haribo Starmix®, kori§éenjem FDM tehnologije. Oblikovani su objekti u dizajnu Starmix®
bombona — srce, prsten, flasa, medved i lav. Medutim, iako 3D §tampa omogucava proizvodnju
formulacija sa poboljSanom prihvatljivos¢u za decu, neophodno je obratiti paznju na potencijalni
rizik od prevelike atraktivnosti, kako bi se minimizovala moguénost preterane konzumacije i
osigurala bezbednost pacijenata.’®

Tokom 2020 godine, Januskaite i saradnici su procenjivali vizuelne preferencije dece uzrasta 4—
11 godina za placebo ,,printlete” proizvedene putem Ccetiri razli€ite tehnologije 3D Stampe. Cilj
ove studije bio je da istrazi preferencije dece u vezi sa razliCitim 3D Stampanim tabletama kao
vazan korak ka studijama prihvatljivosti kod pacijenata. KoriS¢ene su cCetiri razlicite 3D
tehnologije: digitalna obrada svetlosti (DLP), selektivno lasersko sinterovanje (SLS), ekstruzija
polucvrstog materijala (SSE) i deponovanje istopljenog filamenta (FDM) za pripremu placebo
printleta sa sli¢énim fizickim karakteristikama, ukljucuju¢i veli¢inu 1 oblik. Rezultati su pokazali
da su DLP printlete bile najprivlacnije deci (61,7%), na drugom mestu bile su SLS printlete
(21,2%), dok su FDM (5,4%) 1 SSE (11,7%) printlete dobile najniZze ocene. Medutim, nakon §to
su ispitanici obavesteni da su SSE printlete u stvari tablete za Zvakanje, ve¢ina ucesnika promenila
je svoju prvobitnu odluku 1 favorizovala ovaj oblik, $to je u skladu sa dec¢ijom preferencijom ka
zvaka¢im farmaceutskim oblicima. Uzrast i pol ispitanika nisu pokazali znacajne razlike u izboru
printleta.”’
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Tokom 2019. Godine, u bolnickoj apoteci Univerzitetske klinike “De Santiago de Compostela”
(Spanija) sprovedena je prva klini¢ka studija u kojoj je koris¢ena 3D §tampa za pripremu
personalizovanih farmaceutskih oblika. Personalizovane formulacije pripremljene su za decu od 3
do 16 godina obolelu od bolesti urina mirisa javorovog sirupa (engl. Maple syrup urine disease,
MSUD). Pripremljene su printlete izoleucina za zZvakanje u Sest razli¢itih ukusa i boja, 1 u Cetiri
razli¢ite doze, a nakon Sest meseci terapije utvrdeno je da su dobijene printlete posedovale bolju
apsorpciju i stabilne koncentracije izoleucina u krvi, kao 1 bolju prihvatljivost kod pacijenata u
odnosu na standardnu terapiju. Zakljuceno je da 3D Stampa omogucava brzu 1 automatizovanu
proizvodnju prilagodenih oralnih terapija u bolni¢kom okruZenju, poboljSavajuc¢i efikasnost i
prihvatljivost le¢enja.”®

1.3.4. Gerijatrijska populacija

3D Stampa moze biti korisna 1 za starije osobe ili pacijente sa kompleksnim reZimima doziranja,
gde je polifarmacija Cesta i moze dovesti do problema sa pridrzavanjem terapije 1 greSaka u
doziranju. Kombinovanje vise lekovitih supstanci, razli¢itih doza i profila oslobadanja u jednu
formulaciju moze poboljsati pridrzavanje terapiji 1 smanjiti gresSke pri primeni. Znacajno je da se
formulacijom polipilula moZe posti¢i i kontrolisano, razli¢ito oslobadanje pojedinih lekovitih
supstanci iz razli¢itih odeljaka unutar iste tablete. Na primer, 2019. godine Robles-Martinez 1
saradnici su koristili SLA tehnologiju za proizvodnju poliprintleta koji sadrze Sest razlicitih
lekovitih supstanci u odvojenim segmentima, ¢ime je omoguceno smanjenje broja tableta sa Sest
na jednu.”>? U istrazivanju iz 2015. godine kori¢ena je FDM 3D S$tampa za proizvodnju
niskodoznih antihipertenzivnih polipilula koje su sadrZale atenolol, ramipril, pravastatin, aspirin 1
hidrohlorotiazid. Iako je Stampanje polipilula izvodljivo, ova tehnologija se smatra najpogodnijom
za lekovite supstance sa niskim terapijskim dozama, kako bi se obezbedila odgovarajuca velicina
tablete za primenu.”>!%

1.3.5. Prednosti za farmaceutsku industriju

3D Stampa moZze smanjiti troSkove 1 ubrzati razvoj lekova, posebno u ranim fazama istrazivanja i
razvoja. UobiCajeni proces od otkri¢a do trziSne formulacije traje 1015 godina i kosta u proseku
1,3 milijardi funti. 3D Stampa omogucava brzu izradu prototipova i testiranje razlicitih formulacija
u malim serijama, $to moZe ubrzati prelazak na klinicka ispitivanja i smanjiti troSkove. Tokom
pretklinickog 1 klinickog razvoja formulacija, 3D Stampa moZe se koristiti kao alat za brzo
prototipisanje, omogucavajuci proizvodnju manjih serija lekova radi procene njihove efikasnosti.
Ovaj pristup moZze ubrzati ispitivanje uticaja razlicitih formulacija na klju¢ne kvalitativne osobine
leka, ukljucujuéi njegovu efikasnost u in vitro i in vivo modelima. Osim toga, 3D Stampa moZe se
koristiti za proizvodnju manjih serija lekova tokom pretklinickih i ranih klinickih ispitivanja kako
bi se procenila njihova sigurnost i efikasnost. lako ¢e konvencionalne metode ostati dominantne
za masovnu proizvodnju generickih lekova, 3D Stampa omogucava decentralizovanu proizvodnju
personalizovanih formulacija u lokalizovanim centrima, ukljuujuéi bolnice, apoteke ili cak
domove pacijenata. Takode, moguénost proizvodnje lekova na zahtev smanjuje potrebu za
skladistenjem i transportom, ¢ime se znac¢ajno smanjuju ukupni troskovi. Uprkos Cinjenici da su
mogucnosti 3D Stampe joS uvek predmet istraZivanja, njena integracija u farmaceutsku industriju
zahtevace promenu poslovnih modela i pazljivo planiranje pre nego §to se Siroko usvoji u
farmaceutskoj proizvodnji.”
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1.3.6. Regulatorni aspekt

0d 2015. godine 3D Stampanje lekova dozivljava brz razvoj, sa pojavom mnogih specijalizovanih
kompanija koje se bave ovom tehnologijom. Medutim, razvoj 3D Stampanih lekova zahteva
stru¢njake iz razliCitih oblasti — ne samo farmaceute i1 inzenjere masinstva, ve¢ i eksperte iz oblasti
nauke o materijalima, softverskog inzenjeringa i informacionih tehnologija. Pored toga, ova
industrija mora da zadovolji stroge regulatorne zahteve, Sto dodatno otezava proces razvoja.
Trenutno je globalna industrija 3D Stampanih lekova joS uvek u pocetnoj fazi, ali nekoliko
farmaceutskih kompanija ubrzano radi na razvoju i lansiranju 3D Stampanih lekova. Ova
tehnologija donosi brojne prednosti, a njen razvoj je usmeren ka modernim, personalizovanim
terapijama, pri cemu klju¢nu ulogu igraju pionirske kompanije i podrSka regulatornih tela, kao Sto
je Centar za procenu i istrazivanje lekova (engl. Center for Drug Evaluation and Research).

Spritam®, prvi lek proizveden pomo¢u 3D Stampe, dobio je odobrenje FDA za klini¢ka ispitivanja
2013. godine. Kako bi podstakla inovacije u farmaceutskoj industriji, FDA je 2014. osnovala tim
za nove tehnologije (engl. Emerging Technology Team, ETT), ¢ije je angazovanje omogucilo
konaéno odobrenje Spritam®-a 2015. godine. U januaru 2017. godine FDA je objavila analizu o
novom poglavlju u farmaceutskoj proizvodnji, naglaSavaju¢i da je 3D Stampa tehnologija
buduénosti. U julu iste godine, FDA je izdala smernice za primenu novih tehnologija u
farmaceutskim inovacijama, isti¢u¢i 3D Stampu 1 kontinuiranu proizvodnju kao kljucne strateske
pravce razvoja. Kineski centar za procenu lekova (engl. Center for Drug Evaluation of National
Medical Products Administration, CDE) je 2019. godine takode prepoznao znacaj ove tehnologije
11zrazio o¢ekivanje da ¢e 3D Stampa doneti eru personalizovanih i inteligentnih terapija.

Tokom 2020.godine kompanija Triastek razvila je MED (engl. Melt Extrusion Deposition) 3D
tehnologiju koja je postala deo FDA-ovog programa za razvoj novih tehnologija i dobila je
regulatorno odobrenje, §to je znacajan korak ka priznavanju ove metode na zvani¢nom nivou. U
januaru 2021. godine FDA je odobrila IND (engl. Investigational New Drug) aplikaciju za T19
(tofacitinib), drugi 3D Stampani lek na svetu. Takode, 2021. godine Nacionalne akademije nauka,
inZenjeringa i medicine u SAD su, na zahev FDA, izradile izvestaj koji zaklju€uje da je 3D Stampa
potpuno novi proizvodni metod koji ¢e u buduénosti zameniti tradicionalne nacine proizvodnje
lekova.

Do sada nijedna regulatorna agencija nije izdala specifi¢ne smernice za 3D Stampane lekove, ali
FDA je jos 2017. godine objavila dokument “Technical Considerations for Additive Manufactured
Medical Devices”, koji se odnosi na medicinska sredstva. Stoga postoji hitna potreba za
uspostavljanjem sli¢nih standarda i u oblasti lekova. Ocekuje se da ¢e, sa daljim razvojem
tehnologije 1 kontinuiranim istrazivanjima, 3D Stampa postati potpuno regulisana metoda u
farmaceutskoj industriji — od teorijskih osnova, preko proizvodnje, pa sve do regulatornih
zahteva.'01:102

1.3.7. SLS 3D Stampa
Amorfizacija aktivne farmaceutske supstance (engl. Active Pharmaceutical Ingredient, API) moze

se posti¢i raznim tehnikama 3D Stampe kao $to su deponovanje istopljenog filamenta (engl. Fused
deposition modeling, FDM) ili direktna ekstruzija prasSka (engl. Direct Powder Extrusion, DoP).
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U literaturi je zabeleZeno uspeSno formiranje amorfnih ¢vrstih disperzija ovim tehnologijama.
Kada je re¢ o 3D stampi deponovanjem istopljenog filamenta, proizvodnja filamenata predstavlja
izazov, posebno proizvodnja filamenata sa visokim sadrZzajem amorfne lekovite suspstance. Sa
druge strane, u slucaju da je previse izazovno napraviti homogeni filament za FDM §tampu, DoP
Stampa predstavlja odgovarajucu alternativnu tehniku. Medutim, neophodan je dodatni korak
mlevenja kako bi se dobio prasak pogodan za Stampanje. Fenomen delimi¢ne ili potpune amorfne
konverzije lekovite supstance primecen je i kod formulacija dobijenih SLS 3D Stampom, ¢ime se
posledi¢no povecava njena rastvorljivost 1 brzina rastvaranja. U ovom sluc¢aju, nema dodatnih
koraka niti je potrebno mlevenje aktivnih i pomo¢nih materija Sto ¢ini tehnologiju SLS 3D Stampe

najboljim izborom za amorfizaciju tesko rastvornih aktivnih supstanci.!%*!1%4

Selektivno lasersko sinterovanje (SLS) je industrijska 3D tehnologija koja omogucava izradu
objekata sloj po sloj koriS¢enjem praskastog materijala, pri cemu do povezivanja Cestica dolazi
lokalizovanim zagrevanjem pod dejstvom laserskog snopa. Tokom procesa Stampe, laser precizno
oblikuje prvi sloj modela na povrsini praska. Nakon toga, novi sloj praska ravnomerno se nanosi
preko prethodnog sloja pomocu valjka, a postupak se ponavlja sve dok se ne formira kompletan
objekat. Jedna od glavnih prednosti SLS metode jeste to S§to ne zahteva upotrebu rastvaraca, ¢ime
se eliminise potreba za dugotrajnim susenjem, Sto ovu tehniku ¢ini brzom i efikasnijom u odnosu
na neke druge metode 3D $tampe.”?

SLS tehnologiju je razvio Karl Dekard 1984. godine, koriste¢i Nd:Yag laser (tip lasera koji koristi
kristal itrijum-aluminijum granata dopiran neodijumom, engl. Neodymium-doped Yttrium
Aluminum Garnet), ¢ija je snaga bila 100 W. Kao praSkasti materijal za Stampanje je koristio
akrilonitril-butadien-stiren, koji spada u termoplasticne polimere. Farmaceutski oblici se mogu
izradivati pomoc¢u SLS 3D Stampe ukoliko je sirovinski materijal praSkasta meSavina lekovite
supstance i termoplasti¢nog polimera. To znaci da polazne materijal u SLS tehnologiji ima najvecu
sli¢nost sa onim koji se koristi u tradicionalnom tabletiranju, u poredenju s drugim tehnologijama
3D Stampe. Zbog toga se ocekuje da ¢e SLS 3D tehnologija biti pogodnija za farmaceutsku
primenu.’’

1.3.7.1. Komponente SLS 3D Stampaca
Komponente SLS aparature su:

e komora uredaja sa platformom (plocom), na kojoj se izraduje 3D objekat;

e laser, koji vrSi proces sinterovanja;

o ogledala, koja se koriste za usmeravanje laserskog snopa do odgovarajucih polozaja za
Stampanje;

o rezervoar (komora) u kome se smesta praSak i sa €ije platforme se dozira svez praSak na
platformu u okviru komore za proizvodnju;

o valjak za rasprostiranje sloja praska;

 dodatni rezervoar za materijal, u kome se sakuplja neisinterovani prasak.®’
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Slika 3: Sematski prikaz SLS §tampaca (Preuzeto i prilagodeno iz: Gueche YA, Sanchez-Ballester
NM, Cailleaux S, Bataille B, Soulairol I. Selective Laser Sintering (SLS), a New Chapter in the
Production of Solid Oral Forms (SOFs) by 3D Printing. Pharmaceutics. 2021; 13(8):1212.).1%

Na slici 3 prikazan je proces sinterovanja. Nakon dizajniranja 3D modela, konvertovanja u formu
koju Stampac¢ prepoznaje (.stl - stereolitofrafski format) i podeSavanja procesnih parametara,
potrebno je i delove Stampaca postaviti u odgovarajuci polozaj. Rezervoar za prasak se postavlja
u najnizi polozaj, a radna ploca komore za proizvodnju u najvisi polozaj.

Prvo, prasak se dodaje u rezervoar (komoru) i pomocu kliza¢a ravnomerno rasporeduje po
platformi komore kako bi se formirao ravan i homogeni sloj. Pre samog sinterovanja, Stampac se
mora zagrejati kako bi se olakSao proces sinterovanja, odnosno formiranje veza izmedu Cestica.
Stampanje pocinje aktivacijom plavog diodnog lasera, koji skenira sloj praska u odredenom
obrascu duz X i Y ose prema unapred definisanom dizajnu objekta. Cestice praska se delimié¢no ili
potpuno tope u zavisnosti od koli¢ine prenete energije. Laser sinteruje prvi sloj i nakon toga se
platforma rezervoara podize ka gore, a radna ploca (platforma komore za proizvodnju) spusta ka
dole, onoliko koliko je prvobitno zadata debljina sloja objekta, omogucéavajuéi izgradnju objekta
duz Z ose. Ovi koraci se ponavljaju sve dok objekat ne bude potpuno formiran. Na kraju,
odstampani farmaceutski oblici uklanjaju se sa platforme komore i vr$i se uklanjanje viska praska.
Neiskoris¢eni prasak ostaje na mestu i sluzi kao potpora objektu tokom izgradnje, Sto predstavlja
veliku prednost u poredenju sa drugim tehnikama 3D Stampe, gde je potrebno dodatno konstruisati
pomoéne strukture koje pruzaju potporu objektu tokom $tampe.'%

1.3.7.2. Procesni parametri

Za SLS tehnologiju 3D Stampe od velikog je znacaja medusobna interakcija kriticnih procesnih
parametara (engl. Critical Process Parameters, CPPs) 1 kriticnih karakteristika materijala (engl.
Critical Material Attributes, CMAs) koji uticu na kriti¢ne karakteristike kvaliteta (engl. Critical
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Quality Attribute, CQA) farmaceutskog oblika, kao $to su odgovaraju¢a mehanicka svojstva,
brzina rastvaranja lekovite supstance, povrsinska svojstva, dimenzije itd.

Glavni procesni parametri su temperatura povrSinskog sloja, temperature komore, brzina
skeniranja laserom 1 debljina sloja. Od karakteristika materijala vazni su veliCina Cestica i1
raspodela veli¢ine &estica, oblik, gustina i temperatura topljenja.!6-107

1.3.7.3. Temperatura

Pravilno podeSavanje temperature jedan je od kljucnih faktora za uspes$no sinterovanje. Vazno je
razlikovati slede¢e pojmove:

e temperatura praska — temperatura materijala na platformi za izradu printleta, koja zavisi
od temperature povrSinskog sloja i temperature komore;

e temperatura povrSinskog sloja — temperatura gornjih slojeva praska u direktnom kontaktu
sa laserskim zrakom:;

« temperatura komore — temperatura unutar komore $tampaca.’’

Temperatura povrsinskog sloja se obi¢no podesava nekoliko stepeni iznad temperature komore,
pri cemu je ta razlika najceS¢e oko 10°C. Ako je temperatura komore previsoka i1 priblizi se
temperaturi povrsinskog sloja, moze do¢i do aglomeracije 1 nezeljene fuzije praska u rezervoaru,
§to moze dovesti do neuspesnog Stampanja.!'?’

Pre pocetka Stampanja, praskasti materijal se prethodno zagreva do temperature koja nece izazvati
topljenje i aglomeraciju. ViSa pocetna temperatura prasSka znaci da je za sinterovanje potrebna
manja koli¢ina laserske energije, Sto smanjuje rizik od termickih deformacija. Kada laserski zrak
dode u kontakt sa praskom, dolazi do topljenja estica.!®” Susedne estice se vezuju jedna za drugu
zahvaljujuéi kapilarnim silama koje deluju unutar sloja praska.'® Ako temperatura praska bude
previsoka, moZe do¢i do neZeljenog ocvrS€avanja okolnog materijala, Sto oteZava odvajanje
printleta nakon §tampe i smanjuje koli¢inu praska koji se moze reciklirati.'%®

Za ovaj proces od klju¢nog znacaja su termoplasti¢ni polimeri koji sluze kao vezivni materijali
izmedu &estica. Ovi polimeri se zagrevanjem pretvaraju iz ¢vrstog stanja u viskozni rastop.'” Kada
su izlozeni laserskom zracenju, polimeri niske viskoznosti formiraju gusce strukture. Istrazivanja
pokazuju da §to je manja razlika izmedu temperature topljenja i temperature ocvrS€avanja
materijala, manja je verovatnoéa za greske u proizvodnji.!%

Polimeri mogu biti amorfni, kristalni ili semikristalni, $to utiCe na optimalne temperature
sinterovanja.®’” Amorfni polimeri, koji nemaju jasno definisanu tacku topljenja, zahtevanju
temperaturu praska blizu njihove temperature staklastog prelaza. Kada se dostigne ova
temperatura, polimer omeksSava 1 prelazi u viskoznu te¢nost koja vezuje susedne Cestice. Printlete
dobijene upotrebom amorfnih polimera obi¢no su poroznije i imaju manju mehanicku otpornost u
poredenju sa printletama napravljenim od semikristalnih polimera.'%

Kod kristalnih polimera, temperatura se obi¢no podesava nekoliko stepeni ispod njihove
temperature topljenja (Tm), najceSée 3-4°C.%7 Semikristalni polimeri brzo prelaze iz ¢vrstog u
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viskozno stanje kada apsorbuju dovoljnu koli¢inu toplote, dok amorfni materijali postepeno
omeksavaju kako temperatura raste. Semikristalni polimeri stvaraju manje porozne printlete, ali
nakon hladenja moze do¢i do smanjenja dimenzija printleta, $to moZe uticati na preciznost
izrade.!”” Kod meSavina polimera, optimalna temperatura sloja se najée$ée podesava blizu njihove
temperature staklastog prelaza.®’

S obzirom na to da se termalna svojstva materijala razlikuju, kao i metode zagrevanja koje koriste
razli¢iti SLS sistemi, odredivanje odgovarajuéeg temperaturnog opsega obrade Cesto zahteva
eksperimentalno testiranje i prilagodavanje konkretnim uslovima Stampe.

1.3.7.4. Tip lasera i parametri lasera

Vecina komercijalno dostupnih SLS Stampaca koristi lasere sa ugljen-dioksidom, §to omogucéava
upotrebu Sirokog spektra termoplasticnih materijala. Medutim, u farmaceutskoj primeni ¢esSce se
koriste SLS Stampaci sa diodnim laserima. Za razliku od CO: lasera ¢ija snaga moze dosti¢i i do
500 W, diodni laser u uredaju Sintratec Kit (A = 445 nm) ima snagu od svega 2,3 W, §to smanjuje
rizik od termicke degradacije aktivnih sastojaka.'® Kao $to je veé pomenuto, sinterovanje se
postize apsorpcijom toplote koju emituje laserski zrak. Zbog toga je klju¢no da talasna duzina
lasera odgovara apsorpcionim karakteristikama praSka. S obzirom na to da ve¢ina polimera koji se
koriste u farmaceutskoj 3D Stampi ne apsorbuje znacajno svetlost na 445 nm, Cesto se u
formulaciju dodaju razli¢ite obojene supstance, koje poboljSavaju apsorpciju laserske energije.
Najcesce koriséeni tipovi ovog pigmenta su Candurin® Gold Sheen i Candurin® NXT Ruby Red.
Uobicajena koncentracija u formulaciji iznosi <3%.195-106

Jedan od vaznih parametara je gustina energije (engl. Energy Density, ED), koja predstavlja
koli¢inu energije koja se prenosi po jedinici zapremine. Gustina energije je funkcija snage lasera
(engl. Laser Power, LP), razmaka izmedu laserskih zraka (engl. Hatch Spacing, HS), brzine
skeniranja (engl. Scanning Speed, SS) 1 debljine sloja (engl. Layer Thickness, LT), a moZze se
odrediti pomo¢u jednacine:!'%®

ED (J/mm?) = LP / (HS x SS x LT) 3)

Na Stampacu Sintratec Kit ne moze se menjati snaga lasera, ali promenom brzine skeniranja (SS)
ili razmaka izmedu dve uzastopne sinterovane linije na istom sloju (HS), moze se uticati na
koli¢inu energije koja se prenosi na prasak. Bolji prenos energije postize se manjim razmakom
izmedu dve uzastopne sinterovane linije. Takode, interakcija izmedu lasera i Cestica traje duze pri
sporijoj brzini skeniranja, §to dovodi do apsorpcije vece koli€ine energije, a samim tim i do ¢vrs¢ih,
manje poroznih tableta. Nedostatak ovog pristupa je Sto produzava trajanje procesa Stampanja.
Tablete Stampane pri vecoj brzini laserskog skeniranja pokazale su povecanu poroznost, manju
¢vrstinu 1 brze oslobadanje lekovite supstance. Izbor parametara zavisi od Zeljenih mehanickih
svojstava printleta.’7105-109

1.3.7.5. Debljina sloja

Debljina sloja (engl. Layer Thickness, LT) odnosi se na visinu svakog sloja koji se sinteruje.
Debljina sloja se podeSava pre sinterovanja prilagodavanjem polozaja platforme na kojoj se
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printlete izraduju. U zavisnosti od vrste Stampaca, debljina obi¢no iznosi izmedu 0,07 i 0,5 mm.%’

Sa povecanjem debljine sloja smanjuje se vreme potrebno za izradu printleta. Medutim, treba uzeti
u obzir da deblji slojevi mogu negativno uticati na karakteristike printleta, $to moze dovesti do
hrapavih povrSina i neadekvatnih dimenzija. Sa druge strane, tanji slojevi omogucéavaju bolju
rezoluciju, ali i duze vreme izrade.®”-!%

1.3.7.6. Karakteristike praskastog materijala

1.3.7.6.1. Veli¢ina Cestica

Velicina Cestica kori§¢enog praska ima znac¢ajan uticaj na kvalitet printleta proizvedenih laserskim
sinterovanjem. Vece Cestice zahtevaju vecu koli¢inu energije za sinterovanje, a usled povecanja
prostora izmedu Cestica naru$avaju se mehani¢ka svojstva tableta.’” Ove vece &estice takode mogu
dovesti do niZe rezolucije $tampanja i hrapavih povr$ina na printletama.'®® Sa druge strane,
praskovi sa sitnijim ¢esticama obi¢no pokazuju manju poroznost i bolja mehanicka svojstva.'!”
Medutim, kod materijala sa vrlo sitnim ¢esticama moze do¢i do neZeljenog sinterovanja Cestica
blizu povrsine koja se Stampa, Sto moZe smanjiti preciznost Stampanja 3D objekta. Naime, sitne
Cestice se brze spajaju nego krupnije, zbog prisustva jacih elektrostatickih sila, Sto moze izazvati
greSke u sinterovanju pod istim vremenskim i temperaturnim uslovima.'® Ovi praskovi, zbog
izrazenih kohezionih svojstava, takode mogu pokazivati loSu protoCnost, §to moze otezati
nanoSenje novih slojeva tokom Stampe. Dodatno, postoji rizik od oStecenja Stampaca, jer sitan
prasak moze uéi u unutra$nje delove uredaja.'®

1.3.7.6.2. Oblik cestica

Oblik i raspodela veli¢ina Cestica takode znacajno uticu na karakteristike praska. Da bi se
obezbedila ujednacena apsorpcija energije tokom sinterovanja, veli¢ina Cestica treba da bude $to
viSe ujednacena. Nepravilan oblik i neujednacena veliCina Cestica, sa druge strane, moze
uzrokovati neravnomerno sinterovanje i smanjenje proto¢nosti pragka.®’

1.3.7.6.3. Protoc¢nost

Pored prilagodavanja veli¢ine i oblika Cestica, za poboljSanje protocnosti mogu se koristiti 1
razli¢ite pomocéne supstance. RazliCite neorganske praskaste supstance, kao Sto su silicijum-
dioksid, kalcijum i magnezijum silikati, aluminijum oksid, titanijum-dioksid, talk, i kaolin, ¢esto
se koriste u komercijalnim formulacijama za poboljsanje proto¢nosti.'%

Kako bi se obezbedila odgovarajuca rezolucija, dobra protocnost i sigurnost Stampe, cestice praSka

koris¢ene u SLS 3D Stampi treba da imaju sferni oblik i da budu veli¢ine u opsegu od 58 do 180
87,111

pm.°"

1.3.7.7. Prednosti SLS 3D Stampe

Selektivno lasersko sinterovanje ima brojne prednosti u odnosu na druge metode 3D Stampe:
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e ne koriste se rastvaraci, $to metodu ¢ini pogodnom za aktivne supstance koje su sklone
hidrolizi, a istovremeno se proces skracuje jer nema dodatnog koraka susenja;

o tablete imaju visoku poroznost, $to se moze iskoristiti za proizvodnju oralno-
disperzibilnih printleta;

e omogucena je izrada printleta sa viSe aktivnih supstanci 1 razli¢itih profila oslobadanja;

e visoka rezolucija (preciznost);

e nije potrebna prethodna obrada materijala;

e uredaj jednostavno Cistiti 1 odrzavati, budu¢i da su samo rezervoar i platforma za
proizvodnju u direktnom kontaktu sa praskom,;

e omoguéeno je recikliranje praska itd.!0>107112.113

Glavno ogranicenje metode je potreba za termoplastiénim materijalima i moguénost degradacije
lekovitih supstanci ili ekscipijenasa usled pregrevanja komore ili prejakog intenziteta lasera.!!?

Ocekuje se da ¢e novija verzija Stampaca za farmaceutsku upotrebu biti dostupna u narednih
nekoliko godina sa funkcijama uskladenim sa dobrom proizvodackom praksom (engl. Good
Manufacturing Practice, GMP).!%

1.3.7.8. Pregled dosadasnjih istrazivanja u oblasti primene selektivnog laserskog
sinterovanja u amorfizaciji teSko rastvorljivih lekovitih supstanci

Do sada je objavljen relativno mali broj studija koje se bave dobijanjem SLS 3D Stampanih tableta,
a posebno nedostaju publikacije koje ciljano istrazuju moguénost primene 3D Stampe u
amorfizaciji teSko rastvorljivih lekovitih supstanci. Ipak, amorfizacija nekih lekovitih supstanci u
procesu SLS 3D stampe je ve¢ opisana u literaturi. U istrazivanju Madzarevi¢ i saradnika uspesno
su odStampane tablete irbesartana primenom SLS 3D Stampe. DSC rezultati su pokazali da je
irbesartan prisutan u amorfnom obliku u Stampanim tabletama. Autori su zakljucili da se amorfni
oblik irbesartana u SLS tabletama moZe pripisati konverziji izazvanoj poviSenom temperaturom 1
laserskim zra¢enjem tokom procesa $tampanja.'!*

U istrazivanju Thakkara i saradnika primeceno je da se indometacin nalazi u amorfnom obliku u
granulama dobijenim procesom granulacije zasnovanim na ekstruziji topljenjem, kao 1 u SLS 3D
Stampanim tabletama izradenim od pomenutih granula. Ovo istrazivanje predstavlja prvi slucaj
kombinovanja inovativne kontinuirane tehnike granulacije sa tehnologijom selektivnog laserskog
sinterovanja kako bi se poboljSala brzina rastvaranja i fizi¢ka svojstva tesko rastvorljivih lekovitih
supstanci. Nakon procesa granulacije, dobijene granule su pomeSane sa termoplasticnim
polimerom Kollidon®-om VA 64 i silikatnim pigmentom Candurin®-om, koji deluje kao apsorber
laserskog zracenja. Zahvaljujuci ovoj sinergiji, izradene su tablete koje su sa¢uvale amorfni oblik
indometacina, Sto je potvrdeno razliitim analizama (XRPD, DSC). U ovoj studiji, ispitivanje
oslobadanja lekovite supstance in vitro izvedeno je sa izmenom medijuma razli¢ite pH-vrednosti
kako bi se simulirali fizioloski uslovi. Pored simulacije fizioloSkog okruzenja, ovaj test je
sproveden 1 zbog pH-zavisne rastvorljivosti indometacina, koji je loSe rastvorljiv u kiselom pH,
ali se bolje rastvara u alkalnom pH. Granule, fizicke smeSe aktivne i pomo¢nih supstanci, kao i
SLS 3D Stampane tablete, testirane su tokom promene pH sa 2 na 6,8. Rezultati su pokazali da su
SLS 3D stampane tablete imale najbrze oslobadanje lekovite supstance, sa potpunim oslobadanjem
tokom prvih 5 minuta pri pH-vrednostima iznad 6,8. U slucaju granula, primetan je pad
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rastvorljivosti nakon 90 minuta, $to se povezuje sa rekristalizacijom rastvorene lekovite supstance.
SLS 3D stampane tablete su pokazale 100% oslobadanje lekovite supstance u veoma kratkom
vremenskom periodu, a zatim stabilizaciju na nivou od 90% rastvorene lekovite supstance, $to
ukazuje na formiranje amorfnih ¢vrstih disperzija koje su stabilizovane tokom procesa Stampe.
Dakle, zahvaljujuéi procesu SLS 3D Stampe spreCena je rekristalizacija lekovite supstance u
rastvoru, pri ¢emu je omoguéeno poboljsanje rastvorljivosti i stabilnosti lekovite supstance.'!®

U studiji autora Hameda i saradnika, uspesno je izvrSena amorfizacija kristalne aktivne supstance
koris¢enjem tehnike SLS 3D Stampe. Cilj ove studije bio je razvoj i karakterizacija amorfnih
printleta lopinavira, kao i kvantifikacija kristalne frakcije lopinavira u tim printletama. Analize
diferencijalna skenirajuca kalorimetrija (DSC) 1 difrakcija rendgenskih zraka na prasku (PXRD)
pokazale su da je veci udeo lopinavira u printletama prisutan u amorfnom obliku. Dodatno, studija
je pokazala da na brzinu rastvaranja aktivne supstance znacajno uticu formulacija (udeo lekovite
supstance i polimera) kao i parametri procesa §tampe, posebno brzina skeniranja lasera.!'®

Amorfizacija paracetamola uspesno je izvrSena primenom SLS 3D Stampe u istrazivanju Awad i
saradnika. Cilj ovog istraZzivanja bio je da se po prvi put primeni SLS 3D Stampa za proizvodnju
miniprintleta sa modifikovanim oslobadanjem lekovite supstance. Difraktogrami uzoraka pokazali
su smanjenje stepena kristalini¢nosti paracetamola u §tampanim miniprintletama.'!?

Nedavno su Tabriz i saradnici potvrdili amorfizaciju karvedilola primenom SLS 3D Stampe. U toj
studiji, tablete su $tampane iz formulacije koja je sadrzala meSavinu karvedilola i Kollidon®-a
VA64 pomocu SnowWhite SLS Stampaca (SHAREBOT, Nibionno, Italija) opremljenog CO2
laserom snage 14 W. Karakteristi¢ni difrakcioni pikovi karvedilola u fizi¢koj smesi sa Kollidon®-
om VA64 pokazali su da je lekovita supstanca bila u kristalnom obliku pre Stampe. Medutim,
difrakogrami karvedilola iz SLS 3D Stampanih tableta pri razli¢itim intenzitetima lasera pokazali
su gubitak karakteristi¢nih pikova karvedilola, §to je ukazivalo na konverziju karvedilola u amorfni
oblik.!!”

1.3.8. Model aktivna supstanca

1.3.8.1. Karvedilol

Karvedilol je neselektivni beta-adrenergicki blokator sa dodatnom alfal-blokiraju¢om aktivnoscu.
Rec je o racemskoj smesi dva enantiomera: S (—) enantiomer poseduje beta-blokirajucu aktivnost,
dok R (—) enantiomer ima moguénost blokiranja i alfa-adrenergickih receptora. Na taj nacin
karvedilol kombinuje antagonizam 1 na beta- i na alfa-adrenergiCkim receptorima. Beta-
blokirajuca aktivnost karvedilola smanjuje sr¢anu frekvenciju, potros$nju kiseonika u miokardu i
kontraktilnost miokarda, dok alfa-blokiraju¢a aktivnost smanjuje sistemski vaskularni otpor.
Takode, karvedilol poseduje dodatna svojstva poput antioksidativnog dejstva (metabolit-910228)
1 aktivnosti antagonista kalcijumskih kanala. Karvedilol se koristi za lecenje hipertenzije 1 sréanog
zastoja ishemijskog ili kardiomiopatskog porekla. On ne poseduje intrinzi¢nu simpatomimeticku
aktivnost niti aktivnost inverznog agoniste, Sto smanjuje neZeljene efekte u poredenju sa drugim
beta-blokatorima.''®
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Slika 4: Hemijska struktura karvedilola (Preuzeto i1 prilagodeno iz: Sopyan I, Adiningsih N,
Megantara S, Marvita SS. Solubility enhancement of carvedilol by solid dispersion technique
using sodium alginate, guar gum, xanthan gum, and locust bean gum as polymers. Indones J Chem
2023; 23(2): 349-357.).1"°

Karvedilol (Slika 4) sadrzi razlicite funkcionalne grupe koje mogu biti donori i akceptori protona,
Sto se u velikoj meri odrazava i na njegove fizicko-hemijske osobine. Pre svega, karvedilol ima
minimalnu bioraspoloZivost od oko 25-30% zbog slabe rastvorljivosti u vodi (10,42 mg/L).
Takode, karvedilol podleze metabolizmu prvog prolaza, S$to doprinosi njegovoj niskoj
bioraspolozivosti. Poluvreme eliminacije karvedilola iznosi 6-8 sati. Prema Biofarmaceutskom
sistemu klasifikacije, karvedilol je klasifikovan kao BSK klasa II obzirom da ima slabu
rastvorljivost i visoku permeabilnost. '8!

Niska rastvorljivost u vodi, kao i1 niska bioraspolozivost karvedilola predstavljaju znacajnu
prepreku u razvoju farmaceutskih formulacija. Da bi dospeo u sistemsku cirkulaciju, karvedilol
mora biti prisutan u rastvorenom obliku. U cilju prevazilazenja problema slabe rastvorljivosti u
vodi, ispitivani su razli¢iti pristupi, ukljucujuéi fizicke i hemijske modifikacije lekovite supstance,
poput transformacije kristalnog oblika u amorfni, smanjenja veliine Cestica radi povecanja
efektivne povrsine, kao i poboljSanja kvasenja. Odredeni polimeri se takode koriste za povecanje
rastvorljivosti lekovitih supstanci kroz izradu ¢vrstih disperzija. Pored toga, primenjene su i druge
metode za poboljSanje rastvorljivosti karvedilola, uklju¢uju¢i mikronizaciju, izradu
nanosuspenzija, kriogene tehnike, kompleksiranje sa ciklodekstrinima, hidrotropiju, formiranje
dendrimera, formiranje ¢vrstih lipidnih nanocestica i polimernih nanocestica. Prema dostupnim
literaturnim podacima, metode poput formiranja kokristala i primene superkriti¢nih fluida do sada
su relativno retko istrazivane, ali poseduju znacajan potencijal za unapredenje rastvorljivosti
karvedilola.''” Medu inovativnim metodama koje mogu doprineti amorfizaciji lekovitih supstanci,
u literaturi se pominje i SLS tehnika 3D Stampe. Kada je rec o karvedilolu, dosadasnja istrazivanja
su malobrojna, a dostupna je samo jedna studija u kojoj je karvedilol koriS¢en kao model aktivna
supstanca u procesu SLS 3D Stampe tableta. Rezultati su pokazali da je nakon Stampe doslo do
amorfizacije karvedilola, §to nagovestava visok potencijal ove tehnike za unapredenje njegovih
fizicko-hemijskih karakteristika i bioraspolozivosti.'!’
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2. Cilj

Cilj istrazivanja ove doktorske disertacije je formulacija i izrada amorfnih sistema karvedilola
koris¢enjem kugli¢nog mlevenja, superkriticne impregnacije ugljen-dioksidom i SLS tehnologije
3D Stampe, uz njihovu detaljnu fizicko-hemijsku 1 in vitro biofarmaceutsku karakterizaciju.

Specificni ciljevi istrazivanja obuhvataju sledece faze:

1.

Prva faza: Cilj prve faze istrazivanja je ispitivanje primene ekscipijenasa male relativne
molekulske mase u amorfizaciji karvedilola metodom kuglicnog mlevenja. Potrebno je
definisati procesne parametre, a zatim proceniti njihov uticaj na krajnju formulaciju.
Druga faza: Cilj druge faze istraZivanja je ispitivanje primene metode superkriti¢ne
impregnacije karvedilola ugljen-dioksidom na mezoporozne silikatne nosace u cilju
njegove amorfizacije i poboljSanja rastvorljivosti i brzine rastvaranja. Takode, bice ispitan
uticaj odabranih nosaca na fizicko-hemijske karakteristike karvedilola nakon procesa
superkriticne impregnacije.

Treca faza: Cilj trece faze istrazivanja je ispitivanje mogucénosti primene SLS 3D Stampe
za dobijanje tableta sa amorfnim karvedilolom, kroz odabir odgovaraju¢ih procesnih
parametara 1 sastava formulacije. U ovoj fazi ¢e se izvrsiti ispitivanje uticaja procesnih
parametara SLS 3D Stampe na amorfizaciju i poboljSanje rastvorljivosti karvedilola.
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3. Eksperimentalni deo
3.1. Prva faza istrazivanja

U okviru prve faze vrSeno je ispitivanje potencijalne primene ekscipijenasa male relativne
molekulske mase u procesu amorfizacije karvedilola primenom metode kuglicnog mlevenja.
Najpre je bilo neophodno definisati kljune procesne parametre, kao $to su broj i veli¢ina kuglica,
masa praska i brzina rotiranja kuglicnog mlina, kako bi se obezbedili optimalni uslovi za
formiranje koamorfnih sistema. Nakon sprovedenog procesa mlevenja, izvrSena je fizicko-
hemijska i farmaceutsko-tehnoloska karakterizacija dobijenih praSkova u cilju procene efikasnosti
amorfizacije nastalih sistema.

3.1.1. Materijali

Za potrebe ovog istrazivanja koris¢en je karvedilol (Ph. Eur. 11.00, Hemofarm AD, VrSac, Srbija)
kao model lekovita supstanca slabe rastvorljivosti. Kao ekscipijensi male relativne molekulske
mase, koji mogu potencijalno indukovati amorfizaciju tokom kuglicnog mlevenja sa karvedilolom,
ispitivani su: L-triptofan (Carl Roth, Karlsrue, Nemacka), L-fenilalanin (Carl Roth, Karlsrue,
Nemacka), L-lizin (Acros Organics, Gel, Belgija) i saharin (Acros Organics, Gel, Belgija).

3.1.2. Metode
3.1.2.1. Priprema uzoraka za kugli¢no mlevenje

U prvom koraku pripremljeni su uzorci za kuglicno mlevenje, pri ¢emu je za svaku smesu
odmereno ukupno 2,5 g kombinacije karvedilola i odgovarajuceg ekscipijensa. Uzorci su formirani
u tri razlic¢ita molarna odnosa lekovite supstance i ekscipijensa (1:0,5; 1:1 1 1:2), u cilju ispitivanja
uticaja stehiometrijskog odnosa na proces amorfizacije. U tabeli 2 prikazani su svi ekscipijensi
kori$¢eni u okviru ovog istrazivanja, zajedno sa odgovaraju¢im molarnim odnosima primenjenim
tokom pripreme smesa.

Tabela 2: Prikaz koriS€enih ekscipijensa male relativne molekulske mase, kao 1 lekovita
supstanca-ekscipijens molarnih odnosa.

Formulacija Molarni odnos

1:0,5
Karvedilol:triptofan (CRV:TRY) 1:1
1:2

1:0,5
Karvedilol:fenilalanin (CRV:PHE) 1:1
1:2

1:0,5
Karvedilol:lizin (CRV:LYS) 1:1
1:2

Karvedilol:saharin (CRV:SAC) 1:0,5
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1:1
1:2

3.1.2.2. Proces kugli¢nog mlevenja

Mesavine karvedilola i svakog ekscipijensa u tri razli¢ita molarna odnosa bile su podvrgnute
procesu kugli¢nog mlevenja u cilju indukcije formiranja koamorfnih sistema. Priblizno 2,5 g
prethodno homogenizovane smese karvedilola 1 odgovarajuceg ekscipijensa preneto je u posudu
za mlevenje od nerdajuceg Celika zapremine 125 ml i mleveno u visokoenergetskom planetarnom
kugli¢cnom mlinu (PM 100, Retsch, Han, Nemacka). Masa pojedina¢nog uzorka iznosila je 2,5 g.
Za mlevenje je upotrebljeno 10 kuglica od nerdajuceg Celika, svaka precnika 10 mm. Odnos mase
kuglica 1 mase praska bio je 40:1, a brzina rotacije postavljena je na 400 obrtaja u minutu (engl.
revolutions per minute, rpm).

Proces kuglicnog mlevenja trajao je ukupno 4 sata. Nakon inicijalna 2 sata, napravljena je pauza
u trajanju od 30 minuta, kako bi se omogucéilo hladenje delova uredaja i smeSe praskova. Ova
pauza bila je neophodna radi spreCavanja pregrevanja uzorka, koje bi moglo izazvati nezeljenu
rekristalizaciju karvedilola tokom mlevenja. Po zavrSetku hladenja, mlevenje je nastavljeno do
zavrSetka predvidenog vremena. Nakon zavrSetka mlevenja, svi uzorci su prosejani kako bi se
obezbedila homogenost Cestica i eliminisale eventualne aglomeracije. Nakon toga usledila je
karakterizacija svih dobijenih uzoraka.

3.1.2.3. Difrakcija rendgenskih zraka na prasku (engl. Powder X-ray diffiraction, PXRD)

Difrakcija rendgenskih zraka na praSku je sprovedena kako bi se procenilo da li je proces mlevenja
doveo do amorfizacije karvedilola, ali i koriS¢enih ekscipijenasa. Difraktogrami ispitivanih
uzoraka dobijeni su koris¢enjem difraktometra Philips PW-1050 (Philips, Aindhoven, Holandija),
pri naponu od 40 kV i jac¢ini struje od 30 mA, koriste¢i Cu Ka zradenje (A = 1,5418 A). Koridéena
je Bragg-Brentano geometrija fokusiranja sa fiksnim otvorom divergentnog snopa od 1° i
prijemnim otvorom od 0.1°. Difraktogrami su snimani u opsegu od 5° do 50° 26, sa veli¢inom
koraka od 0,05° i viemenom ekspozicije od 6 sekundi po koraku.

3.1.2.4. Diferencijalna skenirajuca kalorimetrija (engl. Differential scanning calorimetry,
DSC)

DSC analiza je sprovedena pomocu DSCI1 uredaja (Mettler Toledo, Gisen, Nemacka) u
temperaturnom opsegu od 25 do 300 °C. Ta¢na masa uzorka u opregu 5—10 mg uzorka precizno
je izmereno 1 stavljeno u aluminijumske posudice sa probusenim poklopcem zapremine 40 pl,
nakon ¢ega je primenjen program zagrevanja brzinom od 10 °C/min uz protok azota od 50 ml/min.
Prazna aluminijumska posudica iste zapremine koriS¢ena je kao referentna. Dobijeni podaci
analizirani su pomocu softvera STARe v12,10 (Mettler Toledo, Gisen, Nemacka).
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3.1.2.5. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (engl. Fourier
transform infrared (FT-IR) spectroscopy, FT-IR spektroskopija)

FT-IR spektroskopija koriS¢ena je kao analiti¢ki alat za detekciju interakcija izmedu lekovite
supstance 1 koformera. Analize su sprovedene pomocu FT-IR spektrometra Nicolet iS10 (Thermo
Scientific, Voltam, Masacusets, SAD), opremljenog ATR sistemom za pojedinac¢nu refleksiju
zraka (Smart iTR, Thermo Scientific, Voltam, SAD) sa dijamantskom plo¢icom i ZnSe so¢ivom.
Vrseno je 16 skeniranja za svaki spektar u opsegu frekvencija od 4000 do 650 cm™, sa rezolucijom
od4cm™.

3.1.2.6. Odredivanje velicine ¢estica

Veli¢ina Cestica uzoraka procenjivana je pomocu opticke mikroskopije. Nakon disperzije u
ciklometikonu, uzorci su posmatrani pod mikroskopom Olympus BX53P (Olympus, Tokio,
Japan), a fotomikrografije su snimane uz pomoc¢ softvera cellSens Entry v.1.15 (Olympus, Tokio,
Japan). VeliCina Cestica je procenjena koriS¢enjem ImagelJ softvera (National Institutes of Health,
Betesda, Merilend, SAD; https://imagej.nih.gov/ij/index.html). Rezultati su izrazeni kao d10, d50
1 d90, Sto predstavlja precnik ispod kojeg se nalazi 10%, 50% odnosno 90% merenih Cestica.
Takode je izracunata i,,Span” vrednost, koja predstavlja meru Sirine distribucije veli¢ina ¢estica u
uzorku 1 koristi se da kvantifikuje koliko je raspodela cestica Siroka, odnosno koliko se Cestice
razlikuju po veli¢ini. ,,Span” vrednost je izraCunata prema sledecoj formuli:

Span = (d90 - d10) / d50
3.1.2.7. Ispitivanje brzine rastvaranja aktivne supstance

Ispitivanje brzine rastvaranja karvedilola vrSeno je iz uzoraka Ciste lekovite supstance i uzoraka
dobijenih mlevenjem sa ekscipijensima u razli€itim odnosima. Na osnovu dobijenih rezultata 1
identifikacije uzoraka sa Zeljenim povecanjem brzine rastvaranja, dodatno je sprovedeno
ispitivanje brzine rastvaranja karvedilola iz fizickih smeSa koje su imale isti kvalitativni 1
kvantitativni sastav kao i mleveni uzorci kod kojih je zabeleZen najveci stepen supersaturacije.
Ovim pristupom cilj je bio da se jasno razlikuju efekti postignuti mehani¢kom aktivacijom u
procesu mlevenja od efekata koji nastaju samo jednostavnim meSanjem komponenti.

Ispitivanje brzine rastvaranja vr$eno je u uslovima supersaturacije (tzv. non-sink uslovi), jer ovakvi
uslovi omogucavaju procenu sposobnosti sistema da postigne i odrzava stanje supersaturacije
lekovite supstance sa slabom rastvorljivos¢u. Ispitivanje je realizovano koriS¢enjem aparata sa
rotiraju¢im mini-lopaticama Erweka DT 600 (Erweka, Langen, Nemacka). Brzina rotacije mini-
lopatica iznosila je 50 obrtaja u minuti (rpm), dok je ukupno vreme trajanja testa bilo 8 sati.

Kao medijum za rastvaranje koris¢en je fosfatni pufer (pH 6,8). Ovaj medijum je odabran upravo
zbog niske rastvorljivosti karvedilola u njemu, §to omogucava stvaranje uslova za pojavu
supersaturacije. Naime, pokazano je da karvedilol ima tipi¢an pH-zavisan profil rastvorljivosti
slabe baze, sa visokom rastvorljivos¢u pri niskim pH-vrednostima (545,1-2591,4 pg/mL u opsegu
pH 1,2-5,0), dok je rastvorljivost znacajno smanjena pri visSim pH-vrednostima (5,8-51,9 pg/mL
u opsegu pH 6,5-7,8).!%° Koris¢enjem relativno male zapremine pufera (250 ml), dodatno su
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pojacani izazovni uslovi za rastvaranje, ¢ime se realnije procenjuje sposobnost dobijenih
formulacija da povecaju i odrze rastvorljivost karvedilola u nepovoljnim uslovima i pribliznije
simulira in vivo okruzenje.

Precizno izmerena masa uzoraka, koja sadrzi oko 100 mg karvedilola, pazljivo je dodata u staklenu
CaSu aparata za ispitivanje brzine rastvaranja lekovite supstance. Tokom testa, u unapred
definisanim vremenskim intervalima (5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 240, 360 i 480
minuta), uzimani su uzorci rastvora u zapremini od po 4 ml. Nakon svakog uzorkovanja, ista
kolicina svezeg pufera odmah je nadoknadena kako bi se odrzala konstantna zapremina koris¢enog
medijuma tokom celokupnog ispitivanja. Uzorci uzeti tokom ispitivanja su pre analize filtrirani
pomoc¢u membranskog filtera veliine pora 0,45 um (Milipore, Bedford, Masacusets, SAD), kako
bi se uklonile nerastvorene Cestice. Nakon filtracije, koli¢ina rastvorenog karvedilola odredivana
je pomocu HPLC metode na uredaju Dionex Ultimate 3000 (Thermo Scientific, Voltam,
Masacusets, SAD). Analize su sprovedene koris¢enjem C18 kolone dimenzija 250 x 4,6 mm 1
veliCine Cestica 5 um. Kao mobilna faza koriS¢ena je smesa 10 mM kalijum-dihidrogenfostfata
(pH=3) 1 acetonitrila u odnosu 60:40 (v/v). Brzina protoka iznosila je 1,2 mL/min, zapremina
uzorka za injektovanje bila je 20 puL, dok je detekcija vrSena na talasnoj duzini od 240 nm. Sva
merenja izvedena su u tri ponavljanja kako bi se osigurala pouzdanost rezultata. Rezultati su
izrazeni kao srednja vrednost koncentracija karvedilola sa standardnom devijacijom.

3.1.3. Rezultati i diskusija

3.1.3.1. Difrakcija rendgenskih zraka na prasku (engl. Powder X-ray diffraction, PXRD)

Molekul karvedilola poseduje hiralni centar, $to omoguéava njegovo postojanje u obliku
pojedinacnih stereoizomera ili kao racemska smesa. IstraZivanja su pokazala da karvedilol moze
biti izolovan u dve razliCite ¢vrste modifikacije, u zavisnosti od metode sinteze i kristalizacije. Ove
dve polimorfne forme, oznacene kao forma I i forma II, razlikuju se po infracrvenim spektrima
(IR), PXRD difraktogramima, kao i po tackama topljenja. Re¢ je o monotropnim formama, §to
znaci da medu njima postoji jasan odnos stabilnosti. Forma I je termodinamicki stabilnija i stoga
predstavlja pozeljniji oblik za upotrebu u farmaceutskim formulacijama, jer obezbeduje vecu
hemijsku i fizi¢ku stabilnost tokom skladistenja. Tacka topljenja forme I krece se u rasponu od
123 do 126 °C, dok forma II ima nizu tacku topljenja, izmedu 114 i 115 °C, sto dodatno potvrduje
razliku u stabilnosti. Medutim, vazno je napomenuti da karvedilol koji je komercijalno dostupan
kao sirovina na trziStu najceSc¢e sadrzi polimorfnu formu II, koja se spontano formira tokom
uobicajenih procesa sinteze, iako je metastabilna u poredenju sa formom I.121:122:123.124

Analiza rendgenske difrakcije rendgenskih zraka na prasku (PXRD) moze se koristiti za procenu
stepena amorfizacije lekovite supstance, $to moze biti jedan od mehanizama odgovornih za
poboljsanu rastvorljivost. Pikovi na 20 uglovima 6,0, 15,0, 17,6, 18,5 i 24,5°, potvrdili su da je
karvedilol kori§¢en u ovom ispitivanju bio u polimorfnoj formi II, Sto je u skladu sa prethodnim
istrazivanjima koja su pokazala da uzorci karvedilola dostupni kao sirovina na trziStu sadrze
upravo ovu formu.!'?!125126J studiji autora Manohar-a i saradnika, koja je imala za cilj ispitivanje
oslobadanja karvedilola iz ¢vrstih disperzija dobijenih od karvedilola i ekscipijensa Gelucire
50/13, dobijeni su sli¢ni rezultati.'?’
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Prema difraktogramima smeSa dobijenih kugliénim mlevenjem (Slike 5b, 5c¢c 1 5e), mlevenje
karvedilola sa triptofanom, fenilalaninom i saharinom dovelo je do znacajnog smanjenja
kristalini¢nosti karvedilola. Suprotno tome, koamorfizacija smeSe karvedilol-lizin nije bila
uspesna, jer je i nakon mlevenja vec¢ina difrakcionih pikova oba jedinjenja ostala prisutna (Slika
5d), Sto je u skladu sa prethodnim rezultatima koji su pokazali da su bazne aminokiseline
nepogodne za amorfizaciju baznih lekovitih supstanci, kao §to je karvedilol. Naime, bazne
aminokiseline pokazale su se pogodnim za formiranje amorfnih soli u slucaju kiselih
farmaceutskih supstanci, usled stabilizacije amorfne forme putem medumolekulskih interakcija
koje nastaju tokom procesa koamorfizacije.*
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Slika 5: XRPD difraktogrami: (a) sirovih materijala; i smesSa karvedilola dobijenih kugli¢nim
mlevenjem sa (b) triptofanom (TRY); (c) fenilalaninom (PHE); (d) lizinom (LYS) i () saharinom
(SAC).
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Medu smeSama koje su sadrzale triptofan (Slika 5b), jedino je smeSa CRV:TRY u molarnom
odnosu 1:2 bila u potpunosti konvertovana u amorfnu formu, s obzirom na to da su svi difrakcioni
pikovi karvedilola 1 triptofana nestali iz PXRD difraktograma. lako je kod smeSe
karvedilol:triptofan=1:0,5 primeéeno S$irenje difrakcionih pikova, S§to ukazuje na znacajno
smanjenje kristalinicnosti nakon procesa mlevenja, prisustvo rezidualnih pikova karvedilola na
18,5°, 20,5° 1 26,4° 26, kao 1 triptofana na 15,1° 26, pokazuje da je odredena koli¢ina lekovite
supstance 1 aminokiseline zadrzala kristalnu strukturu. U uzorku karvedilol:triptofan u molarnom
odnosu 1:1, uoceni su isklju¢ivo difrakcioni pikovi karakteristi¢ni za triptofan, na 26 vrednostima
od 5,15° 1 15,05°, dok difrakcioni pikovi karvedilola nisu prisutni, §to ukazuje na potpunu
amorfizaciju karvedilola u ovom sistemu.

Upotreba aminokiselina kao pomo¢nih supstanci niske relativne molekulske mase u pripremi
koamorfnih smesa, sa ciljem stabilizacije lekovite supstance, razmatrana je u brojnim studijama.
U tom kontekstu, u istrazivanju autora Kasten i saradnika, ¢iji je cilj bio da se Sest modelnih
lekovitih supstanci kombinuje sa 20 razliitih aminokiselina i podvrgne kuglicnom mlevenju u
ekvimolarnom odnosu tokom razli¢itih vremenskih intervala (1, 5, 15, 30 i 60 minuta). Jedna od
ispitivanih lekovitih supstanci bila je upravo karvedilol, koji je pomeSan sa triptofanom u
ekvimolarnom odnosu. Rezultati PXRD analize pokazali su smanjenje kristalini¢nosti karvedilola
nakon mlevenja sa triptofanom, $to je u skladu sa nalazima dobijenim u okviru ovog istrazivanja,
potvrdujudéi potencijal ove aminokiseline za formiranje i stabilizaciju koamorfnih sistema sa
karvedilolom.**

Kada je u pitanju smesa karvedilola i fenilalanina u molarnom odnosu 1:0,5, prisustvo difrakcionih
pikova karvedilola na 15,0°, 18,5°, 24,5° 1 26,4° 20, kao i pikova fenilalanina na 5,8° 1 22,8° 26,
jasno ukazuje da proces kugli¢nog mlevenja nije doveo do potpune amorfizacije sistema (slika 5c¢).
Povecanjem koli¢ine fenilalanina dolazi do znac¢ajnog smanjenja kristalini¢nosti i same lekovite
supstance, 1 aminokiseline, §to se jasno vidi kroz nestanak vecine pikova na difraktogramima
smeSa karvedilol:felinalanin u molarnim odnosima 1:1 1 1:2. Ipak, prisustvo pika fenilalanina na
5,8° 20, zajedno sa dve Siroke refleksije izmedu 19° 1 22° 20, ukazuje da ni u ovim slu¢ajevima
nije postignuta potpuna amorfizacija oba jedinjenja.

Postupkom kuglicnog mlevenja karvedilola sa saharinom u ekvimolarnom odnosu dobijen je
koamorfni proizvod. Ipak, na PXRD difraktogramima sme$a karvedilol:saharin u molarnim
odnosima 1:0,5 1 1:2 (Slika 5¢) moze se uociti prisustvo rezidualnih difrakcionih pikova. Medutim,
svi ti pikovi (na 16,2°, 20,3°, 21,5° 1 25,3° 20) poticu isklju¢ivo od saharina, $to potvrduje da je
doslo do potpune amorfizacije karvedilola. Na osnovu ovih rezultata, saharin se pokazao kao
izuzetno dobar izbor za amorfizaciju karvedilola u razli¢itim molarnim odnosima, pri ¢emu se
potpuna amorfizacija oba jedinjenja postize u njthovom ekvimolarnom odnosu.

3.1.3.2. Diferencijalna skenirajuc¢a kalorimetrija (engl. Differential Scanning Calorimetry,
DSC)

Diferencijalna skenirajuca kalorimetrija (DSC) kori$¢ena je za procenu fizickog stanja karvedilola

u dobijenim koamorfnim sistemima, odnosno za identifikaciju da li je prisutan u kristalnom ili
amorfnom obliku. Takode, ova tehnika primenjena je radi detekcije eventualnih polimorfnih
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prelaza nastalih tokom procesa formiranja koamorfnih sistema, kao i1 za identifikaciju mogucih
interakcija izmedu karvedilola i ekscipijenasa.

DSC termogram cistog karvedilola (Slika 6a) prikazuje izrazen endotermni pik topljenja na
117,7 °C, $to je u skladu sa tackom topljenja polimorfne forme II karvedilola.'?>!?8 Sa druge strane,
svi ekscipijensi koris¢eni u ovom istrazivanju pokazali su endotermne pikove topljenja na znatno
visSim temperaturama (Slika 6a). Zbog snaznih jonskih interakcija unutar kristalne resetke,
aminokiseline se tope na visokim temperaturama, pri ¢emu cesto dolazi i do njihove razgradnje.

Triptofan je pokazao pik topljenja na 292,5 °C, dok je topljenje fenilalanina bilo izrazeno kroz dva
pika na 255,5°C 1 276,8 °C. Na DSC difraktogramu lizina zabelezen je Sirok endotermni pik u
opsegu izmedu 50 °C 1 130 °C, dok je jasno definisan pik topljenja uocen na 222,5 °C. Topljenje
Cistog saharina rezultovalo je izrazenim, oStrim endotermnim pikom na 231 °C.

Pikovi topljenja karvedilola 1 koriS¢enih aminokiselina evidentni su na termogramima uzoraka
dobijenih kugli¢nim mlevenjem karvedilola sa fenilalaninom i lizinom u molarnim odnosima
1:0,5, 1:11 1:2 (Slike 6¢ 1 6d). Pomenuti pikovi uo€avaju se i u smesSama sa triptofanom u molarnim
odnosima 1:0,5 i 1:1 (Slika 6b). Ovi rezultati nedvosmisleno ukazuju da suvim mlevenjem
pomenutih smesa nije postignuta potpuna amorfizacija sistema.
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Slika 6: DSC termogrami: (a) sirovih materijala i smesa karvedilola (CRV) dobijenih kugli¢cnim

mlevenjem sa: (b) triptofanom (TRY); (c) fenilalaninom (PHE); (d) lizinom (LYS) i (e) saharinom
(SAC). Obelezene egzotermne oblasti oznacavaju procese rekristalizacije amorfne faze.
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Iako je PXRD analizom uzorka karvedilol:triptofan u molarnom odnosu 1:1 registrovano prisustvo
iskljucivo difrakcionih pikova koji poticu od triptofana, bez vidljivih refleksija karakteristi¢nih za
kristalni karvedilol, $to bi na prvi pogled moglo ukazivati na njegovu potpunu amorfizaciju,
rezultati DSC analize ukazali su na suprotan zakljuak. Naime, prisustvo izrazenog endotermnog
pika topljenja karvedilola na DSC termogramu ove smese jasno pokazuje da karvedilol nije u
potpunosti preSao u amorfnu formu. Ovaj nalaz naglasava znacaj koriS¢enja komplementarnih
analitiCkih tehnika prilikom karakterizacije ¢vrstog stanja, buduci da se oslanjanjem isklju¢ivo na
PXRD analizu moze doneti pogreSan zakljuak o stepenu amorfizacije. Nedostatak difrakcionih
pikova u PXRD difraktogramu mozZe biti rezultat niskog stepena kristalini¢nosti koji je ispod
granice detekcije metode, a ne nuzno potpune amorfizacije. DSC analiza, u ovom sluc¢aju, pruza
dodatni uvid, otkrivaju¢i termalne dogadaje karakteristicne za rezidualnu kristalnu fazu, kao Sto je
pik topljenja, Sto ukazuje da je odredeni procenat karvedilola ipak zadrzao kristalnu strukturu.
Dakle, iako je PXRD analiza signalizirala potencijalnu potpunu amorfizaciju karvedilola, DSC
analiza je otkrila prisustvo preostale kristalne komponente, ¢ime je potvrdeno je da u smesi
karvedilol:triptofan molarnog odnosa 1:1 nije postignuta potpuna amorfizacija karvedilola.

Budu¢i da interpretaciju rezultata DSC analize Cesto mozZe otezati termiCka degradacija ili druge

promene izazvane zagrevanjem uzorka, paralelno sa analizom mlevenih smeSa sprovedena je i
analiza fizickih smesSa ekvivalentnog sastava, radi poredenja.
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Slika 7: DSC termogrami fizickih smeSa (engl. physical mixture, PM) karvedilola sa: (a)
triptofanom (TRY), (b) fenilalaninom (PHE), (c) lizinom (LYS) i (d) saharinom (SAC).

Na DSC krivama uzoraka dobijenih kugli¢nim mlevenjem karvedilola sa triptofanom u molarnim
odnosima 1:0,5 1 1:1, kao 1 kod svih uzoraka sa fenilalaninom, uocen je neuobicajen endotermni
pik u temperaturnom opsegu od 50 do 65 °C, koji prethodi pikovima topljenja karvedilola i
aminokiseline. Odsustvo tog termalnog dogadaja na termogramima fizickih smeSa (Slika 7a)
potvrduje da se radi o promenama izazvanim mehani¢kom aktivacijom. Iako mlevenjem ovih
smesa nije postignuta potpuna amorfizacija, smanjena entalpija topljenja karvedilola u mlevenim
smeSama u poredenju sa fizickim smeSama ukazuje da je bar deo karvedilola presao u amorfnu
formu. Stoga se pretpostavlja da posmatrani endotermni pik moze odgovarati staklastom prelazu
(engl. glass transition), koji je pracen izrazenom entalpijom relaksacije. Nakon tog endotermnog
dogadaja obicno sledi manje ili viSe izraZen egzotermni pik, koji ukazuje na kristalizaciju amorfne
faze.

Pik topljenja karvedilola nije uoen na DSC termogramu uzorka karvedilol:triptofan u molarnom
odnosu 1:2 (Slika 6b), niti na termogramima uzoraka dobijenih mlevenjem sa saharinom (Slika
6d). Istovremeno odsustvo difrakcionih pikova i karvedilola i triptofana na PXRD difraktogramu,
zajedno sa odsustvom pika topljenja karvedilola na DSC krivama, potvrduje da je kugli¢nim
mlevenjem uspes$no postignuta potpuna amorfizacija uzorka karvedilol:triptofan molarnog odnosa
1:2.

Egzotermni pik na 102,2 °C zabelezen na DSC krivi uzorka karvedilol:triptofan molarnog odnosa
1:2 ukazuje na rekristalizaciju viska triptofana, ¢ije topljenje se manifestuje kroz endotermni pik
na 266,8 °C.
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Odsustvo pikova topljenja karvedilola i saharina na DSC termogramima mlevenih uzoraka koji
sadrze saharin moze ukazivati i na uspesno formiranje koamorfnih sistema. Jedina termicka
promena zabeleZena u tim uzorcima je endotermni pik u opsegu od 55 do 62,5 °C, koji je prisutan
u vecini mlevenih uzoraka. Pik topljenja saharina je izostao i na DSC krivama fizi¢kih smesa koje
sadrze saharin, Sto se objaSnjava njegovim rastvaranjem u istopljenom karvedilolu tokom
zagrevanja. Medutim, imaju¢i u vidu rezultate PXRD analize, potpuna amorfizacija obe
komponente potvrdena je iskljuc¢ivo za smeSu karvedilol:saharin u molarnom odnosu 1:1, dok je u
ostalim smeSama detektovano prisustvo rezidualnog kristalnog saharina.

Rezultati DSC i PXRD analiza potvrdili su da su koamorfni sistemi uspe$no formirani mlevenjem
smesa karvedilola sa triptofanom u molarnom odnosu 1:2, kao i sa saharinom u molarnom odnosu
1:1. Kod ostalih uzoraka koji sadrze saharin, doslo je do amorfizacije samo karvedilola, dok je u
uzorcima koji sadrze triptofan 1 fenilalanin mlevenje rezultiralo delimi¢nom amorfizacijom
karvedilola. U slu¢ajevima kada je karvedilol bio kombinovan sa lizinom, DSC analiza je ukazala
na zaostali kristalni karvedilol, budu¢i da je endotermni pik topljenja bio o¢uvan, $to potvrduje da
potpuna amorfizacija nije postignuta ni u ovim smesama.

3.1.3.3. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (engl. Fourier
transform infrared (FT-IR) spectroscopy, FT-IR spektroskopija)

Primenom FT-IR spektroskopije moguce je detektovati prisustvo intermolekulskih interakcija na
osnovu promena u frekvencijama apsorpcije infracrvenog zracenja koje odgovaraju vibracijama
funkcionalnih grupa prisutnih u ispitivanim molekulima. Ova pomeranja ukazuju na promene u
hemijskom okruzenju funkcionalnih grupa usled formiranja vodoni¢nih veza ili drugih tipova
molekulskih interakcija. S obzirom na to da medumolekulske interakcije izmedu jedinjenja mogu
imati znacajan uticaj na formiranje i stabilizaciju amorfne forme lekovite supstance'*, prisustvo
takvih interakcija je ispitano pomocu FT-IR spektroskopije. Dobijeni spektri sa oznacenim
regionima u kojima su uo¢ene promene u apsorpcionim trakama prikazani su na slici 8.
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Slika 8: FT-IR spektri smesa karvedilola (CRV) dobijenih kuglicnim mlevenjem sa (a)
triptofanom (TRY); (b) fenilalaninom (PHE); (¢) lizinom (LYS) i (d) saharinom (SAC).

Na FT-IR spektru Cistog karvedilola identifikovani su karakteristi¢ni apsorpcioni pikovi na 3341
cm ' (kombinovano istezanje NH 1 OH grupa), 2995 1 2923 cm™* (istezanje alifaticnih C—H veza),
1631, 1608, 1590 1 1501 cm™ (superpozicija aromati¢nog istezanja C=C i savijanja N—H veza),
1257 ecm™ (istezanje C—N veze) 1 1098 cm™! (istezanje C—O veze), Sto je u skladu sa prethodno
objavljenim rezultatima.'”’Analizom FT-IR spektra mlevenih meSavina, promene su
identifikovane u apsorpcionim trakama na3341 cm™, kao i u regijama izmedu 16501 1550 cm™ 1
ispod 1000 cm™.

U studiji Petry i saradnika istrazivana je izvodljivost in situ koamorfizacije bazne lekovite
supstance karvedilola sa kiselim koformerom asparaginskom kiselinom putem uranjanja film
tableta, sastavljenih od ove dve komponente, u rastvor 0,1 M HCL."*? Petry i saradnici su takode
izvestili o promenama u istim regijama FT-IR spektra karvedilola tokom formiranja koamorfnog
sistema sa asparaginskom kiselinom. Konkretno, u opsegu od 1550 do 1650 cm™ primeceno je
prosirenje pikova, Sto je karakteristicno za amorfizaciju kristalnih jedinjenja 1 ukazuje na uspesno
formiranje koamorfne smese.!3%!13!

Medu uzorcima sa triptofanom, najizrazenije promene su uocene kod smese karvedilol:triptofan u
molarnom odnosu 1:2, koja je ujedno bila jedina potpuno amorfna formulacija sa ovom
aminokiselinom. Pikovi karvedilola na 3341, 1631, 870 1 850 cm™* su potpuno nestali, dok je
primeceno i prosirenje pikova u oblasti izmedu 16501 1550 cm™ (Slika 8a). Ove promene ukazuju
na to da amino- grupa, aromaticni prsten 1 alifaticne C—H grupe triptofana ucestvuju u
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medumolekulskim interakcijama koje doprinose formiranju koamorfnog sistema. Kod uzoraka sa
manjim koli¢inama triptofana, promene su uocene uglavnom u regiji ispod 1000 cm™, $to se vezuje
za vibracije alifaticnih C-H veza. Na osnovu ovih rezultata, moZe se zakljuciti da su ve¢i molarni
odnosi karvedilol:triptofan od 1:1 neophodni za obezbedivanje dovoljnog stepena
medumolekulskih interakcija i formiranje stabilnog koamorfnog sistema.

Kuglicnim mlevenjem karvedilola sa fenilalaninom takode su indukovane medumolekulske
interakcije, o ¢emu svedoce znacajne promene u FT-IR spektrima svih uzoraka sa fenilalaninom
(Slika 8b). Pik karvedilola na 3341 cm™ je izostao kod formulacije karvedilol:fenilalanin molarnog
odnosa 1:0,5, dok je kod odnosa 1:1 1 1:2 uocen rascep tog pika na dva u oblasti 3394-3401 cm™!
13340-3343 cm™'. Takode je uoceno prosirenje regije izmedu 1650 1 1550 cm™, pomeranje pika
sa 1590 na 1568-1574 cm™, kao 1 nestanak pikova na 981, 958, 870 1 858 cm™. Iako nije doslo do
formiranja stabilnih koamorfnih sistema, prisustvo ovih interakcija svakako je doprinelo
delimi¢noj amorfizaciji pojedinih komponenti, posebno u uzorcima sa viSim sadrzajem
fenilalanina.

U slucajevima mlevenja karvedilola 1 lizina, nije zabeleZeno znacajno smanjenje kristalini¢nosti
nijedne komponente, iako su na FT-IR spektrima zabeleZene odredene promene (Slika 8c). Ipak,
te promene su bile manje izraZzene nego kod formulacija koje su makar delimi¢no amorfizovane.
Pik na 3341 cm™, koji se u literaturi ¢esto navodi kao pouzdan pokazatelj amorfizacije'?®, nije
promenio svoj polozaj niti oblik, §to ukazuje da u ovom slucaju nije doslo do znacajnijih
strukturnih promena koje bi ukazivale na amorfizaciju karvedilola. Uo¢eno je blago proSirenje
regije izmedu 1650 1 1550 cm™ uz pomeranje pika sa 1590 na 1581-1585 cm™ i spajanje pikova
na 759 1 747 cm™, $to sugeriSe da su medumolekulske interakcije izmedu karvedilola i lizina
ostvarene preko alifati¢nih 1 aromati¢nih C—H grupa, ali da te interakcije nisu bile dovoljne za
indukovanje amorfizacije.

Za uzorke sa saharinom zabeleZeno je znacajno proSirenje pika karvedilolaa na 3341 cm™ kod
uzorka karvedilol:saharin molarnog odnosa 1:0,5, dok je kod odnosa 1:1 i 1:2 ovaj pik potpuno
nestao, $to se moze povezati sa amorfizacijom karvedilola u ovim formulacijama (Slika 8d).
Takode su zabelezena pomeranja pikova karvedilola sa 1590 na 15821584 cm™, spajanje pikova
na9811958 cm™, 7591747 cm™, kaoi 7281718 cm™!, te nestanak pikovana 915, 8701 850 cm™.

Rezultati FT-IR analize jasno pokazuju prisustvo medumolekulskih interakcija izmedu karvedilola
i svih kori$¢enih pomo¢nih supstanci niske relativne molekulske mase. lako u svim uzorcima nije
postignuta potpuna amorfizacija lekovite supstance, evidentno je da je viSi stepen
medumolekulskih interakcija zabelezen u onim uzorcima u kojima je karvedilol bar delimi¢no
presao u amorfnu formu.

3.1.3.4. Odredivanje velicine ¢estica

S obzirom na to da redukcija veliine Cestica moze predstavljati dodatni faktor koji doprinosi
povecanju brzine rastvaranja lekovite supstance, izvrSena je procena veli¢ine Cestica analiziranih
uzoraka 1 rezultati su predstavljeni u tabeli 3. Tabela 3 prikazuje vrednosti karakteristi¢nih
pre¢nika cestica (d10, d50, d90) i parametra “Span” za cist karvedilol i njegove koamorfne
mesavine sa triptofanom, fenilalaninom, lizinom i saharinom u razli¢itim molarnim odnosima.
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Parametri su izraZeni u mikrometrima (um), a “Span” predstavlja meru ujednacenosti raspodele
veli€ine Cestica.

Tabela 3: Rezultati analize veli¢ine Cestica.

dyo (um) dso (pm) dyo (pm) Span

CRV 30,82 53,19 104,69 1,37
CRV:TRY 1:0.5 1,53 4,89 20,27 3,83
CRV:TRY 1:1 1,70 4,70 12,70 2,34
CRV:TRY 1:2 1,32 3,74 13,94 3,38
CRV:PHE 1:0.5 1,53 4,26 17,44 3,74
CRV:PHE 1:1 1,54 4,20 14,53 3,09
CRV:PHE 1:2 1,52 4,11 13,70 2,96
CRV:LYS 1:0.5 1,71 8,76 39,29 4,29
CRV:LYS 1:1 1,52 7,39 38,58 5,01
CRV:LYS 1:2 1,53 5,67 32,57 5,48
CRV:SAC 1:0.5 1,53 4,04 22,78 5,26
CRV:SAC1:1 1,53 5,02 32,99 6,26
CRV:SAC 1:2 1,60 6,48 38,58 5,70

Dobijeni rezultati pokazali su da uzorci koji sadrze lizin imaju vecu veli¢inu Cestica u poredenju
sa onima koji sadrze triptofan i fenilalanin. Na drugom mestu po veli¢ini ¢estica nalaze se uzorci
koji sadrze meSavinu karvedilola i saharina.

3.1.3.5. Ispitivanje brzine rastvaranja aktivne supstance

Smanjenje kristalini¢nosti lekovite supstance izazvano postupkom mlevenja trebalo bi da dovede
do povecanja njene prividne rastvorljivosti, s obzirom na to da tokom procesa rastvaranja nije
potrebno dodatno utroSiti energiju na razgradnju kristalne resSetke. Povecanje rastvorljivosti
lekovite supstance iznad ravnotezne rastvorljivosti njene stabilne kristalne forme dovodi do pojave
supersaturacije, a ukoliko se odrzi dovoljno dugo, moze rezultirati poboljSanom bioraspolozivoséu
lekovite supstance u poredenju sa njenim kristalnim oblikom, jer je veca koli¢ina lekovite
supstance dostupna za apsorpciju.'?

Ipak, supersaturacija istovremeno predstavlja i termodinamicku pokretacku silu za rekristalizaciju,
koja se odvija kroz nukleaciju i rast kristala, ¢ime se ponistava prednost amorfne forme u pogledu
rastvorljivosti. Brojne studije su pokazale da koformeri male relativne molekulske mase mogu da
spreCe precipitaciju lekovite supstance iz stanja supersaturacije 1 produze trajanje
supersaturacije. %13 134135.136,137.138

Kako bi se ispitalo da li se iz samlevenih smeSa moZe posti¢i i odrZati supersaturacija karvedilola,
ispitivanje brzine rastvaranja aktivne supstance vrSeno je pod ,,non-sink” uslovima, a dobijeni
profili rastvaranja prikazani su na slici 9. Nakon identifikacije uzoraka sa najpovoljnijim profilom
rastvaranja, dodatno je sprovedeno ispitivanje brzine rastvaranja karvedilola iz fizickih smesa istog
kvalitativnog 1 kvantitativnog sastava, koje nisu mehanohemijski tretirane. Ovaj pristup omogucio
je razlikovanje efekata mehanicke aktivacije usled kugliénog mlevenja od efekata jednostavnog
mesSanja komponenti, a rezultati su prikazani takode na slici 9.
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Slika 9: Profili rastvaranja u non-sink uslovima za uzorke karvedilola (CRV) sa triptofanom
(TRY), fenilalaninom (PHE), lizinom (LYS) i saharinom (SAC), pripremljene mlevenjem u
molarnim odnosima (a) 1:0,5; (b) 1:1; (c¢) 1:2, kao i (d) odabrane fizicke smeSe.
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Tabela 4: Vrednosti povrSine ispod krive (AUCo—20 min), maksimalne koncentracije karvedilola
(Cmax) postignute tokom ispitivanja brzine rastvaranja, kao i koncentracije karvedilola nakon 60
minuta (Ceo min) 1 180 minuta (Ciso min) rastvaranja za ¢istu supstancu, mlevene smese i odabrane

fizicke smese.

(‘:‘l‘gjﬁ’lﬁ;’gl) Conax (ng/ml) Coo (ng/ml) Ciso (ng/ml)

CRV 95312;53 6* 35,89+ 6,71 6,33+ 1,69 17,55 + 4,45
CRV:TRY 1:0.5 1%27‘22? 2672+ 2,47 10,50 + 3,13 2233+ 5.80
CRV:PHE 1:0.5 13233,’2019 * 41,82+ 1,96 10,96 £ 1,18 28,98 + 3,06°
CRV:LYS 1:0.5 10 28,06 + 0,24 22,96 + 0,88* 27.64 + 0,46
CRV:SAC 1:0.5 8;;%?;; 2271 8,59 1131678 17,68 + 9,48
CRV:TRY 1:1 1580673‘1’7‘12 * 39.44 + 1,29 16,87 + 3,85 33,91 43,57
CRV:PHE 1:1 17573233,64123 * 46,84+ 0,79 21,99 1,27 38,01 £1,75°
CRV:LYS 1:1 2?;;?:‘2“2’3* 67,56 + 4,46° 56,08 + 1,18° 67,56 = 4,46"
CRV:SAC 1:1 1;;(1)‘7‘22? 3473+ 15,92 13.92 % 4,63 23,18+ 8.76
CRV:TRY 1:2 136237 ég * 37,84 + 0,89 16,27 % 0,78" 25,80 + 3,09
CRV:PHE 1:2 1211)1892219; 30,99 + 0,95 14,85 + 2,74 2641 + 4,63
CRV:LYS 1:2 23454812’35302 + 62,70 = 0,60° 62,70 £ 0,60° 51,34+ 1,24°
CRV:SAC 1:2 1?225:3;* 3243+ 3,62 12,41 £2,10° 22.90 % 5,08
CRV:LYS 1:1 PM 123?152:265 + 31,99+ 1,54 19,59 £1,53° 28,59 £ 1,14°
CRV:LYS 1:2 PM 16295657’;9; + 38,83+ 1,15 34,63 + 1,22° 36,08 + 3,23

Statisticki znacajne razlike (p<0,05) u analiziranim parametrima izmedu mlevenih
uzoraka i ¢istog karvedilola.

Koncentracija karvedilola iz uzorka koji je sadrzao Cistu lekovitu supstancu rasla je gotovo
linearno tokom ¢itavog ispitivanja, dostizu¢i vrednost od 35,89 + 6,70 pg/ml nakon 8 sati, Sto je
nesto viSe od njegove rastvorljivosti odredene u fosfatnom puferu pH 6,8 u preliminarnim
eksperimentima (25,53 + 9,58 pg/ml).

Znacajno vece vrednosti povrSine ispod krive (AUCo—20 min) u odnosu na Cist karvedilol (p <
0,05) zabelezene su samo za formulacije dobijene mlevenjem karvedilola sa triptofanom i
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fenilalaninom u molarnom odnosu 1:1, kao i sa lizinom u odnosima 1:1 1 1:2, ali 1 za fizicku smeSu
karvedilola i lizina u odnosu 1:2 (Tabela 4).

Iz profila brzine rastvaranja je jasno da su koncentracije rastvorenog karvedilola iz ove tri
formulacije na svim vremenskim tackama bile viSe u poredenju sa Cistim karvedilolom. Uprkos
¢injenici da su prethodno uradene fizicko-hemijske analize ukazivale na to da je lizin najmanje
pogodan za amorfizaciju karvedilola, oCigledno je da je najveci stepen supersaturacije postignut
upravo iz uzoraka mlevenih sa lizinom u odnosima 1:11 1:2.

lako se povrsina ispod krive (AUC) cesto koristi kao globalni pokazatelj ukupnog stepena
supersaturacije 1 prethodna istrazivanja su pokazala da ovaj parametar moZze biti u korelaciji sa
oralnom bioraspolozivoséu'®, vazno je dodatno razmotriti i pojedinaéne koncentracije lekovite
supstance koje se postizu tokom razli¢itih faza testiranja brzine rastvaranja. Ovakav pristup
omogucava detaljniju procenu efikasnosti formulacija u realnim uslovima rastvaranja.

Na osnovu podataka prikazanih u tabeli 4, jasno se moZe uociti da su znacajno vece (p < 0,05)
koncentracije rastvorene lekovite supstance nakon 60 minuta testiranja, u odnosu na d{istu
supstancu, postignute kod svih ispitivanih formulacija izuzev onih koje su pripremljene sa
saharinom u molarnim odnosima 1:0,5 1 1:1, kao 1 sa triptofanom u odnosu 1:0,5. Drugim rec¢ima,
ve¢ina mlevenih smeSa pokazala je bolju sposobnost da postigne 1 odrzi poviSene koncentracije
lekovite supstance u rastvoru tokom rane faze testiranja, Sto dodatno potvrduje potencijal ovih
formulacija da doprinesu povecanju bioraspoloZivosti u poredenju ¢istom lekovitom supstancom.
Ipak, postignute koncentracije karvedilola iz mlevenih formulacija bile su 1 do 3,6 puta vise u
odnosu na ¢ist karvedilol, osim kod formulacija sa lizinom u molarnim odnosima 1:1 1 1:2, koje
su dovele do priblizno 9 1 10 puta vece koncentracije karvedilola.

Porast koncentracije karvedilola iz formulacije karvedilol:lizin molarnog odnosa 1:2 bio je brzi i
najvisa koncentracija je postignuta u znatno kratem vremenskom intervalu (60 minuta za uzorak
karvedilol:lizin molarnog odnosa 1:2 naspram 180 minuta za uzorak karvedilol:lizin molarnog
odnosa 1:1). Medutim, jasno je da je postignuta koncentracija odrzana samo u slucaju formulacije
karvedilol:lizin molarnog odnosa 1:1, dok je kod formulacije karvedilol:lizin molarnog odnosa 1:2
nakon 60 minuta uoc¢en pad koncentracije.

Logi¢no je ocekivati da bi formulacije koje sadrze amorfni karvedilol trebalo da pruze najvisi
stepen supersaturacije. lako je formulacija karvedilol:triptofan molarnog odnosa 1:2 donekle
poboljsala rastvaranje karvedilola, postignute koncentracije tokom veceg dela ispitivanja bile su
viSestruko nize u poredenju sa uzorcima karvedilol:lizin molarnog odnosa 1:1 i karvedilol:lizin
molarnog odnosa 1:2. Sa druge strane, maksimalna koncentracija (Cmax) tokom ispitivanja bila je

.....

Kada je re¢ o mlevenim uzorcima koji sadrZe saharin, iako je inicijalno doslo do blagog povecanja
koncentracije rastvorenog karvedilola u toku prva 2 sata ispitivanja, u preostalom delu ispitivanja
koncentracije karvedilola iz ovih formulacija bile su sli¢ne kao kod uzorka koji je sadrzao ¢istu
lekovitu supstancu. Kod formulacija koje sadrze saharin uofeno je formiranje grudvica pri
kontaktu sa medijumom za rastvaranje Sto svakako predstavlja jedan od glavnih uzroka slabe
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rastvorljivosti karvedilola iz ovih formulacija i velike varijabilnosti koncentracija karvedilola
izmedu ponovljenih uzoraka.

S obzirom na to da je najvisi stepen supersaturacije postignut iz dve formulacije u kojima
karvedilol nije bio u potpunosti amorfizovan, postavila se hipoteza da bi poboljsana rastvorljivost
mogla proistec¢i iz samog dodavanja ekscipijenasa, bez potrebe za primenom mehanicke obrade.
Kako bi se ispitao uticaj samog mesSanja komponenata, dodatno je sprovedeno ispitivanje brzine
rastvaranja fizickih smesa istog molarnog sastava kao i kod prethodno analiziranih mlevenih
uzoraka. Rezultati su pokazali da su fizicke smeSe, iako nisu bile podvrgnute kuglicnom mlevenju,
omogucile postizanje visih koncentracija rastvorenog karvedilola u poredenju sa uzorkom koji je
sadrzao samo ¢istu aktivnu supstancu (Slika 9d). Medutim, svi evaluirani parametri (AUCo—20
min, Cpax, Ceo min, Ciso min) koji kvantifikuju profil rastvaranja bili su statisti¢ki znacajno visi (p
< 0,05) kod odgovarajuc¢ih formulacija dobijenih mlevenjem. Ovi nalazi jasno ukazuju na to da
samo prisustvo kori§¢enih ekscipijenasa nije dovoljno za postizanje optimalnog poboljSanja
rastvorljivosti 1 brzine rastvaranja aktivne supstance, te da proces mehanicke aktivacije usled
kugli¢nog mlevenja ima klju¢nu ulogu u modifikaciji fizicko-hemijskih osobina sistema. U tom
kontekstu, rezultati u potpunosti opravdavaju primenu kuglicnog mlevenja prilikom pripreme
koamorfnih sistema karvedilola sa lizinom, budué¢i da ono omogucava superiorne performanse u
pogledu rastvaranja aktivne supstance.

Iako su brojna istraZivanja ispitivala potencijal razlicitih aminokiselina za indukciju amorfizacije
karvedilola, stvarna korist u pogledu poboljSanja rastvorljivosti i brzine rastvaranja aktivne
supstance iz pripremljenih sistema analizirana je samo u studiji Liu 1 saradnika koja je obuhvatila
binarne koamorfne sisteme karvedilola i1 asparaginske kiseline, kao 1 tercijarni sistem koji dodatno
sadrzi hidroksipropilmetilcelulozu. U toj studiji postignut je sli¢an stepen supersaturacije, s tim $to
su maksimalne koncentracije rastvorenog karvedilola dostignute znatno brze, §to je oCekivano za
sisteme pripremljene suSenjem rasprSivanjem (engl. spray-drying), zahvaljuju¢i njihovoj visokoj
specifi¢noj povrsini.*’

Na osnovu rezultata ispitivanja brzine rastvaranja lekovite supstance moze se zakljuciti da je
optimalna formulacija za pobolj$anje rastvorljivosti i brzine rastvaranja karvedilola ona koja sadrzi
ekvimolarne koli¢ine karvedilola 1 lizina, iako amorfizacija lekovite supstance nije u potpunosti
postignuta mlevenjem ove smesSe. Uprkos tome Sto sadrzi kristalni karvedilol, formulacija
karvedilol:lizin molarnog odnosa 1:1 omogucila je supersaturaciju karvedilola, $to se ogleda u
priblizno tri puta viSim vrednostima povrSine ispod krive (AUCo-720min) u odnosu na cistu
supstancu.

Generalno se smatra da je smanjenje veli¢ine Cestica efikasan pristup za poboljSanje brzine
rastvaranja aktivne supstance, jer veca povrsina omogucava brzi kontakt sa rastvara¢em. Medutim,
u ovom sluc¢aju, dobijeni rezultati daju drugaciji zakljucak. Naime, uzorci koji sadrze lizin imaju
vecu velic¢inu Cestica u poredenju sa uzorcima koji sadrze triptofan i fenilalanin, a pokazuju bolju
brzinu rastvaranja aktivne supstance. Stoga, smanjenje veliCine Cestica ne moze biti razlog za
zapazeno povecanje koncentracije rastvorenog karvedilola u formulacijama karvedilol:lizin
molarnih odnosa 1:1 i 1:2. ObjaSnjenje za ovu pojavu lezi u specificnim svojstvima kristalne
strukture karvedilola. U prethnodnom istrazivanju, zasnovanom na molekularnoj i
kvantnomehanickoj analizi, identifikovana je ravan refleksije duz koje dolazi do loma kristala
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tokom mlevenja.!*® Ovaj lom poveéava povrsinu hidrofobne ravni, koja ima ograni¢enu
sposobnost kvaSenja zbog prisustva metil grupa i atoma vodonika. Zbog toga, iako uzorci sa
triptofanom 1 fenilalaninom poseduju manje Cestice, oni nisu uspeli da poboljSaju rastvorljivost 1
brzinu rastvaranja karvedilola kao formulacije sa lizinom. Sa druge strane, niska brzina rastvaranja
formulacija koje sadrze saharin moze biti posledica aglomeracije i stvaranja grudvica pri kontaktu
sa rastvaracem, Sto dodatno otezava proces rastvaranja.
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3.2. Druga faza istraZivanja

U drugoj fazi istrazivanja primenjen je proces impregnacije karvedilola superkriticnim ugljen-
dioksidom (scCO2) na silikatne nosace pri uslovima poviSenog pritiska i temperature. Ispitivanju
su podvrgnuti Cist karvedilol i smeSe karvedilola sa razliitim silikatnim nosa¢ima sa ili bez
hidrofilnog polimera, pripremljene sa ciljem povecanja brzine rastvaranja karvedilola.

3.2.1. Materijali

Karvedilol (Ph. Eur. 11.0, Hemofarm AD, VrSac, Srbija) je koriS¢en kao model lekovite supstance
sa slabom rastvorljivos¢u u vodi.

Od ekscipijenasa inicijalno su kori$éeni sledeéi nosaci: Sylysia® 350, Sylysia® 450 i Sylysia® 740
(Fuji Silysia Chemical Ltd., Kasugai, Japan), koji hemijski predstavljaju porozni amorfni
silicijum-dioksid sa razli¢itim veli¢inama pora i specificnom povrSinom. Numericke oznake
Sylysia® nosacéa (350, 450, 740) odnose se na specifi¢nu povrsinu izrazenu u m%g i veli¢inu
Cestica, pri ¢emu veéi broj ukazuje na veéu povrSinu i manju granulaciju, $to doprinosi veéem
adsorptivnom kapacitetu nosaca.

Od polimera, kori¥éeni su polivinil alkohol Parteck® MXP (PVA; Merck, Darmstat, Nemacka),
polivinilpirolidon K25 (Povidon K25; BASF SE, Ludvigshafen, Nemacka), Kollidon® VA64
(kopolimer vinilpirolidona i vinil-acetata; BASF SE, Ludvigshafen, Nemacka) i Soluplus®
(polivinil kaprolaktam—polivinil acetat—polietilen glikol graft kopolimer; BASF SE, Ludvigshafen,
Nemacka).

Kao natkritiéni fluid koris¢en je komercijalni CO2 (Cistoca 99%, Messer-Tehnogas, Beograd,
Srbija).

3.2.2. Metode
3.2.2.1. Priprema ¢vrstih disperzija metodom superkriticne impregnacije ugljen-dioksidom

Proces impregnacije sproveden je u postrojenju za rad pod visokim pritiscima (engl. High Pressure
Extraction Adsorption, HPEA; Eurotechnica GmbH, Bargteheide, Nemacka), zapremine 280 ml,
sa maksimalnim radnim pritiskom od 50 MPa i temperaturom do 100 °C. Zagrejavanje je
omoguceno elektricnom grejnom oblogom, a regulator pritiska BPR odrzava pritisak sistema
konstantnim sa oscilacijama +0,5 MPa.

Eksperimentalan rad obuhvatio je ispitivanje binarnih formulacija pripremljenih superkriticnom
impregnacijom karvedilola na tri razli¢ita nosa¢a iz grupe Sylysia®: Sylysia® 350, Sylysia® 450 i
Sylysia® 740, u masenom odnosu 1:2 (karvedilol:nosa¢). Pored toga, ispitivane su i ternarne
formulacije koje pored karvedilola i Sylysia® 350 sadrZe i jedan od &etiri polimera: PVA,
Kollidon® VA64, polivinilpirolidon K25 i Soluplus®. Ovi polimeri su dodavani u formulacije u
dva razli¢ita masena odnosa (1:2:0,2 1 1:2:1), kako bi se detaljno ispitao uticaj na fizicko stanje
lekovite supstance i njenu brzinu rastvaranja. Detaljan prikaz sastava svih formulacija ¢vrstih
disperzija pripremljenih u ovoj fazi istrazivanja prikazan je u tabeli 5.
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Tabela 5: Sastav formulacija pripremljenih superkriticnom impregnacijom karvedilola na
ispitivane nosace, sa i bez dodatka polimera.

Kvalitativni sastav formulacije Masenl odnos . Oznaka formulacije
sastojaka formulacije
Karvedilol : Sylysia® 350 1:2 CRV :SYL350=1:2
Karvedilol : Sylysia® 450 1:2 CRV :SYL450=1:2
Karvedilol : Sylysia® 740 1:2 CRV : SYL740 =1:2
Karvedilol : Sylysia® 350 : PVA 1:22:0.2 CRV:SYL3S0 - PVA=
Karvedilol : Sylysia® 350 : PVA 1:2:1 CRV :SYL350: PVA=1:2:1
Karvedilol : Sylysia® 350 : Kollidon®™ 1202 CRV : SYL350 : Kollidon®
VA 64 Fine T VA 64=1:2:0,2
Karvedilol : Sylysia® 350 : Kollidon® 1:2:1 CRV : SYL350 : Kollidon®
VA 64 Fine o VA 64 =1:2:1
Karvedilol : Sylysia® 350 : PVP K25 1:2:0,2 CRV: SYLﬁ;f)O‘zPVP K25=
Karvedilol : Sylysia® 350 : PVP K25 1:2:1 CRV: SYL31_5§ 1 PVP K25 =
. . ® _
Karvedilol : Sylysia® 350 : Soluplus® 1:2:0,2 CRV: SYLﬁ ;OO 2Solup us
: . T
Karvedilol : Sylysia® 350 : Soluplus® 1:2:1 CRV: SYL?’SS.'ISOMP lus

Uzorci su pripremljeni homogenim mesSanjem u tarioniku sa pistilom precizno odmerenih koli¢ina
karvedilola i nosaca, odnosno karvedilola, nosaca i polimera, mase 2,5 g, i prebaceni u staklenu
posudu koja je smeStena u ekstraktor HPEA postrojenja, a preko staklene posude je bila postavljena
celi¢na mrezica.

Nakon zatvaranja suda, sistem je najpre doveden na ciljnu temperaturu (100 °C), a zatim je CO2
uveden pomoc¢u pumpe za te¢nosti pod visokim pritiskom (Milton Roy, Pont-Saint-Pierre,
Francuska) 1 pritisak doveden na 30 MPa. Sistem je odrzavan na radnim uslovima (100 °C, 30
MPa) u definisanom vremenskom intervalu (2h). Nakon dvocasovne impregnacije, otvaranjem
ventila sprovedena je kontrolisana dekompresija pri brzini od 2 MPa/min. Svakom pripremljenom
uzorku, najpre prosejanom kroz sito 180um, masa je precizno odmerena nakon ¢ega su ¢uvani u
eksikatoru zaSticeni od vlage do narednih analiza.

3.2.2.2. Difrakcija rendgenskih zraka (engl. Powder X-ray diffraction, PXRD)

Analiza difrakcije rendgenskih zraka primenjena je radi procene stepena kristalinicnosti
karvedilola u formulacijama ¢vrstih disperzija. Zbog toga je ispitivanje vrSeno za Cist netretirani
karvedilol, karvedilol tretiran scCO2 i sve pripremljene uzorke dobijene superkriticnom
impregnacijom karvedilola sa odgovaraju¢im ekscipijensima. Ispitivanje je sprovedeno na
difraktometru Philips PW-1050 (Philips, Amsterdam, Holandija), u opsegu 26 uglova 5-45°, uz
kori$éenje CuKa izvora zracenja (A= 1,5418 A). Veli¢ina koraka bila je 0,02°, a vreme zadrzavanja
po koraku 1 s.
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3.2.2.3. Diferencijalna skenirajuéa kalorimetrija (engl. Differential scanning calorimetry,
DSC)

DSC analiza je sprovedena na uredaju Mettler Toledo DSC1 (Analytical, Greifensee, Svajcarska)
kako bi se ispitalo fizicko stanje karvedilola i koriS¢enih ekscipijenasa. Uzorci mase 5—10 mg su
analizirani u perforiranim aluminijumskim posudicama (40 pl) u temperaturnom opsegu 25—
300 °C, brzinom zagrevanja 10 °C/min u atmosferi azota pri protoku od 50 ml/min. Prazna
aluminijumska posuda od 40 pl je koriS¢ena kao referentna. Rezultati su obradeni koriS¢enjem
softverskog paketa STAR® v12.10 (Mettler Toledo, Gisen, Nemacka).

3.2.2.4. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (engl. Fourier
transform infrared (FTIR) spectroscopy, FT-IR spektroskopija)

Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom koriS¢ena je za identifikaciju mogucih
intermolekulskih interakcija izmedu karvedilola, silikatnih nosaca i polimera u ¢vrstom stanju. FT-
IR spektri su zabeleZzeni pomocu spektrofotometra Nicolet iS10 (Thermo Fisher Scientific,
Voltam, Masacusets, SAD). Merenja su sprovedena primenom ATR (engl. attenuated total
reflectance) dodatka (Smart iTR, Thermo Fisher Scientific, Voltam, Masacusets, SAD), u
spektralnom opsegu od 600 cm™ do 4000 cm™, sa rezolucijom od 2 cm™, pri ¢emu je vrSeno 16
snimanja za svaki spektar.

3.2.2.5. Ispitivanje brzine rastvaranja aktivne supstance

Brzina rastvaranja karvedilola tretiranog scCOz2, kao 1 impregniranih formulacija karvedilola sa
ekscipijensima ispitana je koriS¢enjem USP 2 aparature sa mini lopaticama (Erweka DT 600,
Hausenstamm, Nemacka). Testovi su sprovedeni uz non-sink uslove u 250 mL fosfatnog pufera
(pH 6,8) pri 50 rpm, kako bi se postigla supersaturacija lekovite supstance. Uzorkovanje (po 4 mL
medijuma) je vrSeno nakon 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 240, 360 1 480 minuta od pocetka
ispitivanja, a uzorci su filtrirani kroz membranski filter 0,45 um (Millipore, Bedford, Masacusets,
SAD). Uzorkovana zapremina je nadoknadivana jednakom koli¢inom svezeg medijuma kako bi
se ocuvala konstantna ukupna zapremina.

Odredivanje koncentracije karvedilola u prikupljenim uzorcima sprovedeno je HPLC metodom na
uredaju Dionex Ultimate 3000 (Thermo Scientific, Voltam, Masacusets, SAD) pod slede¢im
uslovima: C18 kolona (250 x 4,6 mm, 5 pm), mobilna faza sastavljena od 10 mM KH2POa (pH 3)
1 acetonitrila u zapreminskom odnosu 60:40 (v/v), protok 1,2 ml/min, talasna duzina 240 nm,
zapremina ubrizgavanja 20 pl i talasna duzina na kojoj je izvrSena detekcija i kvantifikacija
karvedilola 240 nm. Ispitivanje je sprovedeno u triplikatu, a rezultati prikazani kao srednja
vrednost koncentracija karvedilola + standardna devijacija (SD).
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3.2.3. Rezultati i diskusija
3.2.3.1. Difrakcija rendgenskih zraka na prasku (engl. Powder X-ray diffiraction, PXRD)

Za karakterizaciju i identifikaciju fizickog stanja (kristalne ili amorfne forme) karvedilola u ¢istom
obliku, nakon tretmana scCO:, kao 1 u obliku ¢vrstih disperzija dobijenih superkriticnom
impregnacijom, primenjena je analiza difrakcije rendgenskih zraka na prasku. Ova tehnika
omogucava uvid u strukturne promene supstance koje nastaju usled razlicitih postupaka obrade,
kao $to su gubitak kristalne strukture i1 prelazak u amorfno stanje, $to moze imati znacajan uticaj

na rastvorljivost 1 bioraspolozivost lekovite supstance. Difraktogrami dobijeni PXRD analizom
prikazani su na slici 10.
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Slika 10: PXRD analiza cistog karvedilola, karvedilola tretiranog superkritiénim ugljen-
dioksidom (scCO2) i pripremljenih ¢vrstih disperzija.

Difraktogrami Cistog karvedilola (slika 10a) prikazuju izraZene 1 oStre pikove u opsegu 26 od 5°
do 30°, pri cemu su refleksije najveceg intenziteta zabelezene na 5,88°, 14,92°, 17,58°, 18,48° 1
24,37°, §to jasno ukazuje na njegovu kristalnu prirodu. Uoceni pikovi odgovaraju polimorfnom
obliku II karvedilola.'””! Dobijeni rezultati u skladu su sa rezultatima drugih istrazivackih
grupa.’®’1121 Qg druge strane, izostanak jasno izraZzenih difrakcionih pikova na difraktogramu
karvedilola tretiranog superkriticnim ugljen-dioksidom (scCO:) potvrduje da je doSlo do
amorfizacije. S obzirom na to da se vecina najintenzivnijih refleksionih pikova kristalnog
karvedilola nalazi u opsegu izmedu 15 1 25° 26, prisustvo Sirokog "pika" u ovom podrucju ukazuje
na formiranje amorfne faze.'”® Ova zapazanja jasno ukazuju na gubitak kristalne strukture
karvedilola nakon tretmana superkriticnim ugljen-dioksidom. Dodatno, nestanak oStrih
difrakcionih pikova nakon tretmana ovim postupkom zabeleZen je i u drugim istrazivanjima, $to
dodatno potvrduje zakljucak da izlaganje lekovite supstance scCO2 dovodi do njenog prelaska iz
kristalne u amorfnu formu.”%71-140

Difraktogrami tri tipa silikatnih nosaca, kao i dodatih polimera PVA, PVP K25, Kollidon® VA64
i Soluplus®, takode ukazuju na njihovu amorfnu prirodu (slika 10b). Potpuno odsustvo
difrakcionih pikova karvedilola zabelezeno je kod svih formulacija dobijenih superkriti¢nom
impregnacijom, §to pokazuje prelazak iz kristalnog u amorfno stanje.

U istrazivanju Duri§ 1 saradnika, takode je koriS¢ena metoda impregnacije pomocu scCO: za
formulisanje ¢vrstih disperzija karvedilola sa odabranim farmaceutskim polimerima (Kollidon®
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30, hidroksipropil metilceluloza, Soluplus® i Eudragit® E100). Radi praéenja promene kristalnog
stanja karvedilola, uradena je analiza PXRD difraktograma ¢iste supstance, termicki tretiranog
karvedilola (na 100 °C tokom 2 h), kao i uzoraka tretiranih pomoc¢u scCO: (na 100 °C i 30 MPa
tokom 2 h). PXRD analiza je pokazala da ¢ist karvedilol ispoljava izrazene difrakcione refleksije
na 26 vrednostima od 5,88°, 17,58° i 18,48°, §to nedvosmisleno potvrduje njegovu kristalnu
strukturu. Suprotno tome, uzorak karvedilola tretiran scCO- pokazao je potpun izostanak izrazenih
pikova na PXRD difraktogramima, $to jasno ukazuje na prelazak lekovite supstance u amorfnu
formu. S obzirom na to da su najintenzivniji refleksioni pikovi kristalnog karvedilola locirani u
opsegu 260 izmedu 15° 1 25°, prisustvo Sirokog amorfnog signala u tom regionu potvrduje gubitak
kristalini¢nosti nakon tretmana scCO..”° Rezultati dobijeni u istrazivanju Puri$ i saradnika u
potpunosti su potvrdeni 1 u okviru ovog istraZivanja, gde je takode uocen potpuni nestanak
karakteristi¢nih difrakcionih pikova karvedilola nakon tretmana i pripremljenih formulacija
scCO2, ¢ime je dokazano da karvedilol gubi svoju kristalnu strukturu nakon izlaganja
superkriticnom ugljen-dioksidu. Vazno je ista¢i da je u okviru ovog istrazivanja koriS¢en
Soluplus®, isti farmaceutski polimer koji je primenjen i u studiji Puri§ i saradnika. Ova
podudarnost doprinosi doslednosti 1 uporedivosti rezultata, naro¢ito u pogledu efikasnosti
Soluplus®-a kao nosaca za stabilizaciju amorfne forme karvedilola. Medutim, klju¢na razlika
ogleda se u dodatku Sylysia® 350 u eksperimentalnim formulacijama ovog istraZivanja. Sylysia®
350, kao porozni amorfni nosa¢ sa velikom specifiénom povrSinom, omogucava dodatnu fizicku
adsorpciju 1 stabilizaciju amorfne forme intermolekulskim interakcijama 1 prostornim
ograni¢enjima unutar pora nosaca. Stoga, iako su u oba istrazivanja koriS¢eni sli¢ni polimeri,
prisustvo silikatnog nosaca u ovom istrazivanju predstavlja dodatnu prednost koja moze doprineti
unapredenju performansi formulacije.

U istrazivanju Milovanovi¢ i1 saradnika ispitivana je upotreba scCO: za obradu farmaceutskih
polimera (Soluplus®, Eudragit® E100 i hidroksipropil metilceluloza acetat sukcinat), kako
samostalno, tako 1 u kombinaciji sa karvedilolom. Difraktogrami ¢vrstih disperzija karvedilola
uporedeni su sa fizickim smeSama lekovite supstance i polimera. Dok je karvedilol u fizickim
smeSama zadrZao svoj inicijalni polimorfni oblik II, tokom obrade scCO: doslo je do potpune
transformacije lekovite supstance u amorfni oblik. Naime, na difraktogramima cvrstih disperzija
izostaju oStri pikovi karakteristi¢ni za kristalni karvedilol, §to jasno ukazuje da je lekovita
supstanca presla u amorfni oblik.”! Sli¢ni rezultati postignuti su i u okviru ovog istrazivanja, gde
je takode potvrdena potpuna amorfizacija karvedilola u svim uzorcima. Nastanak amorfne forme
karvedilola u ovom istrazivanju posebno je naglasen kroz klju¢nu novinu u odnosu na prethodne
publikacije, odnosno kroz uvodenje Sylysia® 350 u sastav formulacije.

Rezultati dobijeni u okviru ovog istrazivanja mogu se uporediti sa studijom PlaninSek i saradnika,
u kojoj je takode sprovedena impregnacija porozne silike (Sylysia® 350) karvedilolom radi
poboljSanja njegove rastvorljivosti 1 brzine rastvaranja. U pomenutoj studiji koriS¢ene su dve
razli¢ite metode impregnacije — isparavanje rastvaraa u vakuum evaporatoru i adsorpcija iz
acetonskog rastvora. U oba sluc¢aja, prethodno pripremljen rastvor karvedilola u acetonu dodavan
je na nosa¢ kako bi se lekovita supstanca adsorbovala u pore nosaca, nakon ¢ega je usledilo
uklanjanje rastvaraca. Uparavanje rastvaraca vrSeno je na sobnoj temperaturi, ¢ime je postignuto
formiranje amorfne faze karvedilola unutar porozne strukture nosaca.'*® Autori su zakljucili da na
formiranje amorfnog stanja lekovite supstance utice kombinacija vise faktora, ukljucuju¢i veli¢inu
pora nosaca, brzinu uklanjanja rastvaraca, kao i moguce povrsinske interakcije sa silanolnim
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grupama prisutnim na povrsini nosaca.'**!*! Nasuprot tome, dodatni eksperimenti su pokazali
potpunu kristalizaciju Cistog karvedilola nakon rotacione evaporacije iz acetonskog rastvora bez
prisustva adsorpcionog nosaca Sylysia® 350.!4° Znacajna prednost ovog istrazivanja je to $to se
superkriti¢na impregnacija sprovodi bez primene organskih rastvaraca, ¢ime se postupak ¢ini

saradnika.

U poredenju sa istrazivanjem Planinsek i saradnika, iako nije primenjena ista tehnika, u okviru
ovog istrazivanja uspesno je postignuta amorfizacija karvedilola koris¢enjem silikatnih nosaca. Na
osnovu dobijenih rezultata, moze se zakljuciti da je izbor tehnike impregnacije i sam tip nosaca
presudan za kontrolu kristalnog stanja karvedilola, ¢ime se otvara prostor za dalji razvoj
optimizovanih formulacija sa pobolj$anom bioraspolozivosc¢u.

3.2.3.2. Diferencijalna skenirajuca kalorimetrija (engl. Differential scanning calorimetry,
DSC)

Jedan od primarnih ciljeva formulacije Ccvrstih disperzija jeste postizanje amorfizacije i
stabilizacija amorfnog stanja lekovite supstance, $to znacajno poboljSava njenu rastvorljivost 1
brzinu rastvaranja. Od suStinskog je znacaja potvrditi da li je amorfizacija efikasno ostvarena u
takvim formulacijama. Pored difrakcije rendgenskih zraka, najceS¢e koriS¢ena metoda za
karakterizaciju Cvrstog stanja lekovite supstance unutar mezoporoznog nosaca jeste DSC.
Izostanak pika topljenja, uz prisustvo staklastog prelaza (engl. glass transition), ukazuje na to da
je doslo do amorfizacije. Neke studije sugeriSu da, ukoliko se lekovita supstanca u potpunosti
adsorbuje na povrsinu poroznog silikagela, egzo- ili endoefekti mozda nece biti uoceni. Medutim,
detekcija staklastog prelaza ili temperature topljenja moze ukazivati na to da koli¢ina lekovite
supstance premasuje dostupna silanolna vezivna mesta, sugeriSuci prisustvo dela lekovite
supstance u amorfnom ili kristalnom stanju, verovatno izvan pora. Ukoliko do kristalizacije dode
unutar pora, DSC analiza moZe prikazati snizenu tac¢ku topljenja zbog smanjenja velicine kristala
do nanometarskih dimenzija. DSC analiza je posebno korisna u odnosu na PXRD za detekciju
kristalini¢nosti u nanokristalnim sistemima. Dakle, mali kristali mogu izgledati kao da su amorfni
u PXRD analizi jer ne daju ostre pikove, dok se na DSC termogramima moze uociti prisustvo pika
topljenja manje otrine, $to ukazuje da ipak postoji kristalna faza.!*?

DSC termogrami Cistog karvedilola, karvedilola tretiranog superkriticnim ugljen-dioksidom, kao
i dobijenih ¢vrstih disperzija prikazani su na slici:
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Slika 11: DSC termogrami Cistog karvedilola, karvedilola tretiranog superkriticnim CO: i
pripremljenih ¢vrstih disperzija dobijenih superkritiénom impregnacijom.
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DSC termogram karvedilola tretiranog superkriticnim CO- pokazuje jedan endotermni prelaz na
50°C i jo§ jedan Sirok pik oko 90 °C, §to je u skladu sa podacima iz literature.”® Izostanak
karakteristi¢nog oStrog pika topljenja na 120,5°C, koji je prisutan kod cistog, kristalnog
karvedilola’, dodatno potvrduje da je obrada pomocu superkriti¢cnog CO. omoguéila prelazak iz
kristalnog u amorfni oblik, $to je prethodno pokazano i PXRD analizom.

Na DSC termogramima ¢vrstih disperzija karvedilola sa Sylysia® 350 uoden je mali endotermni
efekat u podrucju ispod 100 °C, sliCan onom =zabelezenom kod karvedilola tretiranog
superkritiénim CO.. Ovo ne predstavlja topljenje karvedilola, ve¢ se moze pripisati gubitku vode
adsorbovane u polimernoj ili silikatnoj matrici, $to je ranije opisano i za druge polimerne
disperzije.”®

Za razliku od ovog istrazivanja, u kome je karvedilol inkorporiran u porozne silikatne nosace
primenom superkriticne impregnacije sa CO2, u studiji Pardhi i saradnika kori§¢ena je metoda
uparavanja rastvaraca za nanoSenje niklozamida na porSinu silikatnog nosaca. Ova razlika u
tehnoloSkom pristupu imala je zna€ajan uticaj na raspodelu lekovite supstance unutar nosaca i
njenu amorfizaciju. Naime, u pomenutoj studiji, DSC termogram formulacije sa Sylysia® 350 nije
pokazao endotermni pik koji bi ukazivao na prisustvo kristalnog karvedilola, Sto sugeriSe da je
lekovita supstanca bila u potpunosti amorfizovana i efikasno zarobljena unutar porozne strukture
nosaca a da je verovatno jako mala koli¢ina kristalne lekovite supstance ostala na povrSini
mezoporoznog nosaca te da je nije bilo moguce detektovati DSC analizom.'** Nasuprot tome, u
ovom istrazivanju DSC termogram &vrste disperzije karvedilola sa Sylysia® 350 pokazao je mali
endotermni pik koji odgovara tacki topljenja karvedilola. Ovaj rezultat ukazuje da deo lekovite
supstance nije bio u potpunosti inkorporiran u unutraSnje pore, ve¢ je ostao deponovan na
spoljasnjoj povrSini nosaca u kristalnom obliku 1 bilo ga je moguce detektovati. Na osnovu
pomenutih rezultata moze se zakljuciti da pored izbora tehnoloskog procesa, i drugi faktori poput
svojstava lekovite supstance, afiniteta prema nosacu i specificnih procesnih parametara
(temperatura, pritisak, upotreba rastvaraca) znacajno uti¢u na krajnji efekat.

Medutim, kod preostalih mezo-poroznih nosaca (Sylysia® 770, Fujicalin® i Aeroperl® 300), kao i
kod neporoznog nosaca Aerosil® 200, u studiji Pardhi i saradnika uocen je manji endotermni pik
koji odgovara tacki topljenja niklozamida. Ovaj nalaz ukazuje na to da lekovita supstanca nije bila
u potpunosti zarobljena u poroznoj strukturi pomenutih nosaca, ve¢ je znacajan deo ostao
deponovan na njihovoj povrsini u kristalnom obliku.'*

Kod &vrstih disperzija karvedilola pripremljenih kombinacijom nosaca Sylysia® 350 i razli¢itih
polimera (PVA, PVP K25, Kollidon® VA64 i Soluplus®) u masenom odnosu 1:2:0,2, detektovan
je endotermni pik na oko 50 °C, §to ukazuje na prisustvo lekovite supstance na povrSini nosaca,
odnosno na nepotpunu inkorporaciju u poroznu strukturu silike. Nasuprot tome, kod formulacija
sa ve¢im udelom polimera (maseni odnos 1:2:1), pomenuti endotermni pik nije bio prisutan, §to
sugeriSe da je lekovita supstanca u tim slu¢ajevima bila pretezno smestena unutar pora nosaca. Ovi
nalazi ukazuju da povecanje koli¢ine polimera moze doprineti efikasnijem ,,zarobljavanju‘
lekovite supstance u poroznoj matrici silike, ¢ime se potencijalno poboljSava njena fizicka
stabilnost, kao 1 kontrola profila oslobadanja u krajnjoj formulaciji.
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Do sli¢nog zaklju¢ka dosli su Pardhi i saradnici.'** Medutim, u njihovoj studiji formulacije su
pripremljene iskljucivo primenom mezo-poroznih nosaca, bez dodatka polimera, pri ¢emu su
ispitivani razli¢iti maseni odnosi lekovite supstance i nosaca (1:1 i 1:2). Rezultati diferencijalne
skeniraju¢e kalorimetrije ukazuju da povecanje udela nosaa doprinosi vecem stepenu
amorfizacije, Sto je potvrdeno odsustvom endotermnih pikova karakteristicnih za kristalni oblik
lekovite supstance kod formulacija sa odnosom 1:2. Posebno je istaknuta Sylysia® 350,
zahvaljuju¢i svojoj velikoj zapremini pora (1,6 cm?/g) i pre¢niku pora od 21 nm, koja je pokazala
izrazitu sposobnost ,,zarobljavanja” lekovite supstance unutar porozne matrice, rezultirajuci
potpunom ili gotovo potpunom amorfizacijom.'®

Suprotno tome, u okviru ovog istrazivanja (slika 11), pored Sylysia® 350 kao nosaca, primenjena
je i integracija polimera (PVP K25, Soluplus®, Kollidon® VA 64 i PVA), ¢ime je kreiran
trodimenzionalni sistem ¢vrste disperzije lekovite supstance, silike 1 polimera. Ispitani su maseni
odnosi 1:2:0,2 1 1:2:1, sa ciljem procene uticaja dodatka polimera na stepen amorfizacije
karvedilola.

Na osnovu dobijenih podataka moze se zakljuciti da, iako je u studiji Pardhi i saradnika
amorfizacija ostvarena iskljuc¢ivo povecanjem koli¢ine poroznog nosaca, ovo istrazivanje ukazuje
da dodatak polimera kao pomo¢nih komponenti dodatno unapreduje amorfizaciju lekovite
supstance. Ovaj efekat se moZe pripisati sinergiji izmedu silikatne matrice i polimera, gde polimeri
funkcionisu kao stabilizatori amorfne forme, spre¢avajuci rekristalizaciju 1 obezbeduju¢i dodatnu
matricu za disperziju molekula lekovite supstance. Shodno tome, rezultati obe studije potvrduju
da povecanje ukupne koli¢ine nosaca, bilo kroz samu poroznu siliku ili u kombinaciji sa
polimerima, znacajno doprinosi efikasnijoj impregnaciji 1 stabilizaciji lekovite supstance u
amorfnoj formi.

Pored toga, na termogramima ¢&vrstih disperzija sacinjenih od karvedilola, Sylysia® 350 i
koriS¢enih polimera, uoceni su i endotermni pikovi karakteristi¢ni za same polimere. Na primer,
za disperzije koje sadrze PVP K25 i Kollidon® VA64 u oba masena odnosa, primeéen je Sirok
endotermni pik u temperaturnom opsegu od 50 do 100 °C, §to je povezano sa gubitkom vode iz
ovih materijala. Ova pojava je rezultat njihove higroskopne prirode, odnosno sposobnosti da
upijaju vlagu iz okoline, §to dovodi do isparavanja vezane vode tokom zagrevanja prilikom
izvodenja DSC analize. Sli¢ni rezultati zabelezeni su i u prethodnim istrazivanjima, u kojima je
takode potvrdeno prisustvo Sirokih endotermnih pikova kod higroskopnih polimera, kao posledica
isparavanja vode tokom termalne analize.”®"

Obaidat i saradnici sproveli su studiju ¢iji je cilj bio da se ispita potencijal primene superkriti¢nog
ugljen-dioksida u formiranju amorfnih Cvrstih rastvora ibuprofena uz upotrebu polimera
Soluplus®. Pored toga, ispitivan je i kapacitet polimera da adsorbuje ibuprofen. Superkritiénom
impregnacijom dobijeni su ¢vrsti rastvori za manje od dva sata pri temperaturama koje ne prelaze
45 °C, $to je posebno pogodno za aktivne supstance osetljive na povisenu temperaturu. Sustinska
prednost ove metode ogleda se u visokoj sposobnosti Soluplus®-a da apsorbuje CO:, ¢ime se
omogucava brza difuzija rastvorene ili dispergovane lekovite supstance unutar matriksa polimera
tokom obrade, kao i brzo precipitiranje polimera u amorfnoj formi tokom dekompresije, uz
istovremenu pojavu peneéeg efekta. U okviru pomenute studije, sprovedena je DSC analiza radi
ispitivanja promena u termalnom ponasanju Soluplus®-a nakon tretmana scCO.. Uocen je §irok
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endotermni pik oko 73 °C, koji odgovara temperaturi staklastog prelaza &istog Soluplus®-a. Nakon
tretmana superkriticnim COz, nisu uoc¢ene znacajne promene u obliku ili polozaju ovog pika, §to
ukazuje da povisena temperatura nije uticala na termalna svojstva Soluplus®-a. Na osnovu toga,
zakljuCuje se da je Sirok endotermni pik posledica staklastog prelaza samog polimera. Takode,
termogravimetrijska analiza (TGA) analiza ukazala je na priblizno isti gubitak mase kod oba
uzorka u zoni staklastog prelaza, $to se pripisuje isparavanju vode.%’

Sli¢ni rezultati potvrdeni su i u okviru ove disertacije, gde je u DSC termogramima disperzija
karvedilola sa Sylysia®350 i Soluplus® u oba masena odnosa detektovan $irok endotermni pik oko
73 °C (slika 11). Ova pojava se, u skladu sa navodima iz prethodno opisane studije, moze povezati
sa temperaturom staklastog prelaza &istog Soluplus®-a.®” Sa druge strane, pomenuti pik je bio
manje izrazen kod uzorka sa ve¢im udelom polimera (1:2:1), Sto ukazuje da prisustvo vece kolicine
polimera intenzivira medumolekulske interakcije izmedu polimera i karvedilola, ¢ime se
ograni¢ava segmentna pokretljivost amorfne faze. Kao rezultat toga, amorfna faza polimera postaje
stabilnija, a samim tim se smanjuje koli¢ina slobodne vode i mobilnih segmenata u matrici, Sto se
reflektuje kao slabiji i uzi endotermni pik staklastog prelaza. Ovaj efekat doprinosi boljoj
stabilnosti amorfne forme 1 smanjenju tendencije ka rekristalizaciji lekovite supstance.

Kada je re¢ o PVA polimeru, na DSC termogramima uoc¢ava se endotermni pik topljenja na oko
191 °C, koji potice upravo od njega i prisutan je u oba uzorka sa razli¢itim masenim odnosima.
Ipak, intenzitet ovog pika je znatno izraZeniji u uzorku sa ve¢im udelom PVA (slika 11c). Prema
literaturnim podacima, pik topljenja oko 191 °C karakteristi¢an je za PVA i predstavlja indikator
njegove kristalne strukture!#, §to je u skladu sa rezultatima ovog istraZivanja.

Kod svih polimera koriS¢enih u ovom istrazivanju, formulacije sa manjim udelom polimera
pokazale su izrazenije tipi¢ne endotermne pikove karvedilola na oko 50 °C, §to je karakteristi¢no
za karvedilol tretiran superkriti¢nim ugljen-dioksidom.” Nasuprot tome, formulacije sa veéim
udelom polimera (karvedilol:Sylysia® 350:polimer = 1:2:1) pokazale su zna¢ajno smanjenje ili
potpun izostanak ovih endotermnih pikova na DSC termogramima, $to ukazuje na efikasniju
amorfizaciju lekovite supstance i odsustvo kristalne faze. Kod formulacija sa manjim udelom
polimera (1:2:0,2) i dalje je prisutan slab, ali detektabilan endotermni pik, Sto sugeriSe da deo
karvedilola nije u potpunosti inkorporiran unutar porozne strukture nosaca, ve¢ je verovatno
prisutan kao slobodan oblik na povrsini sistema. Ovi nalazi jasno potvrduju znac¢aj ucesc¢a polimera
u formulaciji za postizanje stabilne amorfne disperzije karvedilola, smanjenje kristalnosti i
potencijalno poboljSanje biofarmaceutskih svojstava finalnog proizvoda. Samo postizanje potpune
amorfizacije nije dovoljan uslov za unapredenje rastvorljivosti, ve¢ su presudni i drugi faktori,
medu kojima se izdvajaju priroda interakcija lekovita susptanca—nosa¢ i same karakteristike
nosaca.'®

3.2.3.3. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (engl. Fourier
transform infrared (FTIR) spectroscopy, FT-IR spektroskopija)

FT-IR spektroskopija je koriS¢ena u cilju ispitivanja strukturnih osobina, detekcije
funkcionalnih grupa i procene potencijalnih interakcija izmedu karvedilola i kori§¢enih
nosaca. Na slici 12 su prikazani FT-IR spektri Cistog karvedilola, karvedilola tretiranog
superkriticnim CO: i pripremljenih ¢vrstih disperzija.
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Slika 12: FT-IR spektri Cistog karvedilola, karvedilola tretiranog sC02, kao i1 Cvrstih
disperzija tretiranih sCO2.
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Nakon izlaganja superkriticnom CO., karvedilol je zadrzao vecinu svojih karakteristi¢nih
apsorpcionih traka (slika 12) na 1590 cm™ (N-H ,,savijanje), 1631, 1608, 1590 i 1501 cm™
(superpozicija aromati¢ne C=C vibracije 1 N-H ,,savijanje*), 1255, 12151 1098 ecm™ (C-N i C-O
vibracija ,,istezanje*) 1 7451716 cm™ (C—H ,,istezanje* van ravni), $to je u skladu sa dosadasnjim
istrazivanjima.’®"11¢:147 Oguvanje ovih traka ukazuje da je osnovna struktura karvedilola ostala
nepromenjena i da nije doSlo do hemijske degradacije. Ipak, intenzitet traka je smanjen, S$to se
moze povezati sa promenama u molekularnom uredenju — smanjenjem kristalini¢nosti 1
delimi¢nim prelaskom u amorfni oblik.

U literaturi je pokazano da karvedilol tretiran superkriti¢cnim CO: uglavnom zadrzava sve svoje
karakteristicne FTIR trake, pri ¢emu nije uoceno njihovo nestajanje, ve¢ samo manji pomaci i
promene intenziteta. Na primer, u radu Duri$ i saradnika prikazano je da nakon tretmana trake na
3344 cm™ (N-H istezanje) 1 2994/2923 cm™ (alifaticno C—H istezanje) ostaju prisutne, dok je
zabelezen samo blagi pomak N-H vibracije i poveéan intenzitet C-O trake.”

Suprotno tome, rezultati ovog istrazivanja pokazuju da nakon tretmana superkriticnim CO: dolazi
do nestanka trake na 3342 cm™! (valencione vibracije N-H sekundarne amino grupe), kao 1 traka
na 299412923 cm™' (C—H istezanje). Ovakve promene ukazuju na izrazenije narusavanje kristalne
reSetke i prelazak molekula karvedilola u amorfno stanje.!* Razlog za ovako izrazen efekat moze
se povezati sa razliitim procesnim parametrima — posebno primenom brze dekompresije (2
MPa/min) u okviru ovog istrazivanja, dok je u slucaju studije Puri§ i saradnika dekompresija
sprovedena sporijom brzinom od 1,5 MPa/min. Brza dekompresija mogla je dovesti do naglog
oslobadanja COs: 1 izraZenijih promena u molekularnom uredenju, Sto je pogodovalo prelasku
karvedilola u amorfni oblik i spreavanju formiranja kristalne strukture tokom ekspanzije. Dakle,
rezultati ovog istraZivanja ukazuju da primena kontrolisanih, ali brzih uslova dekompresije moze
doprineti izraZenijoj amorfizaciji i smanjenju kristalini¢nosti karvedilola, $to je jasno potvrdeno
FTIR analizom.

Sve tri vrste Sylysia® su pokazale tipi¢ne apsorpcione trake sa apsorpcionim maksimumima u
opsegu talasnih brojeva 960-1100 cm™ (1061 cm™ za Sylysia® 350 i 970 cm™ za Sylysia® 450 i
Sylysia® 740) i oko 800 cm', koje odgovaraju asimetri¢nim i simetri¢nim Si-O vibracijama,
odnosno istezanjima (engl. stretching), Si—-O—-Si mreze,!40-146:148

FTIR spektri &vrstih disperzija Sylysia® sa karvedilolom zadrzali su Siroku traku istezanja
Si—O-Si veza, ali je ona bila pomerena ka veéim talasnim brojevima. Prema literaturnim
podacima, ovo pomeranje povezano je sa uvodenjem hemijskih grupa ili organskih molekula
unutar neorganske silikatne mreze. Silikatni nosaci pokazuju karakteristicno apsorpciono podrucje
u spektru izmedu 1250 1 700 cm™, koje se moze povezati sa vibracijama Si—O-Si veza i pruza
vazne informacije o strukturnim karakteristikama silikatne mreze. Konkretno, velika traka na 1085
cm™', koja odgovara asimetricnom istezanju v(Si—-O-H), moze se dekonvoluirati u Ccetiri
komponente — dva longitudinalna (LO) i dva transverzalna (TO) opticka moda — koji su povezani
sa razli¢itim rasporedima siloksanskih prstenova, odnosno ¢etvoroclanim (SiO)s 1 Sestoclanim
(Si0)s gradivnim jedinicama. Literatura navodi da se polozaj i relativni intenziteti LO i TO
modova menjaju pri uvodenju hemijskih grupa ili organskih molekula u mrezu silike.'*
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Prisustvo karvedilola takode je potvrdeno pojavom trake na 1505 cm™ koja odgovara aromaticnom
C—C istezanju, trakom na 1589 cm™ koja odgovara savijanju N—H veza, kao i trakama u opsegu
700-790 cm ™ koje se pripisuju istezanju C—H veza. Ova zapazanja takode su potvrdena i u ranijim
istrazivanjima.’!!47-14® Odsustvo trake na 3342 cm™' mozZe se pripisati i moguéoj interakciji izmedu
N—-H grupe karvedilola i silanolnih grupa iz strukture nosaca (formiranje vodoni¢ne veze), kao i
,zarobljavanju” molekula karvedilola unutar Supljina nosaca kao $to navode Milovanovi¢ 1
saradnici u svom istrazivanju.”' Sto se ti¢e ovog istrazivanja, amorfizacija karvedilola je prethodno
potvrdena PXRD i1 DSC analizama.

Sa slike 12 moze se uociti da FT-IR spektri svih ¢vrstih disperzija sa karvedilolom pokazuju da je
dominantna traka Siroka traka istezanja Si—-O—Si veza, §to potvrduje prisustvo ¢estica Sylysia® kao
najzastupljenije komponente u kompozitnim materijalima. Takode je zabeleZzeno blago pomeranje
ove trake ka viSim talasnim brojevima, §to ukazuje na to da je priprema Cvrste disperzije primenom
superkriti¢nog ugljen-dioksida omogucila inkorporaciju karvedilola u silikatni nosac¢. Kada je rec¢
o ¢vrstim disperzijama koje pored karvedilola i silikatnog nosaca sadrze i polimere, nijedna od
karakteristi¢nih traka za druge polimere u smesi (PVA, PVP K25, Soluplus® i Kollidon® VA64)
nije detektovana, osim slabe trake na 1654 cm™ koja odgovara C=0O grupi iz PVP-a.”

Prema podacima iz literature, FT-IR analiza ¢vrstih disperzija karvedilola sa polivinilpirolidonom
(PVP K25) i Soluplus® polimerom, pripremljenih pomoéu metode superkriti¢ne impregnacije
ugljen-dioksidom, pokazala je postojanje intermolekulskih vodoni¢nih veza izmedu N-H grupe
karvedilola i karbonilnih grupa navedenih polimera.”” Sa druge strane, kada su Cestice Sylysia®
350 bile impregnirane karvedilolom metodom uparavanja rastvaraca, zakljueno je da su u
vezivanju karvedilola za povrSinu nosaca ucestvovale isklju¢ivo van der Walsove ili vodoni¢ne
veze, bez formiranja ja¢ih hemijskih veza.'%

Sliéno tome, u jo$§ jednoj studiji u kojoj je karvedilol impregniran u silikatne materijale
superkriticnom impregnacijom uz pomo¢ COz, nisu uocene ocigledne hemijske interakcije izmedu
karvedilola i Cestica silikatnog nosac¢a. Medutim, taj rezultat je dobijen pod drugacijim procesnim
parametrima, konkretno, na temperaturi od 70 °C i pritisku od 24,1 MPa.!4®

U studiji Ozcelik i saradnika, predloZena je metoda koris¢enja superkriti¢nog ugljen-dioksida kao
alternativnog pristupa za inkorporaciju karvedilola na razli¢ite vrste silikatnih materijala. U tu
svrhu sintetisane su dve vrste nosaca — sferni silikatni nosac¢ (engl. Spherical Silica, SS70) 1 MCM-
41 nosac (engl. Mobil Composition of Matter No. 41). Karvedilol, kao farmaceutska supstanca sa
niskom rastvorljivos¢u u vodi, inkorporiran je u oba silikatna materijala, nakon ¢ega je sprovedena
sveobuhvatna karakterizacija dobijenih uzoraka. FT-IR analizom identifikovane su funkcionalne
grupe prisutne na sintetisanim silikatnim materijalima, a dobijeni spektri uporedeni su sa FT-IR
spektrom Cistog karvedilola radi potvrde prisustva i interakcije aktivne supstance sa nosac¢ima.
Spektri su pokazali izrazene apsorpcione trake pri 804 1 1085 cm™, koje se pripisuju, asimetri¢nim
vibracijama Si—OH grupa i asimetricnom istezanju siloksanskih (Si—O-Si) veza. Ove trake
odgovaraju kretanju atoma kiseonika koji povezuje dva atoma silicijuma u suprotnim pravcima u
odnosu na njihove susedne Si atome.'*®

FTIR spektri Cistog karvedilola pokazali su karakteristicne apsorpcione pikove na talasnim
brojevima: 3346 cm™! (istezanje N—H veze), 2996 cm™! (istezanje C—H veze, sp? hibridizacija),
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2925 em™ (istezanje C—H veze, sp® hibridizacija), 1599 cm™ (savijanje N-H veze) 1 1106 cm™
(istezanje C—O veze).!*® Sli¢ni rezultati dobijeni su i u ovom istrazivanju. Medutim, u
pripremljenim ¢vrstim disperzijama ovoga istrazivanja nisu registrovane trake na 3346, 2996 i
2925 cm™, dok su se i dalje jasno uocavale trake na 1599 cm™ 1 1106 cm™.

Na osnovu uporedne analize FT-IR rezultata iz studije autora Ozgelik i saradnika i ovog
istrazivanja, mogu se uociti znacajne razlike koje ukazuju na razlicite stepene interakcije i stanja
inkorporacije karvedilola u silikatni nosa¢. U studiji Ozgelik i saradnika, FT-IR spektri ukazuju na
prisustvo karvedilola unutar pora nosaca SS70 i MCM-41, ali bez jasnih dokaza o hemijskim
interakcijama izmedu karvedilola 1 silikatnog nosaca. Trake na 804 cm™ 1 1085 cm™ potvrduju
prisustvo silike, dok trake izmedu 1500-2000 cm™ ukazuju na postojanje karvedilola, ali bez
pomeranja ili promene intenziteta traka koje bi sugerisale na molekularne interakcije ili strukturne
promene.'*® Nasuprot tome, FT-IR spektri dobijeni u ovoj disertaciji pokazuju izraZenije
pomeranje Si—O-Si trake ka viSim talasnim brojevima, Sto ukazuje na ugradnju molekula
karvedilola u silikatnu mrezu 1 postojanje intermolekulskih vodoni¢nih veza izmedu N-H grupa
karvedilola i silanolnih (Si—OH) grupa silike. Prisustvo karakteristi¢nih traka karvedilola (1505
cm™’, 1589 cm™ 1 700—790 cm™) potvrduje njegovu integraciju u matricu, dok odsustvo trake na
3342 cm™ ukazuje i na formiranje navedenih interakcija, ali i na amorfizaciju lekovite supstance.
Pomenute razlike mogu se pripisati razli¢itim vrstama silikatnih materijala koris¢enih u ovom
istrazivanju i u studiji autora Ozgelik i saradnika, $to uti¢e na nacin i intenzitet interakcije sa
aktivnom supstancom. Ipak, u oba slucaja karvedilol je uspesno impregniran u pore silikatnih
nosaca, $to potvrduje efikasnost oba pristupa u inkorporaciji lekovite supstance.

FT-IR analizom u okviru ovog istrazivanja potvrdeno je postojanje intermolekulskih interakcija,
pretezno u vidu vodoni¢nih veza, izmedu karvedilola i svih primenjenih nosa¢a — bilo da se radi o
Cistim silikatnim nosacima, ili o formulacijama koje, pored silikatnog nosaca, sadrze i dodate
polimere. Imaju¢i u vidu da silikatni nosac¢i predstavljaju dominantnu komponentu u svim
ispitivanim sistemima, moZze se zakljuciti da je karvedilol najve¢im delom ostvario interakcije
upravo sa silikatnim matriksom. Mehanizam interakcije se najverovatnije zasniva na fizi¢koj
ugradnji karvedilola unutar porozne strukture nosaca, uz formiranje slabih, ali znacajnih,
vodonic¢nih veza sa povrSinskim funkcionalnim grupama nosaca.

Detaljnim uporedivanjem rezultata za formulacije koje sadrze isti polimer u dva razli¢ita udela
(odnos karvedilol:silika:polimer 1:2:0,2 i 1:2:1), primeceno je da veé¢i udeo polimera znacajno
utiCe na fizicko stanje i1 raspodelu karvedilola u ¢vrstim disperzijama. Kod svih ispitivanih
polimera (PVA, PVP K25, Kollidon® VA64 i Soluplus®), formulacije sa ve¢im udelom polimera
pokazale su izraZeniju stabilizaciju amorfne forme karvedilola. To je potvrdeno intenzivnijim
pomeranjem karakteristicnih traka u FT-IR spektrima, §to ukazuje na prisustvo intenzivnijih
vodonic¢nih veza i/ili dipol-dipol interakcija izmedu karvedilola i polimera. Ovi rezultati ukazuju
da povecanje koli¢ine polimera omogucava bolje ,,zarobljavanje” karvedilola unutar nosaca,
smanjuje mogucénost rekristalizacije i doprinosi ve¢em stepenu amorfizacije aktivne supstance.
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3.2.3.4. Ispitivanje brzine rastvaranja aktivne supstance

Profili brzine rastvaranja Cistog i karvedilola tretiranog superkriti¢nim ugljen-dioksidom, kao i
svih pripremljenih &vrstih disperzija, prikazani su na slici 13. Cist karvedilol pokazuje veoma malu
brzinu rastvaranja, §to je o¢ekivano s obzirom na njegovu slabu rastvorljivost pri pH 6,8 1 kristalno
stanje potvrdeno PXRD analizom. Tretman superkriti¢cnim ugljen-dioksidom doveo je do
ubrzanog rastvaranja u odnosu na Cistu lekovitu supstancu, §to se moze pripisati smanjenju veli¢ine
Cestica i delimi¢noj amorfizaciji (potvrdenoj PXRD analizom i smanjenjem entalpije topljenja u
DSC termogramu). Iako je uzorak karvedilola tretiran superkriticnim ugljen-dioksidom bez
prisustva silikatnog nosaca, pokazao poboljSanje u odnosu na netretirani Cisti karvedilol, ovo

poboljsanje ostaje znaCajno zanemarljivo u poredenju sa svim formulacijama koje ukljucuju
silikatni nosac.

Adsorpcijom na silikatne nosace dodatno je poboljSana brzina rastvaranja karvedilola, pri ¢emu su
najvise koncentracije karvedilola postignute primenom Sylysia® 350 nosaca.
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Koncentracija (ug/ml)

Slika 13: Profili
superkritiénim ugljen-dioksidom, cvrste disperzije koje sadrze karvedilol i silikatne nosace
Sylysia® 350, Sylysia® 450 i Sylysia® 720 (a), kao i ¢vrste disperzije koje sadrze karvedilol i
polimere PVA (b), PVP K25 (c), Kollidon® VA 64 (d) i Soluplus® (e).
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Formulacija koja je sadrzala karvedilol i Sylysia® 350 pokazala je najbrze pocetno oslobadanje
karvedilola, naro€ito u prvih 10 minuta, nakon ¢ega dolazi do smanjenja njegove koncentracije.
Sa druge strane, ¢vrsta disperzija nastala od karvedilola i Sylysia® 450 pokazala je sli¢an pocetni
profil, ali sa izrazenijim padom u kasnijim vremenskim tackama. Nasuprot tome, formulacija koja
je sadrzala karvedilol i Sylysia® 740, pokazala je sporiji, ali ravnomeran porast koncentracije
rastvorenog karvedilola, zadrzavaju¢i stabilan profil do kraja ispitivanja. Ipak, vazno je naglasiti
da kod Sylysia® 740 postignute koncentracije nisu dostigle nivoe ostvarene upotrebom Sylysia®
350. Ovi rezultati jasno ukazuju da tip silikatnog nosaca ima znacajan uticaj na brzinu rastvaranja
lekovite supstance, pri ¢emu formulacije sa manjim cesticama i ve¢om specificnom povrSinom
(kao $to je Sylysia® 350) omoguéavaju brze inicijalno oslobadanje i viSe ravnoteZne koncentracije
u poredenju sa nosacima vecih Cestica.

Kada se binarnim sistemima dodaju polimeri i dobijaju trokomponentne formulacije (ternarni
sistemi), o¢ekivano je bilo da oni usporavanjem precipitacije obezbede duze odrzavanje stabilnih
koncentracija karvedilola u rastvoru. Medutim, rezultati ovog istrazivanja pokazali su da taj efekat
nije uvek postignut. Kod formulacija sa PVA i PVP K25 uoceno je da dodatak polimera u nekim
slu¢ajevima dovodi do nizih ukupnih koncentracija u poredenju sa odgovaraju¢im binarnim
sistemima sa Sylysia® 350, §to ukazuje da ovi polimeri nisu dali ogekivane pozitivne rezultate u
pogledu inhibicije precipitacije (slika 14b i 14c). Kod vecih koncentracija polimera posebno je
primeceno usporavanje difuzije zbog formiranja viskoznog matriksa, §to se odrazilo na nize
vrednosti rastvorene supstance. Dakle, iako je inicijalno oslobadanje ponekad bilo brze, dugoro¢no
nisu postignute koncentracije iznad onih koje daje kombinacija karvedilola i Sylysia® 350. Ovakvi
rezultati mogu se objasniti mehanizmom stvaranja viskozne difuzione barijere pri visSem udelu
polimera, iako literatura navodi da PVA u odredenim uslovima moze stabilizovati prezasi¢eno
stanje i inhibirati rekristalizaciju."® Sli¢no, PVP K25 u nizoj koli¢ini moZe ublaZiti pad
koncentracije, ali u zbiru ne nadmasuje binarni sistem sa Sylysia® 350, dok vi$i udeo PVP-a
dodatno usporava difuziju. Sto se tie Soluplus®-a, zabelezeno je delimi¢no poboljsanje (brzi
pocetak i delimicna stabilizacija pri veCem udelu polimera), ali u celini niSta znacajnije od
odgovarajuc¢ih binarnih formulacija

Jedini polimer koji je pokazao pozitivan efekat u trokomponentnim formulacijama bio je
Kollidon® VA64 (slika 13d). Ove formulacije su omoguéile stabilnije odrzavanje koncentracija
karvedilola u rastvoru tokom celokupnog perioda ispitivanja, pri ¢emu su postignute vrednosti bile
nesto iznad onih koje se dobijaju iz binarnih sistema sa Sylysia® 350. Ovaj rezultat potvrduje da
Kollidon® VA64, zahvaljujuéi svojoj strukturi i interakcijama sa molekulima karvedilola, moze
delovati kao inhibitor precipitacije i omoguciti stabilnije prezasi¢eno stanje. To je narocito vidljivo
u formulacijama sa ve¢im udelom polimera, gde je koncentracija karvedilola tokom vremena
odrzana bez naglog pada, za razliku od drugih polimera kod kojih je primeceno oscilovanje ili
opadanje koncentracija. Vazno je naglasiti da, iako su binarne formulacije sa Sylysia® 350 ve¢
donele znacajno poboljSanje u odnosu na Cisti i scCO: tretirani karvedilol, efekat polimera nije bio
ujednacen. U vecini sluCajeva ternarne formulacije nisu nadmasile binarne u pogledu maksimalnih
postignutih koncentracija, a povremeno su davale i slabije rezultate. Jedino je Kollidon® VA64
(1:2:1) omogucio produzeno odrzavanje rastvorene supstance na nesto viSem nivou u ternarnim
sistemima u odnosu na binarne. Kada je re¢ o ¢vrstim disperzijama sa Kollidonom® VA64,
rezultati su pokazali da formulacije sa manjom koli¢inom polimera ili one koje sadrze samo
silikatni nosa¢ daju izraZeniji pocetni porast koncentracije rastvorene supstance. Ipak, dugoro¢no
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posmatrano, naju¢inkovitija je bila formulacija sa ve¢im udelom Kollidon®-a VA64, jer je
obezbedila stabilnije i viSe koncentracije tokom perioda ispitivanja. Naime, formulacija
CRV:SYL350:Kollidon® VA64 u odnosu 1:2:1 obezbeduje najvisu ukupnu koli¢inu oslobodene
aktivne supstance tokom vremena, zahvaljujuéi svojoj sposobnosti da stabilizuje rastvoreni oblik
karvedilola 1 spreci njegovu precipitaciju. U ovoj formulaciji po€etni pik koncentracije jeste nesto
nizi u poredenju sa formulacijama koje sadrze samo silikatni nosac ili silikatni nosa¢ sa manjom
koli¢inom polimera (1:2:0.2), ali je klju¢na prednost u postignutoj stabilnosti i konzistentnosti
profila oslobadanja. Za razliku od ,,burst efekta® koji je uo€ljiv kod drugih formulacija, ova
varijanta ne pokazuje pad koncentracije ve¢ odrZava rastvoreni karvedilol u stabilnom stanju
tokom citavog eksperimenta. Zbog toga, iako inicijalno oslobadanje moze delovati loSije, ova
formulacija omoguéava duze odrzavanje stanja prezasi¢enja. To zna¢i da veéa koli¢ina Kollidon®-
a VA64 ne samo da efikasno spreCava reprecipitaciju, ve¢ 1 omogucava da ve¢ oslobodeni
karvedilol ostane stabilan u rastvorenom stanju, ¢ime se znacajno povecava njegova dostupnost za
apsorpciju. Zaklju¢no, iako formulacije bez ili sa manje ovog polimera na prvi pogled deluju
efikasnije zbog visokih pocetnih vrednosti, upravo formulacija sa ve¢im udelom polimera pruza
najstabilniji profil brzine rastvaranja karvedilola, Sto je sa stanoviSta terapijskog dejstva i
bioraspoloZivosti najvaznije.

U studiji Guo i saradnika, cilj istrazivanja bio je poboljSanje rastvorljivosti 1 brzine rastvaranja
slabo rastvorljivog albendazola primenom tehnologije superkriticne impregnacije ugljen-
dioksidom. U okviru istrazivanja ispitivani su razli¢iti farmaceutski polimeri, ukljucujuci
Kollidon® VA64, PVA, Soluplus® i PVP K30. Rezultati su pokazali da je Kollidon® VA64
obezbedio najpovoljniji profil rastvaranja, zahvaljuju¢i svojoj pH-nezavisnoj rastvorljivosti i
sposobnosti formiranja stabilnih amorfnih sistema. Zaklju¢eno je da Kollidon® VA64 deluje
efikasno u povecanju rastvorljivosti 1 spreavanju reprecipitacije albendazola u
gastrointestinalnom medijumu.'!

Slican trend zapaZen je i u okviru ovog istrazivanja, gde su ispitivane ¢vrste disperzije karvedilola,
pri ¢emu su koriSéeni isti polimeri kao u pomenutoj studiji: Kollidon® VA64, PVA i Soluplus®.
Medutim, za razliku od istraZivanja Guo i saradnika, formulacije u okviru ovog istraZivanja nisu
sadrzale samo polimer, ve¢ i silikatni nosa¢ Sylysia® 350, koji ima vaznu ulogu u amorfizaciji i
stvaranju porozne strukture pogodnije za difuziju rastvaraca i rastvaranje aktivne supstance.
Upravo ta kombinacija silike 1 polimera pokazala se kljucnom za postizanje optimalnog profila
oslobadanja. Iako su formulacije koje su sadrzale samo siliku ili manji udeo polimera pokazivale
izrazeniji pocetni “burst” efekat, najefikasnijom se pokazala formulacija sa vec¢im udelom
Kollidon®-a VA64 u kombinaciji sa Sylysia® 350 (odnos CRV:SYL350:VA64 = 1:2:1). Ova
formulacija je omogucila ne samo znacajan nivo oslobodene aktivne supstance, ve¢ 1 njenu
stabilizaciju u rastvorenom obliku tokom celog eksperimenta. Za razliku od formulacija bez
polimera ili sa njegovim niskim sadrzajem, kod kojih je uofen pad koncentracije usled
reprecipitacije, formulacija sa ve¢im udelom Kollidon®-a VA64 pokazala je postojan profil
rastvaranja bez naglih oscilacija. Ovi rezultati potvrduju da je Kollidon® VA64, u sinergiji sa
poroznim silikatnim nosaem, efikasan sistem za stabilizaciju teSko rastvorljivih lekovitih
supstanci. Zakljucci do kojih se doslo u ovom istrazivanju u potpunosti su u skladu sa nalazima
studije autora Guo i saradnika, gde je Kollidon® VA64 pokazao superiornost u odnosu na PVA i
Soluplus®. Pored toga, dodatak silikatnog nosaéa dodatno je pojacao efekat poboljsanja
rastvorljivosti i brzine rastvaranja karvedilola. Kombinacija polimera (Kollidon® VA64) i
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silikatnog nosac¢a (Sylysia® 350) se dakle pokazala kao formulacijski superiorna u odnosu na
formulacije koje sadrze samo jedan tip nosac¢a. Ovakav pristup omogucava da se istovremeno
postignu brzo inicijalno oslobadanje, inhibicija kristalizacije i odrZzavanje stabilne amorfne forme,
S$to je od sustinskog znacaja za poboljSanje biofarmaceutskih karakteristika slabo rastvorljivih
supstanci kao §to je karvedilol.

Zakljuéno, rezultati ovog istrazivanja pokazuju da su binarne formulacije sa Sylysia® 350 dale
najizrazenije poboljSanje brzine rastvaranja karvedilola, dok je dodatak polimera imao ogranicen
efekat. Medu ispitivanim polimerima, samo je Kollidon® VA64 pokazao odredenu prednost u
pogledu produzenog odrzavanja koncentracije i inhibicije precipitacije. Ostali polimeri nisu
doprineli dodatnom poboljsanju, ve¢ su Cesto rezultovali nizim vrednostima u poredenju sa
binarnim smes$ama. Interpretacija ovih nalaza jasno ukazuje da je klju¢na prednost postignuta vecé
dodavanjem silikatnog nosaca, dok benefit polimera zavisi od njihove hemijske strukture i
interakcija sa aktivnom supstancom.
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3.3. Treca faza istraZivanja
3.3.1. Materijali

Cilj tre¢e faze istrazivanja je dobijanje formulacija tableta sa amorfnim karvedilolom primenom
SLS (selektivno lasersko sinterovanje) 3D Stampe. Za eksperimentalni rad su koriS¢ene sledece
supstance odgovarajucih proizvodaca: karvedilol (Ph. Eur. 11.0, Hemofarm AD, Vr$ac, Srbija) kao
model lekovita supstanca; polimer polivinil alkohol Parteck® MXP (PVA; Merck, Darmstat,
Nemacka) kao komponenta matriksa; manitol (Parteck® M 200, Merck, Darmstat, Nemacka) kao
komponenta matriksa; talk (Merck, Darmstat, Nemacka) kao sredstvo za poboljSanje proto¢nosti;
Candurin® Gold Sheen (Merck, Darmstat, Nemacka) kao sredstvo za poboljsanje apsorpcije
energije lasera.

3.3.2. Metode

3.3.2.1. Priprema smeSa za izradu tableta

Za potrebe 3D Stampe pripremljene su dve smese, €iji je sastav prikazan u Tabeli 6. U skladu sa
sastavom formulacija, svaka komponenta je pojedinacno odmerena u odgovarajucoj koli€ini na
analitickoj vagi Sartorius BP 210D (Sartorius, Gentingen, Nemacka). Nakon toga, smesSe su
homogenizovane pomocu uredaja za meSanje praskova POWDER Mixer (Farmalabor, Kanoza di
Pulja, Italija) pri brzini od 60 obrtaja u minuti, u trajanju od 10 minuta. Pre pocetka procesa Stampe,
obe praskaste smeSe su prosejane kroz sito prec¢nika otvora 180 pum kako bi se obezbedila
ujednacenost veliine Cestica.

Tabela 6: Kvalitativni i kvantitativni sastav smeSa praskova 11 2.

Formulacija Sastav Kolic¢ina (%)
Karvedilol (CRV) 10
. . Polivinil alkohol (PVA) 85
Smesa praskova 1

Talk

Candurin® Gold Sheen 3

Karvedilol (CRV) 10

Polivinil alcohol (PVA) 55

Smesa praskova 2 Parteck®™ M 200 30
Talk

Candurin® Gold Sheen 3
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3.3.2.2. Proto¢nost

Za obe pripremljene praskaste smese je ispitana proto¢nost odredivanjem nasipne i tapkane gustine
1 izraCunavanjem Hausner-ovog odnosa i1 indeksa kompresibilnosti (engl. Carr index, CI).
Volumetar StaV 2003 (J. Engelsmann AG, Ludvigshafen, Nemacka) je koriS¢en za odredivanje
tapkane gustine, a Hausner-ov odnos i1 indeks kompresibilnosti su izraCunati pomocu dole
predstavljenih jednacina.

Hausner-ov odnos = — (4)

(-

CI (%) = 100 (5)

Vy— tapkana zapremina

Vo— nasipna zapremina

Proto¢nost praskova je definisana u skladu sa opisnim terminima navedenim u Ph. Eur.
11.00(Poglavlje 2.9.36, Proto¢nost praskova).!>:

Tabela 7: Odredivanje proto¢nosti praskova u skladu sa Ph. Eur. 11.0.

Proto¢nost Hausner-ov odnos hzg;ellg(]s, lgll;lrpil:;;l;lgzitl
Odli¢na 1,00-1,11 1-10%
Dobra 1,12-1,18 11-15%
Prosecna 1,19-1,25 16-20%
Prihvatljiva 1,26-1,34 1,26-1,34%

Losa 1,35-1,45 26-31%
Jako losa 1,46-1,59 32-37%
Izuzetno losa > 1,60 > 38%

3.3.2.3. Izrada tableta postupkom SLS 3D Stampe

Uredaj koji je koriS¢en za Stampanje tableta SLS tehnologijom je 3D Stampac Sintratec Kit
(Sintratec, Brug, Svajcarska). Pre samog $tampanja, kreiran je 3D model tableta u softveru
Autodesk Fusion 360 - verzija 2.0.8809 (Autodesk Inc., San Francisko, Sjedinjene Americke
DrZave) 1 podeSene su dimenzije tableta obe formulacije - pre¢nik 9 mm 1 debljina 4 mm. Nakon
toga, 3D model u .stl formatu je unet u softver Sintratec Central (Sintratec, Brug, Svajcarska).
Potom su podeSeni procesni parametri 1 prasak unet u rezervoar 3D Stampaca. U tabeli 7 su
prikazani su procesni parametri za obe formulacije, koji su odredeni na osnovu fizickih
karakteristika komponenti smeSa. Neposredno pre Stampanja, Stampac, zajedno sa praskom, se
zagreva do podeSene temperature, 1 h 1 45 minuta, Sto je fabricki definisano.

Procesni parametri su optimizovani na osnovu fizi¢kih svojstava komponenti smese i rezultata
preliminarnih eksperimenata. Pocdetna faza istrazivanja sprovedena je pod uslovima nizih
temperatura (temperatura povrsinskog sloja: 50°C, temperatura komore: 40°C). Ove temperature
su postepeno povecavane kako bi se dobile tablete sa poboljsanim mehani¢kim karakteristikama 1
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omogucila amorfizacija aktivne supstance. Za obe praskaste smese, tablete su pokazale optimalna
mehanicka svojstva kada je temperatura povrSinskog sloja dostigla 80°C 1 90°C, a temperatura
komore bila postavljena na 70°C 1 80°C. Shodno tome, ovi temperaturni parametri su odabrani za
proces SLS 3D Stampe.

Prilikom procene uticaja brzine lasera, inicijalni testovi su sprovedeni sa viSim brzinama (180
mm/s). Medutim, pod ovim uslovima, Stampanje je bilo neuspeSno ili su dobijene tablete
pokazivale loSe mehanicke karakteristike. Iz tog razloga su primenjene nize brzine lasera (50 1 60
mm/s). Za svaku seriju koriS¢eno je 160 g praska. Tablete su Stampane u serijama od po 6 tableta.

Tabela 7: Formulacije tableta dobijene SLS 3D Stampanjem smeSa praskova 1 1 2 pri razli¢itim
parametrima Stampe (sve formulacije su Stampane sa visinom sloja postavljenom na 180 um).

Temperatura Brzina Kori$éena
e Temperatura v
Tablete | povrsinskog komore (°C) lasera smesSa
sloja (°C) (mm/s) praskova
T1 80 70 50
T2 80 70 60 1
T3 90 80 50
T4 90 80 60
TS 80 70 50
T6 80 70 60 )
T7 90 80 50
T8 90 80 60

3.3.2.4. Karakterizacija tableta

3.3.2.4.1. Masa i dimenzije tableta

Masa odstampanih tableta merena je na analitickoj vagi Sartorius BP 210D (Sartorius, Getingen,
Nemacka). Ispitivanje variranja mase izvrSeno je na uzorku od 20 nasumi¢no odabranih tableta
(printleta) dobijenih iz svake kombinacije eksperimentalnih uslova, uz raCunanje prosec¢ne mase,
zasebno za svaku od formulacija. Dimenzije tableta (precnik i debljina) merene su pomocu
digitalnog nonijusa (Vogel, Kevelaer, Nemacka). Za obe smeSe praSkova posebno je ispitano po
20 tableta dobijenih iz svake kombinacije eksperimentalnih parametara. Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost sa standardnom devijacijom.

3.3.2.4.2. Odredivanje sadrzaja aktivne supstance

Dvadeset tableta je spraseno u tarioniku sa pistilom. Ispitivanje je izvrSeno u triplikatu, a svaki
uzorak, ekvivalentan prose¢noj masi jedne tablete, precizno je odmeren i rastvoren u 10 ml
metanola u normalnom sudu. Rastvor je podvrgnut ultrazvuénoj agitaciji uz pomo¢ ultrazvuénog
kupatila Bandelin Sonorex RK102H (Sonorex, Bandelin, Nemacka) tokom 15 minuta kako bi se
obezbedilo potpuno rastvaranje. Pripremljeni rastvor je zatim ohladen na sobnoj temperaturi 1
filtriran kroz membranski filter sa velicinom pora od 0,45 um (Milipore, Bedford, Masacusets,
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SAD). Kvantifikacija rastvorenog karvedilola sprovedena je metodom visoko efikasne tecne
hromatografije (HPLC) na Dionex Ultimate 3000 sistemu (Thermo Scientific, Voltam, Masacusets
SAD). Za analizu je koriS¢ena C18 kolona (250 x 4,6 mm, 5 um) sa mobilnom fazom koja se
sastoji od mesavine 10 mM KH2PO4 pufera (pH = 3) i acetonitrila u odnosu 60:40 (v/v). U okviru
ove metode koriS¢en je protok od 1,2 ml/min, zapremina ubrizganog uzorka od 20 pL i talasna
duzinu detekcije od 240 nm. Rezultat analize izrazen je kao koli¢ina karvedilola (mg/tableta) i kao
procenat karvedilola u odnosu na teorijski sadrzaj supstance uz standardne devijacije.

3.3.2.4.3. Odredivanje ujednacenosti sadrzaja aktivne supstance

Jedna tableta je stavljena u normalni sud od 10 ml, dodat je metanol, a normalni sud je zatim
podvrgnut tretmanu na ultrazvuénom kupatilu Bandelin Sonorex RK102H (Sonorex, Bandelin,
Nemacka) tokom 15 minuta. Nakon hladenja do sobne temperature izvrSena je filtracija. Zatim je
1 ml ovog rastvora prenet u normalni sud od 10 ml i razblaZen mobilnom fazom. Testiranje je
sprovedeno na 10 tableta svake formulacije. Koli¢ina karvedilola je odredena primenom HPLC
metode, kao $to je opisano u postupku odredivanja sadrzaja aktivne supstance.

3.3.2.4.4. Otpornost tableta na lomljenje i zatezna ¢vrstina

Otpornost tableta na lomljenje ispitana je na uredaju Erweka TBH 125D (Erweka, Langen,
Nemacka). Merenje sile koja je potrebna da slomi tabletu vr§eno je na uzorku od 3 tablete dobijene
iz svake kombinacije procesnih parametara. Na osnovu dobijenih vrednosti, primenom navedene
jednacine odredena je zatezna Cvrstina.

~_ 2

-2 (6)

o — zatezna Cvrstina (MPa)

F —ssila koja dovodi do lomljenja tablete (N)
R — precnik tablete (mm)

¢t — debljina tablete (mm)

3.3.2.4.5. Raspadljivost tableta

Raspadljivost tableta ispitana je na uredaju za ispitivanje raspadljivosti Erweka ZT 52 (Erweka,
Langen, Nemacka) uz dodatak plasticnog diska. Kao medijum je koriS¢ena destilovana voda
zapremine 800 ml na temperaturi od 37+0,5°C. Za ispitivanje raspadljivosti tableta dobijenih SLS
Stampom kori$¢ene su 3 tablete.

3.3.2.4.6. Difrakcija rendgenskih zraka na prasku (engl. Powder X-ray diffraction, PXRD)

Metoda difrakcije rendgenskih zraka koriS¢ena je sa ciljem procene stepena kristalini¢nosti
karvedilola u SLS 3D tabletama, uz pomo¢ Philips PW-1050 difraktometra (Philips, Amsterdam,
Holandija). Ovom metodom vrsi se procena fizickog stanja aktivne supstance pod ambijentalnim
uslovima. Uzorci su snimani u opsegu 26 uglova od 5 do 45° koris¢enjem CuKa (A = 1.5418 A)
izvora zracenja, sa velicinom koraka od 0,02°, vremenom zadrzavanja od 1 s po koraku i opsegom
ugla skeniranja (26°) od 6 do 50, pri naponu od 40 kV 1 jacini struje od 30 mA.
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3.3.2.4.7. Diferencijalna skenirajuc¢a kalorimetrija (engl. Differential scanning calorimetry,
DSC)

Diferencijalna skeniraju¢a kalorimetrija koriS¢ena je u cilju procene fizi¢kog stanja karvedilola i
svih koriS¢enih ekscipijenasa u SLS 3D tabletama. Za analizu je koris¢en uredaj DSC1 Mettler
Toledo (Analytical, Greifensee, Svajcarska). Uzorci dobijenih tableta (5-10 mg) su precizno
odmereni u aluminijumskim posudama sa probuSenim poklopcem zapremine 40 pl, a potom
podvrgnuti zagrevanjua u temperaturnom intervalu 25-300°C. Brzina zagrevanja bila je 10 °C/min
pri protoku od 50 ml/min azota. Dobijeni podaci su analizirani uz pomo¢ softverskog paketa
STARe Software v12.10 (Mettler Toledo, Gisen, Nemacka).

3.3.2.4.8. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (engl. Fourier
transform infrared (FTIR) spectroscopy, FT-IR spektroskopija)

Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom kori$¢ena je za detekciju potencijalnih
intermolekulskih interakcija izmedu karvedilola 1 ostalih komponenti SLS 3D tableta. Za snimanje
FT-IR spektra usitnjenih tableta, ¢istog karvedilola 1 pojedinacnih ekscipijenasa koris¢en je uredaj
Nicolet iS10 (Thermo Fisher Scientific, Voltam, Masacusets, SAD), koji je opremljen ATR
sistemom (Smart 1TR, Thermo Fisher Scientific, Voltam, Masacusets, SAD) sa so¢ivom od cink-
selenida. Spektri ispitivanih uzoraka snimani su u intervalu od 4000 do 650 cm™, sa rezolucijom
od 2 cm™, pri ¢emu je za svaki spektar izvrSeno 16 skeniranja.

3.3.2.4.9. Ispitivanje brzine rastvaranja aktivne supstance

Ispitivanje brzine rastvaranja karvedilola iz tableta vrSeno je na aparaturi sa rotiraju¢im mini
lopaticama Erweka DT 600 (Erweka, Langen, Nemacka). Kako bi se postigla supersaturacija
lekovite supstance, koriS¢eni su non-sink uslovi. Kao medijum korisc¢en je fosfatni pufer (pH=06,8)
u zapremini od 100 ml. Brzina obrtanja mini lopatica podesSena je na 50 o/min, a radna temperatura
na 37+0,5°C. Uzorkovano je po 2 ml rastvora u odgovaraju¢im vremenskim intervalima (u 5, 10,
15, 20, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 240, 360, 480. minutu). Prikupljeni uzorci su filtrirani kroz
membranski filter pre¢nika 0,45 um (Milipore, Bedford, Masacusets, SAD), a potom analizirani
HPLC metodom. Koli¢ina rastvorenog karvedilola odredena je HPLC metodom koriste¢i Dionex
Ultimate 3000 (Thermo Scientific, Voltam, Masacusets, SAD) HPLC sistem pod slede¢im
eksperimentalnim uslovima: C18 kolona (250 x 4,6 mm, 5 um), mobilna faza sastavljena od smese
60:40 (v/v) 10 mM KH2PO. (pH=3) 1 acetonitrila, protok od 1,2 mL/min, zapremina injektovanja
od 20 pL i talasna duzina detekcije od 240 nm. Ispitivanje je vrSeno u triplikatu. Udeo oslobodene
aktivne farmaceutske supstance (API) je racunat u odnosu na deklarisani sadrzaj API u tabletama.
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3.3.3. Rezultati i diskusija

3.3.3.1. Proto¢nost praskova

U Tabeli 8 prikazani su rezultati ispitivanja proto¢nosti kori§¢enih formulacija (smeSa praSkova).
Eksperimentalnim radom, zakljueno je da na protocnost pozitivno utiCu dodavanje talka 1
prosejavanje praSka kroz sito €iji otvori imaju prec¢nik 180 um. Dobijene vrednosti za proto€nost
spadaju u opseg vrednosti koje su prihvatljive, prema opisnim terminima iz Ph.Eur.11.0, ali se
nalaze blizu granice za loSu protoc¢nost. Obezbedivanje optimalne protocnosti kljuc¢no je za
postizanje ravnomerne raspodele sloja praska 1 proizvodnju tableta sa ujednacenim
karakteristikama. Sa druge strane, primenom SLS 3D Stampe kod svih formulacija dobijene su
tablete zadovoljavajuceg kvaliteta, Sto ukazuje na to da protocnost jeste vazan, ali ne i1 presudan
faktor za izradu printleta.

Tabela 8: Protocnost ispitivanih smesa praskova

Smesa Hausnerov Indeks p 5
praskova odnos kompresibilnosti =~ Protocnost
((9))
1 1,3240,05 24.39+0,05 Prihvatljiva
2 1,3340,00 25,00+0,00 Prihvatljiva

3.3.3.2. Izgled tableta

Na slici 14 prikazane su SLS 3D Stampane tablete dobijene iz smeSa praskova 1 (slika 14a) 1 2
(slika 14b), proizvedene sa Cetiri razlicite kombinacije eksperimentalnih uslova. Vizuelno, tesko
je uociti razliku izmedu tableta Stampanih pod razliitim esperimentalnim uslovima. Medutim,
kada se uporede ekstremni uslovi Stampe, kao §to je prikazano na slici 15a za tablete dobijene iz
smese praskova 1 (T1-T4) i na slici 15b za tablete iz smeSe praskova 2 (T5-T8), moze se uociti
primetna razlika. Tablete Stampane brzinom lasera od 50 mm/s, pri temperaturi povrSinskog sloja
od 90 °C 1 temperaturi komore od 80 °C (desna strana slika 15a i 15b), manje su porozne i imaju
glatkiju povrsinu. Takode, ove tablete karakteriSu se nesto manjim dimenzijama u poredenju sa
tabletama Stampanim brzinom od 60 mm/s, pri temperaturama od 80 °C 1 70 °C (leva strana slika
15a1 15b).
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Slika 14: SLS Stampane tablete iz smesSe praskova 1 (a) i smeSe praskova 2 (b) pod razli¢itim
uslovima Stampe (temperatura povrSinskog sloja (°C) / temperatura komore (°C) / brzina lasera
(mm/s) sleva na desno: 80/70/60, 80/70/50, 90/80/60, 90/80/50).

B e 80 50) T6 (80 70 60)  T7 (90 80 50)
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Slika 15: Tablete dobijene iz smeSe praskova 1 (2a) i 2 (2b) proizvedene pod uslovima Stampe —
temperatura povrSinskog sloja (°C)/temperatura komore (°C)/brzina lasera (mm/s) od
90°C/80°C/50 mm/s (desna strana na 16a i 16b) i 80°C/70°C/60 mm/s (leva strana na 16a i 16b).

3.3.3.3. Masa i dimenzije tableta

Tabela 9 prikazuje masu, precnik i1 debljinu tableta. Na osnovu dobijenih rezultata, zakljuceno je
da tablete pripremljene od obe praSkaste smeSe, pod sva Cetiri eksperimentalna uslova, ispunjavaju
farmakopejske zahteve (Ph. Eur. 11.0) u pogledu variranja mase.!>? Prethodna istraZivanja su
pokazala da temperatura komore pozitivno uti¢e na masu Stampanih tableta; kako se temperatura
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komore povecava, dobijaju se tablete ve¢e mase. Nasuprot tome, brzina laserskog skeniranja ima
suprotan efekat. Tablete Stampane pri ve¢im brzinama lasera imaju tendenciju ka manjoj masi u
poredenju sa onim Stampanim pri manjim brzinama. Pri nizim brzinama lasera, ¢estice praha su
duze izlozene dejstvu lasera, Sto im omoguéava da apsorbuju viSe energije tokom procesa
sinterovanja. Ovo, u kombinaciji sa vi§im temperaturama komore, dovodi do topljenja 1 fuzije
polimernih komponenti u smesi praha, ¢ime se smanjuje prostor izmedu estica.!> Time se mogu
objasniti rezultati dobijeni i u ovoj studiji.

Sli¢ne rezultate dobili su Madzarevi¢ i saradnici u istrazivanju u okviru koga su SLS 3D
tehnologijom uspesno Stampali prinltete irbesartana. Primeceno je da tablete odStampane manjom
brzinom lasera imaju tendenciju da imaju vecu masu, jer su Cestice praska izlozene vecoj gustini
energije, prazni prostori su smanjeni i ima vise prostora za sinterovanje &estica.!!*

Tabela 9: Masa 1 precnik tableta dobijenih SLS Stampom (srednja vrednost + SD)
(parametri Stampe navedeni su u zagradama slede¢im redosledom: temperatura povrsinskog sloja
(°C), temperatura komore (°C) i brzina lasera (mm/s)).

Tablete Forlulacija Pre¢nik (mm) Debljina (mm) Masa (mg)
T1 (80 70 50) 9,02+0,01 3,73+0,01 121,55+1,57
T2 (80 70 60) . 9,04+0,01 3,74+0,01 120,4542,14

Smesa
T3 (90 80 50) praskova 1 8,99:0,03 3,700,02 124,65+1,18
T4 (90 80 60) 9,0140,01 3,7140,01 122,35+1,27
T5 (80 70 50) 8,96+0,12 3,93+0,14 158,67+5,18
T6 (80 70 60) . 8,990,10 3,97+0,10 142,9146,87
Smesa
T7 (90 80 50) praSkova 2 8,92+0,11 3,92+0,09 168,25+4,34
T8 (90 80 60) 8,98+0,14 3,96+0,11 153,88+5,41

Kao §to je prethodno navedeno, niza brzina lasera i viSa temperatura komore rezultuju ¢vrséim,
guséim 1 tezim tabletama usled intenzivnijeg sinterovanja i smanjenja poroznosti. Promenom
temperature, pri istoj brzini lasera, uocava se razlika u masi tableta. Tablete izradene na viSim
temperaturama pokazale su veéu masu u odnosu na one izradene na niZim temperaturama.
Identi¢ni uticaj procesnih parametara zabelezeni su u slucaju obe koriS¢ene smese praskova.
Dakle, tablete proizvedene pri viS§im temperaturama i1 nizim brzinama skeniranja laserom bile su
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manje porozne, $to je dovelo do vece gustine, ve¢e mase 1 manjih dimenzija. Ova saznanja su u

skladu sa rezultatima koje su objavili Fina 1 saradnici, koji su utvrdili da su tablete Stampane pri

ve¢im brzinama laresa poroznije i sa manjom masom.'>

3.3.3.4. Odredivanje sadrzaja i ujednacenosti sadrzaja aktivne supstance

Analiza odredivanja sadrzaja aktivne supstance pokazala je da je aktivna supstanca ostala stabilna
i nije doslo do njene degradacije tokom procesa 3D Stampe, uprkos koriS¢enju visoke temperature
povrsinskog sloja. Odredene vrednosti kretale su se u rasponu od 90-110% teorijskog sadrzaja
aktivne supstance (Tabela 10), Sto je u skladu sa prihvatljivim kriterijumom navedenim u
monografiji Ameri¢ke farmakopeje za tablete karvedilola (USP-NF 2024, Carvedilol Tablets).!>

Tabela 10: Prikaz rezultata odredivanja sadrzaja i ujednacenosti sadrzaja aktivne supstance.

Koli¢ina . «
karvedilola u Ujednacenost
Tablete . . . Sadrzaj (% + SD) * | sadrzaja (AY, % =
jednoj tableti SD) **
(mg/tablet = SD)

T1 12,67 +0,12 104,28 +£ 1,23 7,89 £0,77
T2 12,61+ 0,14 104,73 + 1,64 8,88 £ 0,90
T3 12,98 + 0,21 104,17 £2,73 7,19 £1,03
T4 12,89+ 0,11 105,39 +1,5 5,72 £ 0,45
T5 14,83 £0,13 93,44 +£0,90 7,58 £0,55
T6 14,69 + 0,04 102,80 £+ 0,05 6,44 + 0,43
T7 15,69+ 0,16 93,28 + 1,49 5,86 + 0,68
T8 14,58 £ 0,14 94,74 + 1,23 7,03 £0,49

* Kriterijum prihvatljivosti za sadrzaj karvedilola: £10% od deklarisanog sadrZaja (Farmakopeja Sjedinjenih
Americkih Drzava — Nacionalni Formular 2024 (USP - NF 2024) - Tablete karvedilola).
** Kriterijum prihvatljivosti za AV vrednost (Acceptance value - AV): <15% (Evropska farmakopeja, 11.
Izdanje — Poglavlje 2.9.40).1535%

Sli¢ni rezultati zabeleZeni su u literaturi. U studiji Adamov i saradnika, tablete zolpidem-tartrata
Stampane su SLS 3D tehnologijom pri temperaturi povrSinskog sloja od 150 °C, temperaturi
komore od 130 °C i brzinom lasera od 150 mm/s. Pokazano je da pod ovim uslovima nije doslo
do degradacije aktivne supstance, jer je sadrzaj zolpidema ostao u granicama 90—-110% teorijske
vrednosti, u skladu sa USP monografijom za tablete zolpidem-tartrata. Ovi nalazi dodatno
potvrduju da pravilnim izborom procesnih parametara moze da se obezbedi ocuvanje stabilnosti
API tokom SLS $tampe, §to je dugo predstavljalo kljuénu prepreku u razvoju ove tehnologije.'*®

Dodatno, u studiji koju su sproveli Fina i1 saradnici, meSavine paracetamola i polimera u
koncentracijama od 5%, 20% 1 35% podvrgnute su razliitim intenzitetima lasera kako bi se
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procenila potencijalna degradacija lekovite supstance pri porastu intenziteta lasera. Ispitivanjem
dobijenih uzoraka pokazano je da je znaCajan deo paracetamola ostao u amorfnoj formi, bez
degradacije, ¢ak i pri visokom intenzitetu lasera.!*

Kada je rec¢ o ujednacenosti sadrzaja aktivne supstance, ujednacenost sadrzaja tableta karvedilola
dobijenih SLS 3D Stampom bila je unutar prihvatljivih granica, $to pokazuje da SLS 3D
tehnologija Stampe pouzdano proizvodi tablete sa konzistentnim sadrzajem aktivne supstance.

3.3.3.5. Otpornost tableta na lomljenje

Procesni parametri, poput brzine lasera i temperature komore, znacajno uticu na ¢vrstinu tableta
proizvedenih SLS 3D Stampom. Prethodna istrazivanja su pokazala da tablete Stampane na viSim
temperaturama komore imaju vecu ¢vrstinu 1 guséi raspored Cestica, Sto je posledica povecanog
stepena sinterovanja pri poviSenim temperaturama. Suprotno tome, pri vecim brzinama lasera
dobijaju se tablete manje Cvrstine, obzirom da kra¢e vreme zraCenja laserom za posledicu ima
smanjenu apsorpciju energije od strane smese praskova.!*

Tablete dobijene iz obe smeSe praskova pokazale su zadovoljavajucu ¢vrstinu 1 nisu se lako lomile
tokom rukovanja. U Tabeli 7 prikazane su vrednosti ¢vrstine i zatezne ¢vrstoce za tablete dobijene
iz smesSa praskova 1 1 2. Kod smese praskova 1, vrednosti ¢vrstine varirale su od 54,33 do 64,67
N, a vrednosti zatezne ¢vrstoc¢e od 1,08 do 1,31 MPa. Prilikom poredenja tableta proizvedenih na
istoj temperaturi, ali pri razliitim brzinama lasera, postignuta je nesto veca ¢vrstina pri manjim
brzinama lasera, §to je i ocekivano (T1 > T2 i1 T3 > T4). Takode je pokazano da tablete Stampane
pri viSim temperaturama imaju vecu ¢vrstinu (T3 >T1 1 T4 > T2).

Tabela 11: Cvrstina SLS 3D $tampanih tableta (srednja vrednost = SD) (parametri §tampe su dati

u zagradama u slede¢em redosledu: temperatura povrSinskog sloja (°C), temperatura komore (°C)
1 brzina lasera (mm/s)).

Zatezna ¢vrstoca

Tablete Formulacija Cvrstina (N) (MPa)
T1 (80 70 50) 58,0+1,0 1,16+0,021
T2 (80 70 60) 54,33+1,15 1,08+0,024

Smesa praskova 1
T3 (90 80 50) 64,67+0,58 1,31+0,01
T4 (90 80 60) 60,33+0,58 1,21+0,013
T5 (80 70 50) 62,5+14,6 1,13+0,29
T6 (80 70 60) " " 55,8+16,2 0,97+0,30
Smesa praskova 2
T7 (90 80 50) 70,8+19,6 1,28+0,37
T8 (90 80 60) 65,5+18,1 1,194+0,33

Sli¢ni rezultati primeceni su 1 kod tableta dobijenih i1z smese prasSkova 2, gde su vrednosti ¢vrstine
varirale od 55,8 N do 70,8 N, a vrednosti zatezne ¢vrstoc¢e od 0,97 MPa do 1,28 MPa. Tablete
proizvedene pri brzini lasera od 50 mm/s, temperaturi komore od 80 °C i temperaturi povrSinskog
sloja od 90 °C pokazale su najviSe vrednosti ¢vrstine. Ovo se moZe pripisati smanjenju brzine
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lasera 1 povecanju temperaturnih uslova, §to zajedno dovodi do dobijanja manje poroznih tableta
sa ja¢im meducesti¢nim vezama, koje su otpornije na lomljenje. Suprotno tome, tablete T6 (80 70
60) su bile najporoznije 1 imale su najnizu cvrstinu. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa
rezultatima Fine i saradnika, koji su pokazali da su tablete pripremljene pri viSim brzinama
laserskog skeniranja imale manju ¢vrstinu, §to je rezultat nizeg stepena sinterovanja i manjeg broja
veza izmedu Cestica praska.'>*

Takode, Cvrstina tableta zavisi i od koriS¢enih ekscipijenasa. Recimo, u literaturi postoje podaci
koji ukazuju na to da upotreba laktoze monohidrata moze smanjiti ¢vrstinu tableta dobijenih SLS
3D Stampom. To je potvrdeno i u studiji Madzarevi¢ i saradnika. Cilj ove studije bio je ispitati
uticaj gustine energije (engl. Energy density, ED) i faktora formulacije na mogucnost Stampanja i
karakteristike SLS tableta irbesartana. Kod vecine SLS tableta, sila lomljenja bila je preniska da
bi se mogla detektovati. Ovo je narocCito bilo izrazeno kod tableta koje sadrze laktozu
monohidrat.!'* Sa druge strane, u okviru ove studije koris¢eni su polivinil alkohol i manitol kao
osnovne komponente matriksa, Sto je rezultiralo dobijanjem tableta zavodoljavaju¢e mehanicke
otpornosti

3.3.3.6. Raspadljivost tableta

Rezultati ispitivanja raspadljivosti tableta dobijenih iz smesa praskova 1 1 2 prikazani su u Tabeli
12. Efekat brzine lasera na raspadljivost bio je zanemarljiv, dok je uoceno da su tablete
proizvedene pri viSim temperaturnim uslovima pokazale nesto duze vreme dezintegracije. Ipak, s
obzirom na relativho male razlike u primenjenim temperaturama, ukupni efekat na vreme
raspadljivosti je vrlo mali.

Tabela 12: Vreme raspadanja SLS tableta dobijenih iz smesa praskova 1 1 2 (parametri Stampe su
dati u zagradama u slede¢em redosledu: temperatura povrsinskog sloja (°C), temperatura komore
(°C) 1 brzina lasera (mm/s)).

Smesa T1 (80 70 50) T2 (8070 60) | T3 (90 80 50) T4 (90 80 60)
praskova 1

6 min 05 s Smin 52 s 6 min 48 s 6 min 30 s

Smesa TS5 (80 70 50) T6 (80 70 60) | T7 (90 80 50) T8 (90 80 60)
praskova 2

2 min 15s 2 min 10s 2 min 35s 2 min 28 s

Poredenjem vremena dezintegracije obe formulacije (smeSe praskova), jasno je da su tablete
dobijene iz smeSe 2 pokazale brzu dezintegraciju. Ova pojava se moze objasniti dodatkom
manitola, koji se brzo rastvara, formirajuci kanale unutar strukture tablete i time dodatno olakSava
prodiranje vode u njenu unutra$njost.!'>’

U studiji autora Seoane-Viafio i saradnika, takode je pokazano da se sa porastom brzine lasera
dobijaju poroznije tablete, pa se samim tim smanjuje vreme raspadanja. U ovom istrazivanju,
tehnologija selektivnog laserskog sinterovanja koriS¢ena je za izradu placebo tableta u obliku
torusa, primenom razli¢itih brzina lasera. In vitro testovi raspadljivosti tableta izvedeni su
koriS¢enjem standardnog USP aparata za ispitivanje raspadljivosti, kao 1 alternativne metode koja
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koristi smanjenu zapreminu medijuma i manji intenzitet agitacije. Printlete izradene pri brzini
lasera od 90 mm/s pokazale su prosecno in vitro vreme raspadanja od 7,2 = 1 min (mereno pomocéu
USP aparata) i 25,5 + 4,1 min (mereno alternativnom metodom). Nasuprot tome, printlete
proizvedene pri vecoj brzini lasera od 130 mm/s imale su in vitro vreme raspadanja od 2,8 + 0,8
min (USP aparat) i 18,8 + 1,9 min (alternativna metoda).!>®

3.3.3.7. Difrakcija rendgenskih zraka na prasku (engl. Powder X-ray diffraction, PXRD)

Difrakcija rendgenskih zraka je radena kako bi se procenio stepen kristalini€nosti aktivne
supstance, pre i nakon procesa Stampe.

ottt Dty TAIS0B0EE)

S~ PN T3(908050)
\\\\4~“~—-"’/\\“«*Jk-A~”_~_*,_wh_lgi§919jﬂaﬁ

N T1(e07050)

L

10 20 30 40 50

Intenzitet (a.u.)

101



w

\ th L noniaa TT0808050)
R T IR Y"1 1)
e TR0

\&__Ll | Parteck® M 200
\J\JJMUU CRV

10 20 30 40 50
20 ()

Intenzitet (a.u.)

b)

Slika 16: Difraktogrami karvedilola i sprasenih SLS 3D tableta dobijenih iz smeSe praskova 1 (a)
1 smeSe praskova 2 (b) (parametri Stampe dati su u zagradama slede¢im redosledom: temperatura
povrsinskog sloja (°C), temperatura komore (°C) 1 brzina lasera (mm/s)).

Na slici 16 prikazani su difraktogrami Cistog karvedilola i tableta dobijenih iz smeSe praSkova 1
(Slika 16a) i smese praskovaa 2 (Slika 16b). Cist karvedilol pokazuje karakteristi¢ne intenzivne i
ostre pikove na 26 uglovima = 5,8°, 14,9°, 18,5° 1 24,4°, §to je karakteristi¢no za polimorfni oblik
II karvedilola i §to ukazuje na kristalnu prirodu ove lekovite supstance.'*8 U studiji autra Alves i
saradnika, ispitivani su uzorci tri razli¢ita proizvodaca karvedilola, gde je pokazano da uzorci iz
sva tri proizvodaca poseduju izraZzene pikove na 20 = 5,84°, 13,04°, 14,84°, 17,56°, 18,48° i
24,36°.1%° Polozaji pikova karvedilola kori§éenog u okviru ovog istrazivanja se slazu sa onima koji
su ranije prijavljeni za njegov polimorfni oblik II.!38:159-160

Iz difraktograma spraSenih tableta dobijenih Stampanjem smese praskova 1 moze se primetiti da
su karakteristicni pikovi karvedilola gotovo nestali, Sto ukazuje na njegovu delimi¢nu
amorfizaciju. Dakle, s obzirom na to da pikovi nisu u potpunosti nestali, ne moze se reci da je
doslo do potpune amorfizacije.
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Gubitak karakteristi¢nih ostrih pikova karvedilola zabeleZen je i u studiji koju su sproveli Tabriz 1
saradnici, €iji je cilj bio primena selektivnog laserskog sinterovanja u izradi personalizovanih
doznih oblika karvedilola razli¢itih ja¢ina. Stampanje je vreno pomoéu SnowWhite SLS §tampada
(SHAREBOT, Nibijono, Italija) opremljenog CO: laserom snage 14 W. U tu svrhu, smeSe
karvedilola i kopolimera vinilpirolidona i vinilacetata (Kollidon® VA64) u razli¢itim odnosima
podvrgnute su procesu sinterovanja radi dobijanja tableta koje sadrze 3,125 mg, 6,25 mgi 12,5 mg
karvedilola. Temperatura tokom procesa Stampanja bila je podesena na 90 °C, kao Sto je slucaj i u
ovoj disertaciji.''’

Sli¢éni rezultati dobijeni su i za tablete proizvedene iz smeSe praskova 2 (T5-T8). Glavni
difrakcioni pikovi karvedilola gotovo su nestali, §to ukazuje na znacajan pad kristalini¢nosti 1
prelazak u amorfno stanje. Cist manitol pokazuje izrazene pikove na 20 = 10,4°, 14,6°, 16,75°,
18,75°, 20,4°, 23,35° 1 29,45°, koji odgovaraju difrakcionim obrascima njegove najstabilnije -
polimorfne forme.'®"'62 Veéina pikova prisutnih na difraktogramima formulacija T5-T8 potic¢e od
manitola, koji je zadrzao svoju kristalnu strukturu i nakon §to je bio izloZen procesu SLS 3D
Stampe.

Radi poredenja uticaja razli¢itih parametara Stampanja, stepen kristalini¢nosti je izracunat za
karvedilol, manitol 1 sve dobijene Stampane tablete metodom integracije. Ova metoda koristi pravu
baznu liniju 1 uporeduje povrsinu ispod celokupnog difraktograma sa povrSinom ispod kristalnih
pikova, prema sledecoj jednacini:

Kristalini¢nost = (povrsina ispod difrakcionih pikova) / (povrSina ispod celokupnog dijagrama)

IzraCunate vrednosti stepena kristalini¢nosti (Tabela 13) ukazuju na prisustvo rezidualne
kristalini¢nosti u svim uzorcima, koja pretezno potice od pomocnih supstanci prisutnih u
formulacijama tableta (posebno se moze uociti kod tableta sa manitolom).

Tabela 13: Kristalini¢nost karvedilola, manitola i SLS 3D-Stampanih tableta (parametri Stampe
navedeni su u zagradama redosledom: temperature povrSinskog sloja (°C), temperatura komore
(°C) 1 brzina lasera (mm/s)).

Uzorak Kristalini¢nost (%)
T1 (80 70 50) 24,5
T2 (80 70 60) 25,4
T3 (90 80 50) 25,6
T4 (90 80 60) 27,3
T5 (80 70 50) 46,4
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T6 (80 70 60) 47,9

T7 (90 80 50) 42,8
T8 (90 80 60) 44,1
Karvedilol 90,0
Manitol 88,6

Konverzija aktivne supstance iz kristalnog u amorfni oblik primenom SLS 3D S§tampe uocena je i
u studiji autora Fina i saradnika, gde je kao aktivna supstanca kori§¢en paracetamol, §to je izmedu
ostalog potvrdeno difrakcijom rendgenskih zraka.!>® Prisustvo indometacina u amorfnoj formi
zabelezeno je u studiji Thakkar 1 saradnika na granulama dobijenim procesom granulacije
zasnovanim na ekstruziji topljenjem i SLS 3D Stampanim tabletama koje su dobijene od pomenutih
granula.!"* Pored toga, u studiji Hameda i saradnika, doslo je do uspesne amorfizacije lopinavira
pomicu SLS tehnologije 3D Stampe. Na osnovu PXRD analize moZze se zakljuciti da je doslo da
drastiénog smanjenja intezivnih pikova kristalnog lopinavira, §to ukazuje na njegovu
amorfizaciju.!!’

3.3.3.8. Diferencijalna skenirajuca kalorimetrija (engl. Differential Scanning Calorimetry,
DSC)

Radi proucavanja termalnog ponaSanja supstanci, vrSena je DSC analiza. Na slici 17 prikazani su
termogrami lekovite supstance karvedilola i tableta dobijenih iz smeSe praskova 1 (17a), odnosno

smese praskova 2 (17b).

Karvedilol je pokazao oStar endotermni vrh na 117,67°C, §to odgovara temperaturi topljenja
polimorfnog oblika II.12%:15%:163
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Slika 17: Termogrami karvedilola i sprasenih tableta dobijenih iz smeSe 1 (a) i smeSe 2 (b)
(parametri Stampe su dati u zagradama slede¢im redosledom: temperature povrSinskog sloja (°C),
temperatura komore (°C) i brzina lasera (mm/s)).

Na slici 17a 1 17b, u slu€aju obe formulacije, na Cetiri razli¢ita eksperimentalna uslova, uoc¢avaju
se veoma mali pikovi topljenja karvedilola na osnovu kojih se dolazi do zakljucka da je tokom
Stampanja, pod uticajem temperature i energije lasera, doSlo do delimi¢ne amorfizacije
karvedilola. Pik topljenja je najmanje izraZzen pri viSim temperaturnim uslovima (temperatura
povrsinskog sloja 90 °C i temperatura komore 80 °C), dok je pri nizim temperaturama (temperatura
pogoduje veéem stepenu amorfizacije. Brzina lasera u slucaju obe smese praskova nije imala
znacajan uticaj na amorfizaciju karvedilola.

U slucaju tableta dobijenih iz praskaste smese 1 (Slika 17a), Sirok pik na ~200 °C povezan je sa
polivinil alkoholom, §to je rezultat nekoliko fenomena, ukljucujuéi isparavanje vode iz polimera i
staklasti prelaz.'®* Kod tableta dobijenih iz praskaste smese 2 (Slika 17b), ovi pikovi su odsutni,
jer je koli¢ina PVA smanjena i zamenjena manitolom u odnosu na tablete dobijene iz praskaste
smeSe 1. Izrazen endotermni pik u tabletama dobijenim iz praskaste smese 2, na 167,83 °C,
povezan je sa topljenjem manitola, a ovaj pik ostaje na istoj poziciji u termogramima svih
Stampanih formulacija.
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U studiji MadZarevi¢ i saradnika takode je pokazano da je SLS 3D Stampa dovela do amorfizacije
lekovite supstance, Sto se jasno vidi iz izostanka pikova topljenja na DSC difraktogramima tableta
irbesartana, za razliku od fizickih smeSa u kojima je prisutna kristalna forma ove lekovite
supstance. Amorfna forma u SLS tabletama rezultat je konverzije izazvane poviSenom
temperaturom i delovanjem laserskog zrac¢enja tokom procesa Stampe, $to je u potpunosti u skladu
sa nalazima ovog istrazivanja.''*

U studiji Tabriz i saradnika takode je pokazano da je SLS 3D sStampom bilo moguée prevesti
inicijalno kristalan naproksen u amorfno stanje. Rezultati diferencijalne skenirajuce kalorimetrije
pokazali su da je usled primenjene toplote naproksen bio rastvoren u polimernom matriksu, §to je
rezultiralo izostankom bilo kakvih endotermnih pikova topljenja lekovite supstance.'®®

3.3.3.9. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (engl. Fourier
transform infrared (FT-IR) spectroscopy, FT-IR spektroskopija)

FT-IR spektroskopija je radena radi ispitivanja potencijalnih interakcija lekovite supstance
karvedilola 1 pomo¢nih supstanci koje su koriS¢ene za dobijanje SLS tableta. Pomo¢u FT-IR
spektroskopije moguce je identifikovati prisustvo intermolekulskih interakcija tako Sto se prate
promene u frekvencijama apsorpcije infracrvenog zracenja, koje poti¢u od funkcionalnih grupa
prisutnih u analiziranim molekulima. Na slici 18 su prikazani FT-IR spektri karvedilola i tableta
dobijenih iz smeSe praskova 1 (slika 18a), odnosno smese praskova 2 (slika 18b).
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Slika 18: FT-IR spektri karvedilola 1 usitnjenih tableta dobijenih iz smeSe praskova 1 (a) i smeSe
praskova 2 (b) (parametri Stampanja su dati u zagradama slede¢im redosledom: temperature
povrsinskog sloja (°C), temperatura komore (°C) 1 brzina lasera (mm/s)).

Cist karvedilol je pokazao karakteristiéne apsorpcione trake na 3341 cm™ (N-H i O—H vibracije
istezanja), 2924 cm™' (C—H alifati¢ne vibracije istezanja), 1589 cm™ (N-H vibracije savijanja),
1500 cm™ (C—C aromati¢ne vibracije istezanja) i 1252 cm™ (C-N vibracije istezanja), $to je u
skladu sa spektrima dostupnim u literaturi.!?®13® Zbog razlika u formiranju vodoni¢nih veza,
apsorpcione trake karakteristicne za N—H 1 O—H vibracije istezanja Cesto se koriste za razlikovanje
polimorfnih formi karvedilola. Apsorpciona traka se nalazi na 3451 cm™ u slucaju forme I, dok se
u slu¢aju forme II ista apsorpciona traka nalazi na 3345 cm™.'?* Ovo je potvrdilo rezultat PXRD
analize, odnosno da je karvedilol kori§¢en u ovom istrazivanju bio u polimorfnoj formi II.

Promene u apsorpcionim trakama karvedilola na 3341 cm™ 1 u opsegu izmedu 16501 1550 cm™,
uoCene u spektrima usitnjenih tableta dobijenih SLS S$tampom, ukazuju na prisustvo
medumolekulskih interakcija izmedu karvedilola 1 polimera PVA. Sli¢ne interakcije su takode
primecene i u slu¢aju koamorfnih sistema karvedilola i aminokiselina.'*® Uogene interakcije mogu
doprineti amorfizaciji karvedilola 1 dodatno doprineti stabilizaciji njegove amorfne forme.
Prilikom analize FT-IR spektra tableta dobijenih iz smeSe praskova 2, koja sadrzi manitol, moZze
se zakljuciti da nije bilo detektabilnih interakcija izmedu funkcionalnih grupa karvedilola 1
manitola, obzirom na izostanak pomeranja apsorpcionih traka karvedilola.
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3.3.3.10. Ispitivanje brzine rastvaranja aktivne sustance

Na slici 19 prikazani su profili brzine rastvaranja karvedilola iz tableta dobijenih Stampom smese
1, pri Cetiri razli¢ita eksperimentalna uslova Stampe. Jasno je da je brzina rastvaranja karvedilola
iz tableta viSa u poredenju sa Cistim karvedilolom. Amorfna forma lekovite supstance ima bolju
rastvorljivost, a samim tim i brZe rastvaranje u poredenju sa kristalnom formom.!®%167 § obzirom
na to da su prethodne analize (DSC, PXRD i FT-IR) pokazale znacajne promene u ¢vrstom stanju
karvedilola koje ukazuju na njegov delimi€an prelazak iz kristalne u amorfnu formu tokom procesa
SLS 3D stampe, ispitivanje brzine rastvaranja dodatno potvrduje postignutu amorfizaciju. Ova
potvrda je posebno izrazena kada se uporedi profil rastvaranja Cistog (kristalnog) karvedilola sa
onim iz tableta dobijenih SLS 3D Stampom.

Primena SLS 3D Stampe za amorfizaciju teSko rastvorljivih lekovitih supstanci prethodno je
takode ispitivana od strane Davis-a i saradnika. Zahvaljuju¢i optimalnoj kombinaciji proto¢nih
svojstava smeSe 1 parametara SLS 3D Stampe, uspeSno su razvijene tablete koje sadrze amorfne
¢vrste disperzije ritonavir-kopovidona. Ova studija je potvrdila da se SLS 3D Stampa mozZe koristiti
kao jedinstvena platforma za kreiranje farmaceutskih oblika zasnovanih na amorfnim ¢vrstim
disperzijama, sa poboljsanom rastvorljivo$éu aktivne supstance.'®
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Slika 19: In vitro profili rastvaranja karvedilola iz Stampanih tableta dobijenih iz smese praskova
1 u poredenju sa ¢istom aktivnom supstancom (parametri Stampe su dati u zagradama redosledom:
temperatura povrsinskog sloja (°C), temperatura komore (°C) 1 brzina lasera (mm/s)).

Ranija istrazivanja su pokazala da poroznije printlete brze oslobadaju aktivnu supstancu jer je u
tom slucaju veca dostupna povrsina za kontakt sa medijumom, te je tako omogucéeno njegovo brze
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1 dublje prodiranje unutar tablete ¢ime se povecava brzina rastvaranja aktivne supstance. Pokazano
je da je poveéanjem temperature komore izrazenije topljenje i manja poroznost, §to dovodi do
sporijeg rastvaranja aktivne supstance. Sa druge strane, pove¢anjem brzine lasera, poroznost
printleta raste $to posledi¢no vodi brzem rastvaranju aktivne supstance.'%
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Slika 20: /n vitro profili rastvaranja karvedilola iz tableta dobijenih iz smeSe praskova 1 — uticaj
temperaturnih uslova na brzinu rastvaranja karvedilola pri brzini lasera od 50 mm/s (Slika 20a) i
60 mm/s (Slika 20b); parametri Stampe su dati u zagradama redosledom: temperatura povrsinskog
sloja (°C), temperatura komore (°C) i brzina lasera (mm/s).

Na osnovu rezultata prikazanih na slici 21 (a i b) mogu se izvesti zakljucci koji su u potpunosti u
skladu sa prethodnim istrazivanjima.'° Posmatranjem uzorkaka dobijenih pri istoj brzini lasera,
ali pri razli¢itim temperaturnim uslovima (npr. T1 u poredenju sa T3 ili T2 u poredenju sa T4),
jasno se uocava da tablete dobijene pri viSim temperaturama pokazuju sporije oslobadanje
karvedilola. To je u skladu sa ranijim zapazanjima da povecanjem temperature dolazi do
izrazenijeg topljenja materijala, smanjenja poroznosti i povecanja ¢vrstoce tablete. Takve tablete
su kompaktne i teze propustaju medijum u svoju unutraSnjost, $to usporava rastvaranje aktivne
supstance.

U okviru ispitivanja otpornosti tableta na lomljenje (tabela 11) pokazano je da tablete formirane
pri viS§im temperaturama poseduju vecu ¢vrstinu i manju poroznost, dok tablete dobijene pri nizim
temperaturama karakteriSe smanjena Cvrstina 1 povecana poroznost. Povecana poroznost
omogucava laksi 1 brzi prodor medijuma u unutrasnjost tablete, ¢cime se ubrzava oslobadanje
karvedilola.

Nesto viSe koncentracije rastvorenog karvedilola postignute su iz tableta odStampanih pri vecoj
brzini lasera (60 mm/s). Na osnovu ovih rezultata moze se zakljuciti da brzina lasera predstavlja
vazan faktor koji utiCe na brzinu rastvaranja lekovite supstance.
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Slika 21: /n vitro profili rastvaranja karvedilola iz tableta dobijenih iz smeSe praskova 1 — uticaj
brzine lasera na brzinu rastvaranja karvedilola pri nizim (Slika 21a) 1 vi§im temperaturama (Slika
21b; parametri Stampe su dati u zagradama redosledom: temperatura povrSinskog sloja (°C),
temperatura komore (°C) i brzina lasera (mm/s)).

Kao $to je ve¢ istaknuto u prethodnim istrazivanjima, pokazano je da povecanjem brzine lasera
raste poroznost printleta, $to posledi¢no dovodi do brzeg rastvaranja aktivne supstance.'% Rezultati
dobijeni u ovom ispitivanju potvrduju da brzina lasera ima znacajan uticaj na brzinu rastvaranja
karvedilola, pri ¢emu se isti trend uocava 1 pri nizim 1 pri viSim temperaturama.

Naime, smanjenjem brzine lasera povecava se vreme kontakta izmedu laserskog zraka i Cestica
praha, §to omogucava efikasnije sinterovanje. Kao posledica, dobijene tablete su kompaktnije 1
cvrsée, Sto dovodi do sporijeg prodiranja medijuma u njihovu unutrasnjost i samim tim do
smanjenja brzine rastvaranja karvedilola. Suprotno tome, pri vi§im brzinama lasera proces prelaska
preko Cestica je brzi i manje intenzivan, sinterovanje je slabije, pa se formiraju mekse i poroznije
tablete. Takve tablete poseduju manju ¢vrstinu i omogucavaju brzi prodor medijuma, $to rezultira
ve¢om brzinom rastvaranja karvedilola. Ovaj trend je dodatno potvrden i kroz ranije sprovedene
analize. U okviru ispitivanja otpornosti tableta na lomljenje pokazano je da tablete dobijene veCom
brzinom lasera poseduju manju ¢vrstinu, dok je u testovima raspadljivosti utvrdeno da se pri ve¢im
brzinama lasera formiraju poroznije tablete koje se lakSe raspadaju. Time se dosledno potvrduje
da brzina lasera predstavlja vazan parametar u kontroli mehanickih karakteristika tableta, pa
samim tim 1 brzini rastvaranja aktivne supstance.
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Nesto brze inicijalno rastvaranje karvedilola uoceno je kod formulacija dobijenih Stampom tableta
iz smesSe praskova 2. Na slici 23 prikazan je profil rastvaranja karvedilola u razli¢itim vremenskim
taCkama iz tableta dobijenih kori§¢enjem praskaste smese 2. PoboljSani profil rastvaranja moze se
pripisati prisustvu manitola (Parteck® M 200) u formulaciji, koji, kao funkcionalni ekscipijens,

omogucava brze raspadanje tableta i samim tim ubrzano oslobadanje aktivne supstance iz
matriksa.!®
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Slika 22: In vitro profili rastvaranja karvedilola iz Stampanih tableta dobijenih iz smeSe praskova
2 u poredenju sa ¢istom aktivnom supstancom (parametri Stampe su dati u zagradama redosledom:
temperatura povrSineskog sloja (°C), temperatura komore (°C) i brzina lasera (mm/s)).

Uticaj temperature, pri istoj brzini lasera, bio je razli¢it u slucaju tableta dobijenih iz smeSe
praskova 2 (T5-T8) u poredenju sa tabletama izradenim iz smese praskova 1 (T1-T4). Analizom
dobijenih rezultata uoCeno je da tablete formirane na viSim temperaturnim uslovima (90 °C
temperatura povrSinskog sloja 1 80 °C temperatura komore) u smesi praskova 2 pokazuju vecu
brzinu rastvaranja karvedilola, $to je suprotno od rezultata dobijenih za smeSu praSkova 1. Ovakav
efekat moZe se pripisati viSem stepenu amorfizacije aktivne supstance, dok je dodatno prisustvo
manitola doprinelo ubrzanom raspadanju tableta i samim tim olakSalo oslobadanje karvedilola.
Ipak, uocene razlike su manje izrazene u odnosu na tablete dobijene iz smese praskova 1.
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Slika 23: In vitro profili rastvaranja karvedilola iz tableta dobijenih iz smeSe praskova 2 — uticaj
temperaturnih uslova na brzinu rastvaranja karvedilola pri brzini lasera od 50 mm/s (Slika 23a) i
60 mm/s (Slika 23b; parametri Stampe su dati u zagradama redosledom: temperatura povrSinskog
sloja (°C), temperatura komore (°C) 1 brzina lasera (mm/s)).
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Kod tableta dobijenih iz smeSe praSkova 1, povecana temperatura omogucila je izrazeniju
amorfizaciju karvedilola u odnosu na nize temperaturne uslove, ali je istovremeno dovela do
formiranja ¢vrs¢ih 1 manje poroznih tableta. Zbog toga je veca brzina rastvaranja zabelezena kod
tableta izradenih pri nizim temperaturama, gde je poroznost bila izrazenija. Suprotno tome, kod
tableta izradenih iz smeSe praskova 2 viSa temperatura je omogucila izraZeniju amorfizaciju
karvedilola, a 1 pored formiranja ¢vrS¢ih tableta, prisustvo manitola omogucilo je njihovu brzu
dezintegraciju.'® Kao rezultat, tablete dobijene pri viSim temperaturama pokazale su brze
rastvaranje karvedilola, zahvaljuju¢i kombinovanom efektu amorfizacije 1 funkcionalne uloge
manitola.

Kada se medusobno uporede profili rastvaranja karvedilola iz tableta dobijenih iz smeSe praskova
2 izradenih pod razli¢itim eksperimentalnim uslovima, utvrdeno je da najveci uticaj na brzinu
rastvaranja ima brzina lasera, Sto je bio slucaj i kod tableta dobijenih iz smeSe praskova 1. Iako je
brzina lasera imala minimalan uticaj na raspadljivost tableta, dok je temperatura pokazala veéi
efekat, kada je reC o brzini rastvaranja aktivne supstance situacija je obrnuta, §to dodatno potvrduje
¢injenicu da na brzinu rastvaranja aktivne supstance direktno uti¢u svi formulacioni i procesni
parametri. Tako su iz tableta izradene pri brzini lasera od 60 mm/s postignute viSe koncentracije
rastvorenog karvedilola u poredenju sa onima izradenim pri brzini od 50 mm/s, $to se objasnjava
njihovom ve¢om poroznoscu.
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Slika 24: In vitro profili rastvaranja karvedilola iz tableta dobijenih iz smeSe praskova 2 — uticaj
brzine lasera na brzinu rastvaranja karvedilola pri nizim (Slika 24a) i viSim temperaturama (Slika
2b; parametri Stampe su dati u zagradama redosledom: temperatura povrsinskog sloja (°C),
temperatura komore (°C) i brzina lasera (mm/s)).

Iako viSa temperatura i niza brzina skeniranja lasera obi¢no dovode do formiranja ¢vr§¢ih tableta
zbog intenzivnijeg povezivanja Cestica, ova kombinacija procesnih parametara pogodovala je
amorfizaciji lekovite supstance, §to moze objasniti vecu koli¢inu rastvorenog karvedilola iz smesSe
prasSkova T8. U ovom sluc¢aju, negativan efekat visih temperatura i nize brzine lasera koji dovode
do dobijanja kompaktnih ¢vrstih slabo poroznih tableta i na taj nacin negativno uti€u na
oslobadanje karvedilola neutralisan je prisustvom visoko rastvorljivog manitola, koji je omogucio
brzo raspadanje tablete i oslobadanje aktivne supstance.

Zakljucci dobijeni ispitivanjem brzine rastvaranja karvedilola iz tableta izradenih metodom
selektivnog laserskog sinterovanja (SLS 3D Stampom) ukazuju na efikasnost ove tehnologije u
poboljSanju biofarmaceutskih svojstava lekovitih supstanci sa niskom rastvorljivos¢u. Tokom
procesa Stampe dolazi do transformacije karvedilola iz kristalne u amorfnu formu, $to je potvrdeno
nizom strukturnih analiza (DSC, PXRD, FTIR). Amorfna forma, pokazuje znacajno bolju
rastvorljivost 1 brzinu rastvaranja u poredenju sa kristalnim oblikom supstance. Pored fizickog
stanja lekovite supstance, klju¢nu ulogu imaju i procesni parametri SLS Stampe, naro€ito brzina
lasera i temperature komore i povrSinskog sloja. Veca brzina lasera dovodi do veée poroznosti
tableta, §to omogucava bolji kontakt sa medijumom 1 ubrzano oslobadanje aktivne supstance.
Nasuprot tome, viSe temperature mogu dovesti do veéeg sinterovanja Cestica i smanjene
poroznosti, §to usporava rastvaranje, osim u sluc¢ajevima kada su ovi efekti kompenzovani drugim
formulacionim faktorima.
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Dodavanjem funkcionalnih ekscipijenasa, kao §to je manitol (Parteck®™ M 200), dodatno se moze
povecati brzina rastvaranja aktivne supstance. Njegova dobra rastvorljivost omogucava formiranje
kanala u strukturi tableta i brze raspadanje tableta i oslobadanje aktivne supstance, ¢ak i1 kada su
tablete dobijene na viS§im temperaturama i imaju manju poroznost.

Sumirano, za poboljSanje brzine rastvaranja lekovite supstance iz tableta, klju¢no je prevodenje
aktivne supstance u amorfni oblik, §to znaCajno povecava njenu rastvorljivost 1 brzinu rastvaranja.
Takode, vazno je precizno podesavanje parametara procesa Stampe kako bi se omogucilo efikasnije
oslobadanje aktivne supstance. U cilju postizanja brzeg oslobadanja karvedilola i postizanja visih
koncentracija, znacajnu ulogu igraju i funkcionalni ekscipijenti, naro€ito superdezintegratori, koji
omogucavaju brze 1 potpunije oslobadanje aktivne supstance.
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4. Zakljucak

Cilj ove doktorske disertacije bio je da se karvedilol prevede u amorfnu formu primenom razli¢itih
tehnoloskih pristupa, radi prevazilazenja njegove niske rastvorljivosti u vodi i unapredenja
biofarmaceutskih osobina. IstraZivanje je sprovedeno kroz tri komplementarne eksperimentalne
faze: mehanicku aktivaciju (kuglicno mlevenje), superkritiénu impregnaciju pomocu COa, 1
primenu SLS 3D Stampe. Primenom ova tri razli€ita pristupa ostvarena je temeljna i sveobuhvatna
procena metoda za transformaciju karvedilola u amorfnu formu 1 poboljSanje njegove
rastvorljivosti 1 brzine rastvaranja. Svaka od faza istraZivanja doprinela je boljem razumevanju
razli¢itih formulacionih 1 procesnih faktora koji doprinose povecanju rastvorljivosti tesko
rastvorljivih lekovitih supstaci.

Faza I: Kuglicno mlevenje sa ekscipijensima male relativne molekulske mase

Prva faza istrazivanja bila je usmerena na proucavanje uticaja niskomolekulskih ekscipijenasa na
proces amorfizacije karvedilola tokom mehanicke obrade, konkretno primenom kugli¢nog
mlevenja. Kao koformeri odabrani su triptofan, fenilalanin i lizin (aminokiseline), kao i saharin,
dok su ispitivani razli¢iti molarni odnosi (1:1, 1:2 1 2:1) sa ciljem identifikacije optimalne
formulacije u pogledu stepena amorfizacije i poboljSanja rastvorljivosti. Rezultati PXRD 1 DSC
analiza pokazali su da je potpuna transformacija karvedilola u amorfnu formu postignuta jedino u
formulacijama sa triptofanom (1:2) i saharinom (1:1). Formulacije sa lizinom i fenilalaninom
pokazale su delimi¢nu redukciju kristalini¢nosti, ali ne i potpunu amorfizaciju. Ipak, u
ispitivanjima brzine rastvaranja, formulacije sa lizinom (posebno u odnosima 1:1 i 1:2) dale su
izuzetno visoke stepene supersaturacije u fosfatnom puferu, ¢ak i u odsustvu potpune amorfizacije.
Ovi rezultati pokazuju da efekat mehanicke aktivacije zavisi od izabranog koformera i molarnog
odnosa. Pored toga, poboljSanje rastvorljivosti i brzine rastvaranja aktivne supstance nije
uslovljeno isklju¢ivo potpunom amorfizacijom: u nekim sistemima (npr. sa lizinom, 1:1 i 1:2)
znacajno je povecana brzina rastvaranja karvedilola ¢ak i uz prisustvo rezidualne kristalne faze.
Nasuprot tome, u drugim kombinacijama (npr. sa saharinom) amorfizacija nije omogucila
proporcionalno poboljSanje brzine rastvaranja aktivne supstance.

Faza II: Superkriti¢na impregnacija karvedilola

Druga faza istrazivanja fokusirala se na primenu superkriticnog ugljen-dioksida (scCO:) kao
medijuma za inkorporaciju karvedilola u porozne silikatne nosace sa 1 bez upotrebe polimera, u
cilju dobijanja stabilnih ¢vrstih disperzija sa amorfnom formom karvedilola. Eksperimentalni rad
zapocet je ispitivanjem Cvrstih disperzija karvedilola sa tri razlicita silikatna nosaca iz grupe
Sylysia® (350, 450 i 740) u masenom odnosu 1:2. Ispitivanjem brzine rastvaranja formulacija sa
Sylysia® 350 postignute su najvise koncentracije karvedilola, pa je ovaj nosa¢ odabran za nastavak
istrazivanja. U narednoj fazi, formulacije su dodatno optimizovane dodavanjem jednog od Cetiri
polimera (PVA, Kollidon® VA64, PVP K25 i Soluplus®) u masenim odnosima 1:2:0,2 i 1:2:1,
kako bi se ispitao njihov uticaj na rastvorljivost i oslobadanje karvedilola. Proces superkriticne
impregnacije omogucio je duboku penetraciju karvedilola u unutra$nju strukturu nosaca i njegovo
konvertovanje u amorfnu formu. PXRD i DSC analize potvrdile su potpuni nestanak kristalnih
pikova karvedilola, dok su FTIR spektri pokazali formiranje slabih intermolekulskih interakcija
izmedu karvedilola, silikatnog nosaca Sylysia® 350 i koris¢enih polimera. Ove intermolekulske
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interakcije doprinose stabilizaciji amorfnog oblika karvedilola, sprecavaju njegovu rekristalizaciju
1 poboljsavaju fizicko-hemijsku kompatibilnost u visefaznom sistemu. Formulacije koje su
ukljucivale Sylysia® 350 (nosa¢ sa najve¢om specificnom povrsinom) i Kollidon® VA64 u
masenom odnosu 1:2:1 pokazale su najizrazeniju sposobnost za postizanje i odrzavanje visokih
koncentracija rastvorenog karvedilola, odnosno stanja prezasicenja.

Faza II1: SLS 3D S§tampa

Treca faza disertacije podrazumevala je primenu tehnologije selektivnog laserskog sinterovanja
(SLS 3D stampe) u cilju istrazivanja mogucnosti prevodenja karvedilola u amorfnu formu
direktnim procesom Stampe iz praSkastih smesa. Ova metoda omogucava formiranje tableta bez
upotrebe rastvaraca, zahvaljuju¢i kontrolisanom dejstvu laserske energije koja dovodi do
sinterovanja Cestica praha. Za potrebe istrazivanja razvijene su dve praskaste smeSe koje su
sadrzale karvedilol, PVA (kao osnovni polimer), talk (za pobolj$anje proto¢nosti), Candurin® (za
efikasnije apsorbovanje laserske energije), dok je u smesi 2 dodat i manitol (Parteck® M 200) kao
funkcionalni ekscipijens sa ulogom nosaca i dezintegratora. Tablete su formirane na SLS Stampacu
Sintratec Kit primenom razli¢itih kombinacija kljuénih parametara procesa: temperature
povrsinskog sloja (80/90 °C), temperature komore (70/80 °C) i brzine lasera (50/60 mm/s).
Termicke analize pokazale su da su optimalni uslovi za potpunu amorfizaciju postignuti pri viSim
temperaturama 1 nizoj brzini lasera, medutim, ti uslovi su istovremeno rezultovali formiranjem
¢vrstih 1 kompaktnih tableta koje su se sporije raspadale. Suprotno tome, upotreba nizih
temperatura i ve¢ih brzina lasera dovela je do formiranja poroznije strukture tableta, Sto je
omogucilo bolji kontakt sa medijumom, brze rastvaranje aktivne supstance i1 postizanje i
odrzavanje visih koncentracija rastvorenog karvedilola. Tokom procesa doslo je do transformacije
karvedilola iz kristalne u amorfnu formu. PXRD i1 DSC rezultati ukazali su na nestanak kristalne
faze, dok su FTIR spektri potvrdili prisustvo interakcija izmedu karvedilola i PVA. Pored toga,
tablete su zadovoljile sve farmaceutsko-tehnoloske zahteve u pogledu mehanicke stabilnosti,
mase, dimenzija i sadrzaja aktivne supstance.

Primena tri razlicite tehnologije u cilju amorfizacije tesko rastvorljivog karvedilola omogucila je
sveobuhvatno razumevanje procesa amorfizacije, kao 1 pouzdanu procenu njihove efikasnosti u
unapredenju rastvorljivosti 1 brzine rastvaranja ove lekovite supstance. Rezultati dobijeni u okviru
disertacije ukazuju na sledece:

e Kuglicno mlevenje se pokazalo kao efikasna i1 pristupacna tehnologija za amorfizaciju
karvedilola, posebno u kombinaciji sa niskomolekularnim koformerima, pri ¢emu je
identifikovan znacajan uticaj izbora ekscipijensa na rastvorljivost i profil oslobadanja
lekovite supstance.

e Superkriticna impregnacija pokazala se kao efikasan 1 odrziv pristup, koji omogucava
visok stepen amorfizacije i stabilizacije lekovite supstance uz izbegavanje upotrebe
rastvaraca.

e SLS 3D Stampa pokazala je da primenom precizno kontrolisanih procesnih parametara
moze do¢i do delimicne ili potpune amorfizacije karvedilola, uz istovremeno unapredenje
njegove rastvorljivosti 1 brzine rastvaranja, ¢cime se otvaraju nove mogucnosti u oblasti
farmaceutske formulacije.
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Ova disertacija daje znacajan doprinos savremenoj farmaceutskoj tehnologiji kroz razvoj i1
validaciju formulacionih strategija namenjenih lekovitim supstancama sa slabom rastvorljivoscu,
1 predstavlja osnovu za dalja istraZivanja u pravcu optimizacije i implementacije inovativnih
tehnologija u dizajnu ¢vrstih farmaceutskih oblika.
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