UDK 615 (497.11) ISSN 0004-1963 (Stampan
ISSN 2217-8767 (Onlin )

ARHIV

ZA FARMACIV

Godina 69 Broj 3 Beograd, 2019.

CASOPIS SAVEZA
FARMACEUTSKIH
UDRUZENJA SRBIJE

3/2019

ARH. FARM. Godina 69 Br. 3 Strana 153 - 220 Beograd




ARHIV ZA FARMACIJU
2019, Vol 69, No 3

SADRZAJ — CONTENTS

Pregledni radovi — Review articles
- Jelena Veki¢, Zorana Jeli¢-Ivanovi¢, Aleksandra Zeljkovi¢,
Aleksandra Stefanovié, Vesna Spasojevi¢-Kalimanovska 153

Opstruktivna apneja u snu i kardiometabolicki rizik

Obstructive sleep apnea and cardiometabolic risk

Originalni nau¢ni radovi — Original scientific papers

- Ljubos$ Usjak, Milica Drobac, Marjan Niketi¢, Silvana Petrovi¢ 165
Evaluation of safety profile of the essential oils of eight Heracleum taxa
(Apiaceae) related to determined furanocoumarin content

Procena bezbednosnog profila etarskih ulja osam taksona roda Heracleum
(Apiaceae) u odnosu na utvrdeni sadrzaj furanokumarina

Strucni radovi — Professional papers

- Danina KrajiSnik, Jela Mili¢, Snezana Savié¢ 176
Izazovi in vitro karakterizacije nebioloskih kompleksnih lekova - primer
parenteralnih preparata sa liposomskim nosacima lekovitih supstanci

Challenges of in vitro characterization of non-biological complex drugs - example
of parenteral preparations with liposomal drug carriers

- Mila Filipovié, Milica Luki¢, Snezana Savié¢ 199

Kozmeticki proizvodi i neinvazivne estetske procedure: bezbednost primene i
preporuke za izbor tokom trudnoce i laktacije

Cosmetic products and non-invasive aesthetic procedures: recommendations
regarding selection and usage during pregnancy and lactation

Prilozi — Contributions

- Izvestaj sa 70. simpozijuma Saveza farmaceutskih udruZenja Srbije 213



Arh. farm. 2019, 69: 153 — 164 Pregledni rad/ Review article

Opstruktivna apneja u snu i kardiometabolicki
rizik

Jelena Veki¢', Zorana Jelié-Ivanovié, Aleksandra Zeljkovi¢,
Aleksandra Stefanovi¢, Vesna Spasojevi¢-Kalimanovska

Univerzitet u Beogradu - Farmaceutski fakultet, Katedra za medicinsku biohemiju,
Vojvode Stepe 450, 11 221 Beograd, Srbija

" Autor za korespondenciju: Jelena Vekié, Tel. + 381 11 3951 266,
e-mail: jelena.vekic@pharmacy.bg.ac.rs

Kratak sadrzaj

Opstruktivna apneja u snu (OSA) je hroni¢no progresivno oboljenje sa visokom
prevalencom u populaciji koje, bez pravovremene dijagnoze i terapije, moze dovesti do
znacajnih posledica po kvalitet zivota pacijenata. OSA je Cest komorbiditet kod pacijenata sa
metabolickim sindromom (MS) i kardiovaskularnim bolestima (KVB) i predstavlja vazan faktor
rizika za nastanak ovih oboljenja, a prisustvo neleCenog, teskog oblika OSA povezano je sa
porastom ukupnog i mortaliteta usled koronarnih dogadaja. Brojne studije su ukazale na vezu
izmedu MS i OSA, te je ovaj fenomen opisan kao poseban poremecaj - sindrom Z. Istrazivanje
uzrocno-posledi¢ne veze izmedu OSA i KVB je u velikoj meri otezano kompleksnom prirodom
samog oboljenja. Smatra se da je kardiometabolicki rizik u OSA udruzen sa arterijskom
hipertenzijom, insulinskom rezistencijom, endotelnom disfunkcijom, inflamacijom,
dislipidemijom 1 oksidativnim stresom. LeCenje OSA se danas najefikasnije sprovodi
neinvazivnom ventilacijom, pomocu uredaja koji obezbeduje pozitivan pritisak u gornjim
disajnim putevima (eng. continuous positive airway pressure, CPAP) i na taj nacin sprecava
pojavu apneja tokom spavanja. Rezultati klinickih studija su pokazali da CPAP terapija
znacajno poboljsava hemodinamske parametre, reguliSe hipertenziju, povecava osetljivost na
insulin 1 koriguje dislipidemiju. Buduca istrazivanja bi trebalo da rasvetle da li je apneja u snu
faktor rizika za KVB per se ili je ta veza posledica Sireg patofiziolo§kog procesa, €iji je deo i
OSA.

Kljuéne reci: intermitentna hipoksija, gojaznost; dislipidemija; metabolicki sindrom
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Uvod

Pod pojmom poremecaja disanja tokom spavanja podrazumevaju se kompleksna
patofizioloska stanja koja se manifestuju intermitentnom hipoksijom (IH), povecanim
respiratornim naporom 1 fragmentacijom sna. Ovi poremecaji se mogu javiti
samostalno, ili mogu biti povezani sa drugim respiratornim, neuroloskim,
kardiovaskularnim ili endokrinim oboljenjima. Jedan od oblika poremecaja disanja
tokom spavanja je i opstruktivna apneja u snu (OSA) za koju su karakteristi¢ne
rekurentne epizode potpunog ili parcijalnog kolapsa gornjih respiratornih puteva tokom
sna, Sto se manifestuje apnejom ili hipopnejom i ucestalim budenjima (1). Ucestalost
epizoda apneje kod pacijenata sa OSA moze dosti¢i 1 do sto ponavljanja u toku jednog
sata, a razvoj respiratornog kolapsa pokrece aktivaciju simpati¢kog nervnog sistema i
sledstvenu vazokonstrikciju, Sto omogucava razvoj hipertenzije 1 poremecaja sr¢anog
rada. Osim toga, lo§ kvalitet sna uzrokuje pospanost i umor u toku dana, $to slabi
psihomotorne sposobnosti (1). Prema savremenim procenama, oko 25% musSkaraca 1
10% Zena u srednjem zivotnom dobu razvije neki od oblika poremecaja disanja u snu.
Populaciona istrazivanja pokazuju da je ucestalost OSA kod zena 2%, a kod muskaraca
4% (2), dok je petogodiSnja incidenca OSA 7,5% za teSku, odnosno 16% za blagu do
umerenu formu bolesti (3). Medutim, realna ucestalost ove bolesti u velikoj meri
prevazilazi procenjenu, buduci da se OSA Cesto javlja udruzena sa oboljenjima kao Sto
su hipertenzija, dijabetes ili kongestivna sré¢ana insuficijencija, te usled fokusa na ostala
patofizioloska stanja, sama OSA u vecini slucajeva (=85%) ostaje neprepoznata (1). Za
razliku od situacije u razvijenim zemljama zapadne Evrope i SAD u kojima je ovaj
zdravstveni problem prepoznat pre vise od dve decenije, dijagnostika i leCenje OSA je
relativna novina u nasoj zemlji. Raspolozivi podaci govore da se u Srbiji od OSA leci
oko 800 pacijenata, dok se broj obolelih procenjuje na vise od 350 000 (4).

Iako je povezanost OSA sa rizikom za razvoj kardiovaskularnih bolesti (KVB)
prvi put uocena pre vise od trideset godina, njeni mehanizmi jo$ uvek nisu u potpunosti
razjasnjeni (5). Poznato je da je ucestalost OSA veca kod osoba sa metabolickim i
kardiovaskularnim poremecajima, te da OSA predstavlja vazan faktor rizika za nastanak
ovih oboljenja (6, 7). Osim toga, utvrdeno je 1 da je prisustvo teske, neleCene forme
OSA povezano sa porastom ukupnog, kao 1 mortaliteta usled koronarnih dogadaja (8).
Konacno, Americko udruZenje kardiologa (eng. American College of Cardiology, ACC)
1 Americ¢ko udruzenje za srce (eng. American Heart Association, AHA) prepoznali su
vaznost OSA u nastanku 1 progresiji KVB, te dali smernice za smanjenje
kardiovaskularnog morbiditeta i mortaliteta kod pacijenata sa OSA (7).

Gojaznost i OSA

Iako bi se moglo o¢ekivati da anatomske abnormalnosti gornjih disajnih puteva
igraju ulogu u nastanku respiratornog kolapsa u patogenezi OSA, opsezna istraZivanja
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sprovedena u tom pravcu dala su oprecne rezultate. Naime, kod najveceg broja
pacijenata nisu uocene nikakve karakteristicne anatomske promene koje bi se mogle
dovesti u vezu sa razvojem respiratornog kolapsa (9). Nasuprot tome, raspolozivi podaci
su ¢vrsto 1 konzistentno upucivali na vezu izmedu obima vrata, indeksa telesne mase
(ITM) 1 obima struka s jedne strane, i stepena teZine OSA s druge (9), sugeriSuci na taj
nacin zna¢ajnu ulogu gojaznosti u nastanku ove bolesti. U prilog ovoj tvrdnji govore 1
rezultati ispitivanja u grupi gojaznih muskaraca (ITM=30 kg/m’, bez drugih
komorbiditeta) koji su demonstrirali da je kod 60% ispitanika prisutan neki od vidova
poremecaja disanja u snu, dok su kriterijumi za dijagnozu OSA bili ispunjeni kod 27%
ucesnika u ovoj studiji (10). Raspolozivi podaci pokazuju da je ¢ak 60-90% pacijenata
sa OSA gojazno. Takode, utvrdeno je da se rizik za nastanak OSA povecava 6 puta
ukoliko se telesna tezina poveca za 10% (11). Imajuéi u vidu dobro poznatu ulogu
gojaznosti u razvoju KVB 1 OSA, postavljena je hipoteza da je nastanak oba oboljenja
posredovan zajednickim metabolickim procesima, koji su inicirani prisustvom
visceralne gojaznosti. Naime, smatra se da gojaznost kod pacijenata sa OSA dodatno
dovodi do razvoja rezistencije na leptin (adipocitokin koji kontroliSe apetit 1 utrosak
energije, pa time reguliSe telesnu masu), usled ¢ega pacijent ulazi u zacarani krug daljeg
povecanja telesne mase (11), progresije OSA i povecanja rizika za razvoj KVB (12).

Jo$ su najranija istrazivanja ukazivala na slozenu prirodu odnosa izmedu OSA 1
KVB, ali je tek pre deset godina po prvi put utvrdeno da je metabolic¢ki sindrom (MS)
poremecaj koji je zajednicki za oba oboljenja. Kao §to je poznato, MS obuhvata niz
medusobno povezanih patofizioloskih €inilaca koji, dejstvujuci udruzeno, u velikoj meri
povecavaju verovatnocu nastanka dijabetesa 1 KVB. Osim karakteristicnih poremecaja
metabolizma, koji ukljucuju smanjenu toleranciju na glukozu, prisustvo abdominalne
gojaznosti 1 dislipidemiju, pacijenti sa MS se istovremeno nalaze i1 u prokoagulantnom 1
proinflamatornom stanju, $to dodatno uvecava rizik za nastanak komplikacija (13).
Prethodne studije su jasno ukazale na povezanost pojedina¢nih komponenti MS 1 OSA,
zbog Cega je istovremeno prisustvo oba stanja okarakterisano kao poseban poremecaj
koji se naziva sindrom Z. Prisustvo ovog sindroma podrazumeva karakteristike MS
(gojaznost centralnog tipa, hipertenzija, dijabetes 1 dislipidemija) udruzene se apnejom u
snu, a u medicini spavanja se povezuje sa poviSenim rizikom za razvoj KVB (14).

Biohemijska osnova poviSenog kardiometaboli¢kog rizika u OSA

Rezultati dosadaSnjih istrazivanja pokazali su da je rizik za nastanak 1 progresiju
ateroskleroze kod pacijenata sa OSA udruzen sa prisustvom arterijske hipertenzije (15),
metabolickog sindroma (MS) (16), endotelne disfunkcije, dislipidemije, inflamacije i
oksidativnog stresa (17) (Slika 1). PredloZeni mehanizmi podrazumevaju niz
medusobno povezanih procesa, €iji uzajamni odnosi jo§ uvek nisu u potpunosti jasni.
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Slika 1. Faktori rizika za razvoj ateroskleroze u OSA
Figure 1. Risk factors for the development of atherosclerosis in OSA

Endogeni c¢inioci koji povezuju OSA sa razvojem ateroskleroze obuhvataju
aktivaciju simpatikusa, IH, oksidativni stres i vaskularnu inflamaciju, koji nastaju kao
posledica ponavljajucih ciklusa hipoksije i reoksigenacije (12). Aktivacija simpatikusa
nastaje kao rezultat rekurentnih epizoda apneje/hipopneje, usled kojih dolazi do snizenja
nivoa oksigenacije i razvoja hiperkapnije, a ovakvo ucestalo pokretanje adrenalinskog
odgovora dugoro¢no uslovljava pojavu hipertenzije. Poznato je da je oko 40% OSA
pacijenata hipertenzivno, ali 1 da 30% hipertenzivnih osoba ima neprepoznatu OSA
(12). Nadalje je utvrdeno da je OSA nezavisan faktor rizika za razvoj hipertenzije (18),
dok je s druge strane hipertenzija vazan prediktor nezeljenih kardiopulmonarnih
komplikacija kod pacijenata sa OSA (19). Znacaj IH kao posledice rekurentnih apneja
detaljno je ispitivan u studijama na animalnim modelima, dok je znatno manje podataka
dobijeno u klini¢kim istrazivanjima. Rezultati dobijeni u studijama na eksperimentalnim
zivotinjama pokazali su da su efekti IH na vaskulaturu u velikoj meri pojacani ukoliko
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su prisutni 1 drugi faktora rizika za razvoj ateroskleroze, Sto se najceSée i deSava u
realnim klini¢kim situacijama (20).

Rezultati dobijeni analizom biomarkera oksidativnog stresa u serumu (21) 1
izdahnutom vazduhu (22) pacijenata sa OSA uticali su na generisanje novije hipoteze o
ulozi oksidativnog stresa u nastanku kardiovaskularnih komplikacija u OSA.
Istrazivanja su pokazala da IH indukuje produkciju slobodnih radikala, koji zatim
aktiviraju hipoksijom-inducibilne transkripcione faktore (HIF-1), Sto je narocito
izrazeno u fazi reoksigenacije (23). Ovim mehanizmom se reaktivna jedinjenja
kiseonika ukljucuju u regulaciju aktivacije esencijalnih transkripcionih faktora, $to
rezultuje povec¢anjem ekspresije gena koji kodiraju proteine znacajne za adaptaciju na
uslove hipoksije (24). Slede¢a znaCajna posledica hipoksijom posredovanog
oksidativnog stresa u OSA je lipidna peroksidacija (25). Ovaj proces omogucava
formiranje oksidovanih cCestica lipoproteina niske gustine (LDL), koje su osnovni
supstrat u procesu aterogeneze (5). U korist ove hipoteze govore rezultati in vitro studija
koje su pokazale da IH povecava brzinu akumulacije lipida u makrofagama (26).
Prisustvo visih koncentracija serumskih biomarkera lipidne peroksidacije 1 oksidovanih
LDL cestica je potvrdeno 1 u klinickim istrazivanjima kod pacijenata sa OSA (27). Na
kraju, pokazano je da su IH i slobodni kiseoni¢ni radikali u stanju da aktiviraju
transkripcioni faktor NF-«kB (28), koji reguliSe ekspresiju proinflamatornih gena
povezanih sa razvojem ateroskleroze (29). Proinflamatorni stimulusi aktiviraju
endotelne Ccelije, leukocite 1 trombocite koji eksprimiraju adhezione molekule i
povecavaju produkciju citokina, a sve ovo zajedno dalje vodi ka oStecenju 1 disfunkciji
endotela (5). Podaci klinickih studija koji pokazuju da pacijenti sa OSA imaju znacajno
viSe koncentracije cirkuliSu¢eg TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8 i C-reaktivnog proteina (CRP) u
odnosu na kontrolnu grupu ispitanika (30, 31) potvrduju eksperimentalne rezultate in
vitro istrazivanja. Nadalje, pokazano je da su serumske koncentracije intercelularnih i
vaskularnih adhezivnih molekula (ICAM-1 1 VCAM-1), te selektina L, E 1 P poviSene
kod pacijenata sa OSA (32). Pod uticajem svih prethodno navedenih Cinilaca, a uz
sadejstvo vazokonstrikcije 1 prokoagulantnih faktora (12) razvija se oStecenje 1
sledstvena disfunkcija endotela, na Sta ukazuju poviSene koncentracija endotelina-1, a
snizeni nivoi NO kod pacijenata sa OSA (33). Opisana kaskada dogadaja smatra se
jednim od klju¢nih argumenata u prilog hipoteze da aterogeneza poc€inje istovremeno
kad i OSA (24).

Brojna istrazivanja su pokazala da su kod pacijenata sa OSA prisutne poviSena
koncentracija glukoze i rezistencija na insulin (34). Ponudeno je nekoliko moguéih
objasnjenja za uoceni razvoj insulinske rezistencije i smanjene sekrecije insulina usled
IH u OSA. Najpre, rekurentne epizode apneje/hipopneje u OSA dovode, kao §to je veé
objasnjeno, do aktivacije simpatikusa §to snazno stimuliSe lipolizu. Pretpostavlja se da
slobodne masne kiseline posreduju u nastanku postreceptorskog poremecaja prenosa
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signala, Sto se manifestuje smanjenim preuzimanjem glukoze u ¢elije skeletnih miSica 1
posledi¢nim razvojem insulinske rezistencije u OSA (35). Dodatno, kateholamini
direktno stimuliSu glikogenolizu u miSi¢ima, kao i sekreciju glukagona, uz istovremenu
supresiju sekrecije insulina (36). Osim toga, IH aktivira osovinu hipotalamus-hipofiza-
kora nadbubrega, ¢ime se povecava produkcija kortikosteroida, €iji efekti ukljucuju
pojacan intenzitet lipolize, inhibiciju translokacije GLUT4 transportera na povrSinu
miSiénih Celija, supresiju sinteze glikogena 1 stimulaciju glukoneogeneze (36), Sto
posreduje u nastanku insulinske rezistencije. Na kraju, IH uzrokuje promene u nivou
adipocitokina, pre svega hiperleptinemiju, kao i snizenje koncentracije adiponektina
37).

Naredna znacajna karika koja povezuje OSA 1 KVB odnosi se na patofizioloSke
promene u metabolizmu lipoproteina. Ako se ima u vidu da je najve¢i deo dokaza o
prisustvu dislipidemije u OSA dobijen iz retrospektivnih opservacionih studija, tesko je
govoriti o direktnoj uzro¢no-posledi¢noj vezi izmedu promena u metabolizmu lipida 1
razvoja OSA. Velina pacijenata sa OSA ima poviSene koncentracije ukupnog
holesterola, LDL-holesterola 1 triglicerida (TG), a sniZzene koncentracije HDL-
holesterola, iako neka istrazivanja nisu pokazala prisustvo dislipidemije (36). Kao
moguci uzrok ovako nekonzistentnih rezultata uzima se okolnost da ispitivanje lipidnog
statusa nije bio specifican cilj dosadaSnjih istrazivanja, tako da ove studije nisu bile
adekvatno kontrolisane u smislu uticaja gojaznosti, nac¢ina ishrane i stepena fizicke
aktivnosti ispitanika. Medutim, nasuprot klinickim studijama, istraZivanja na
eksperimentalnim Zivotinjama nedvosmisleno su pokazala da IH moze direktno dovesti
do razvoja dislipidemije. Sem toga, pokazano je da je stepen dislipidemije
proporcionalan stepenu hipoksije (36).

Znafajan faktor u razvoju dislipidemije kod eksperimentalno indukovane IH je
pojacana sinteza 1 sekrecija lipoproteina vrlo niske gustine (VLDL) (5). Naime,
pokazano je da pod dejstvom IH dolazi do aktivacije transkripcionog faktora SREBP-
lc, te poslediéne aktivacije stearoil-KoA-desaturaze-1 (A’ desaturaza) i konverzije
zasi¢enih u mononezasi¢ene masne kiseline, Sto ¢e kasnije stimulisati esterifikaciju
holesterola 1 TG, te formiranje VLDL cestica (38). Smatra se da je aktivnost desaturaze
dodatno pojacana pod uticajem HIF-1 (23). Medutim, iako je utvrdeno da IH stimuliSe
sintezu VLDL Ccestica, dosadasnja istraZzivanja nisu dokazala da ishemija indukuje de
novo sintezu masnih kiselina u jetri. Ranije je spomenuto da se pod uticajem IH aktivira
simpati¢ki nervni sistem, $to moze da uzrokuje stimulaciju lipolize u masnom tkivu
(35). Pojacan priliv masnih kiselina, uz paralelnu inhibiciju B-oksidacije, dovodi do
akumulacije lipida u jetri 1 posledi¢ne steatoze (36). Naredni mehanizam kojim se
objaSnjava nastanak dislipidemije u OSA je vezan za sniZzen klirens hilomikrona i
VLDL Cestica, koji nastaje kao rezultat inhibicije sinteze 1 aktivnosti enzima
lipoproteinske lipaze (LPL) u wuslovima IH (39). U ovako indukovanoj
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hipertrigliceridemiji pojacana je razmena TG i estara holesterola izmedu VLDL, LDL i
HDL cestica, pod uticajem holesterol-estar transfernog proteina (CETP), te kao rezultat
nastaju LDL 1 HDL cestice obogac¢ene TG. One su supstrat za hepati¢nu lipazu (HL),
Sto dovodi do pojacanog formiranja malih, gustth LDL (40), odnosno malih,
disfunkcionalnih HDL cestica (41).

U ovom kontekstu vazno je napomenuti da su male, guste LDL cestice jedna od
kljuénih komponenti MS. Iako prema nekim istrazivaima OSA podstiCe razvoj
aterogenog lipoproteinskog fenotipa nezavisno od MS, studije sprovedene u tom pravcu
nisu dale konzistentne rezultate. U istrazivanju Sopkove i saradnika (42) utvrdeno je da
je prisustvo MS jedini znacajan faktor uticaja na veli¢inu i raspodelu LDL subfrakcija.
Nasuprot tome, studija Luyster-a i saradnika (43) je demonstrirala da je stepen teZine
OSA znacajna determinanta proaterogenog LDL fenotipa. Pored toga, rezultati nase
nedavne studije su pokazali da 1 genotip apolipoproteina E znacajno uti¢e na veli¢inu 1
raspodelu LDL subfrakcija kod pacijenata sa OSA (44). Kada su u pitanju HDL cestice,
plazmatski profil HDL subfrakcija 1 njihov funkcionalni kapacitet u OSA joS uvek nisu
dovoljno ispitani. Ipak, preliminarna istraZivanja koje su objavili Tan i saradnici (45)
ukazuju na kompromitovan antioksidativni kapacitet HDL cestica kod pacijenata sa
OSA. Pretpostavlja se da je ovakva smanjena funkcionalnost HDL subfrakcija u OSA
rezultat izmenjene strukture HDL Cestica, koja se ogleda u smanjenom sadrzaju
antioksidanasa, kao i1 posledica inhibicije antioksidativnih enzima usled hipoksijom-
indukovanog oksidativnog stresa (45). Vazno je napomenuti da je do danas publikovana
samo jedna studija koja je pokazala da preraspodela HDL subfrakcija ka manjim
Cesticama u OSA nastaje kao rezultat prisustva insulinske rezistencije, a ne stepena
hipoksije i teZine oboljenja (46). Rezultati naSeg nedavnog istraZivanja su pokazali da
veli¢ina 1 raspodela HDL subfrakcija kod pacijenata sa OSA ne zavise od stepena tezine
bolesti, kao ni od genotipa apolipoproteina E (44).

Efekat terapije OSA na kardiometabolicke faktore rizika

Analiza povezanosti OSA 1 KVB u svakom slucaju treba da obuhvati i omoguci
efekat terapije ovog poremecaja na sve pomenute metabolicke faktore rizika. Savremeni
tretman OSA se zasniva na neinvazivnoj ventilaciji pomocu uredaja koji obezbeduje
pozitivan pritisak u gornjim respiratornim putevima (eng. continuous positive airway
pressure, CPAP), ¢ime se sprecava apneja tokom spavanja. Dosadasnja istraZivanja
upucuju na zakljucak da kod primene CPAP terapije treba imati u vidu i1 dugoro¢nu
kardiovaskularnu prevenciju. Klinicka ispitivanja efekata CPAP terapije su ukazala na
znacajno poboljSanje hemodinamskih parametara, bolju regulaciju hipertenzije,
poboljSanje osetljivosti na insulin i korekciju dislipidemije (5, 12). Naime, redovna
primena CPAP terapije sprecava kolaps gornjih disajnih puteva tokom sna i1 posledi¢no
dovodi do smanjenja ucestalosti epizoda apneja 1 aktivacije simpatickog nervnog

159



sistema, S$to se manifestuje smanjenjem krvnog pritiska 1 povecanjem osetljivosti na
insulin. Takode, manja ucestalost aneja se povoljno odrazava na stepen hipoksije, ¢ime
se smanjuje nivo oksidativnog stresa, a posledicno i stepen inflamacije. Konacno,
poboljSana osetljivost na insulin ostvaruje i1 pozitivan ucinak na lipidni profil (16).
Medutim, prijavljeni su i sporadi¢ni slucajevi neadekvatnog odgovora na terapiju,
najverovatnije usled nedovoljne komplijanse, ili usled uticaja male veli¢ine uzorka na
primenjene metode statisti¢ke analize.

Zakljucak

OSA je hroni¢no progresivno oboljenje €ija stvarna prevalenca u populaciji
prevazilazi postojece projekcije. Ukoliko se pravovremeno ne prepozna i ne le¢i, OSA
moze dovesti do zna€ajnih zdravstvenih komplikacija i smanjenja kvaliteta zivota. Ipak,
OSA joS uvek nije adekvatno tretirana kao vazan zdravstveni problem. Do sada
akumulirano znanje, dobijeno kako u klini¢kim, tako i u epidemioloSkim istraZivanjima,
upucuje na to da bi skrining OSA trebalo sprovesti medu gojaznim osobama, kao 1
pacijentima sa hipertenzijom, dislipidemijom i dijabetesom. Buduéi da je jedan od
glavnih ciljeva preventivne medicine prepoznavanje pacijenata sa visokim rizikom za
razvoj ateroskleroze, ocigledno je da pravovremena identifikacija pacijenata sa OSA,
nije vazna samo u kontekstu ove bolesti, ve¢ 1 ukupnog metabolickog 1
kardiovaskularnog zdravlja. Medutim, iako je izvesno da pacijenti sa OSA imaju
poviSen rizik za KVB, procena veli¢ine 1 znacaja uticaja izolovane bolesti na razvoj
ateroskleroze oteZana je zbog prisutnih komorbiditeta. Buduca istraZivanja trebalo bi da
razjasne da li je sama OSA faktor rizika za KVB, ili se njen uticaj ostvaruje
posredstvom istovremeno prisutnog MS. Na kraju, buduc¢e prospektivne studije trebalo
bi da odgovore na pitanje da li terapija OSA ostvaruje efekat na progresiju
ateroskleroze, te da li se na taj naCin moZe uticati na kardiovaskularni morbiditet i
mortalitet kod ovih pacijenata.
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Obstructive sleep apnea and cardiometabolic risk

Jelena Vekic’*, Zorana Jeli¢-Ivanovié, Aleksandra Zeljkovic,
Aleksandra Stefanovi¢, Vesna Spasojevi¢-Kalimanovska

University of Belgrade-Faculty of Pharmacy, Department of Medical Biochemistry,
Belgrade, Serbia

" Corresponding author: Jelena Veki¢, Tel. + 381 11 3951 266,
e-mail: jelena.vekic@pharmacy.bg.ac.rs

Summary

Obstructive sleep apnea (OSA) is a chronic, progressive disorder with a high prevalence
in the population. Without timely diagnosis and therapy OSA can significantly affect the quality
of life of the patients. OSA is a common co-morbidity in patients with metabolic syndrome
(MS) and cardiovascular disease (CVD) and is an important risk factor for their development.
The presence of untreated, severe OSA is associated with an increase in total and cardiovascular
mortality. Numerous studies have pointed to the relationship between MS and OSA, and this
phenomenon was described as syndrome Z. Investigation of the causal relationship between
OSA and CVD has been greatly confounded by the complex nature of the disease itself.
Cardiometabolic risk in OSA is associated with arterial hypertension, insulin resistance,
endothelial dysfunction, inflammation, dyslipidemia, and oxidative stress. The treatment of
OSA is now most effectively performed by continuous positive airway pressure (CPAP), a type
of non-invasive ventilation which prevents the onset of sleep apnea. The results of clinical
studies have shown that CPAP therapy significantly improves haemodynamic parameters,
regulates hypertension, increases insulin sensitivity, and corrects dyslipidemia. Future
investigations should clarify whether sleep apnea is a risk factor for CVD per se or is a
consequence of a broader pathophysiological process, of which OSA is part.

Keywords: intermittent hypoxia, obesity; dyslipidemia; metabolic syndrome.
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Summary

For essential oils of roots, leaves, flowers and fruits of eight Heracleum taxa
(H. sphondylium, H. sibiricum, H. montanum, H. ternatum, H. pyrenaicum subsp. pollinianum,
H. pyrenaicum subsp. orsinii, H. verticillatum and H. orphanidis), we previously demonstrated
antimicrobial, cytotoxic (selective to cancer cells) and/or antioxidant activities. In this work, for
these essential oils maximum daily intake related to total furanocoumarins (FCs) content was
estimated, according to Committee on Herbal Medicinal Products of European Medicines
Agency (EMA/HMPC) recommendations. FCs were quantified using gas chromatography, and
their sum equivalent to xanthotoxin (8-methoxypsoralen, 8-MOP) was calculated. It was shown
that daily intake, not contributing significantly to overall risk (equivalent to intake of 1.5 mg
FCs) for root essential oils was in the range of 1.94-5.23 mL, for fruit oils of 5.23-15.68 mL and
for leaf or flower oils of 2.90-15.68 mL. Daily intake, not posing any unacceptable risk
(equivalent to intake of 15 pg FCs) for root oils was in the range of 0.02-0.05 mL, for fruit oils
of 0.05-0.16 mL and for leaf or flower oils of 0.03-0.16 mL. This work demonstrates the
application of current EMA/HMPC recommendations, in order to establish safety profile of
herbal preparations containing FCs.

Keywords: Heracleum, essential oils, furanocoumarins, 8-MOP, safety profile
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Introduction

The genus Heracleum L. is among the largest ones in the Apiaceae family, with
more than 120 taxa distributed mainly in Eurasia, where these plants are occasionally
used in traditional medicine and/or as food (1). In the Balkan Peninsula, the infusion
prepared from roots, leaves or fruits, powdered roots or leaf juice from common cow
parsnip (,,me€ja Sapa” in Serbian), H. sphondylium L. and related species were
traditionally used to treat digestive disorders, epilepsy, hypertension, respiratory
infections and inflammations, skin infections, sexual weakness etc. (2). In addition, the
consumption of the roots, and young leaves and stems of H. sphondylium, H. sibiricum
L. and H. pyrenaicum Lam. is suggested in some survival handbooks (3).

In the focus of this study are eight representatives of the type section of the genus
(H. sect. Heracleum), seven belonging to the H. sphondylium group (H. sphondylium,
H. sibiricum, H. montanum Schleich. ex Gaudin, H. ternatum Velen., H. pyrenaicum
subsp. pollinianum (Bertol.) F. Pedrotti & Pignatti, H. pyrenaicum subsp. orsinii (Guss.)
F. Pedrotti & Pignatti and H. verticillatum Panci¢), as well as H. orphanidis Boiss. For
the purpose of our research, the plants were collected in Southeastern Europe (Serbia,
Montenegro, North Macedonia and Slovenia), however, most of them are also native in
some other parts of Europe, except H. verticillatum and H. orphanidis, which are
endemic species of central Balkan (4,5). In previous researches, we analyzed the
chemical composition of essential oils of different organs of these plants by GC-FID
and GC-MS, and demonstrated their antimicrobial, cytotoxic (selective to cancer cell
lines) and/or antioxidant activities (6-12).

Furanocoumarins (FCs) are present in certain amounts in many Apiaceae plants,
including some vegetables (e.g. parsnip, Pastinaca sativa L., celery, Apium graveolens
L., and parsley, Petroselinum crispum (Mill.) Fuss), as well as in the fruits from the
Rutaceae family (e.g. lime, Citrus aurantiifolia (Christm.) Swingle and grapeftruit,
Citrus paradisi Macfad.) (13,14). FCs are known as photosensibilizing agents. Some of
them, e.g. xanthotoxin (8-methoxypsoralen, 8-MOP) and bergapten (5-
methoxypsoralen, 5-MOP), are used in combination with UVA radiation, in PUVA
therapy of severe vitiligo and psoriasis. In higher concentrations, FCs can cause acute
skin reactions (photodermatitis), mainly manifested as pigmentation, erythema, itching
and blisters (1,15). Also, several cohort and case-control studies led to conclusion that
PUVA therapy can cause squamous cell skin cancer in a dose- and time-dependent
manner (15). For example, in a study of Hannuksela-Svahn et al. (16), the number of
patients needed to be treated with PUVA to result in one extra case of this type of skin
cancer was 3030. Therefore, the Committee on Herbal Medicinal Products (HMPC) of
the European Medicines Agency (EMA) issued the document on the risks associated
with FCs contained in preparations of angelica, Angelica archangelica L. (Apiaceae), in
which maximum daily intake of FCs through herbal medicinal products is given. Daily
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exposure of 1.5 mg FCs expressed as 8-MOP through herbal medicinal products is not
considered to contribute significantly to overall risk, and the intake of 15 pg is not
considered to pose any unacceptable risk to consumers (15).

Thus, the aim of this work was to quantify FCs in Heracleum essential oils using
external standard method, to calculate total FCs equivalent to 8-MOP and estimate
maximum daily intake of investigated oils, according to current EMA/HMPC
recommendations.

Experimental

Furanocoumarin (FC) standards

Commercial standards of xanthotoxin (8-MOP, purity > 98%), bergapten (5-MOP,
>99%) and isopimpinellin (> 95%) were obtained from Sigma-Aldrich (USA).

Heracleum essential oils

From roots, leaves, flowers and fruits of eight investigated Heracleum taxa
(localities and years of collection are integrated in Table II), essential oils were isolated
by hydrodistillation in Clevenger-type apparatus for 2.5 h. The essential oil yields, as
well as the relative percentages of essential oils compounds, determined by GC-FID and
GC-MS, were previously published. Besides different monoterpenes, sesquiterpenes,
phenylpropanoids and/or aliphatic esters, in 32 out of 56 analyzed essential oils, small
amounts (up to 0.8%) of FCs were detected (6-12). In this work, the quantities of FCs
were determined by the external standard method.

Quantifications of FCs by external standard method and calculation of the sum
of FCs equivalent to 8-MOP

FCs in Heracleum essential oils were analyzed on an Agilent 6890N Gas
Chromatograph equipped with a split/splitless injector (200 °C), a FID detector and an
Agilent HP-5MS capillary column (30 m x 0.25 mm, 0.25 pm film thickness), and
coupled with an Agilent 5975C mass selective detector (MSD), operating in the EI
mode at 70 eV. The FID and MSD transfer line temperatures were 300 and 250 °C,
respectively. The carrier gas was He, flow 1.0 mL/min. The oven temperature was
programmed linearly, increasing from 60 to 280 °C at 3 °C/min. Split ratio was 1:10.
For quantification of bergapten and isobergapten, the calibration curve of bergapten
standard was prepared, and in the case of isopimpinellin and pimpinellin, the calibration
curve of isopimpinellin standard was used. As proposed by EMA/HMPC (15), the sum
of FCs equivalent to 8-MOP was calculated, using the calibration curve of 8§-MOP
standard. Regression equations, 1%, linear ranges, and limits of detection (LOD) and
quantification (LOQ) of the FCs are given in Table I. LODs and LOQs were

167



determined using the standard deviations of the intercepts (SDy), and the slopes (a), in
the following way (17):

LOD =3.3 x SDy/a
LOQ = 10 x SDy/a

In calculation of the sum of FCs equivalent to 8-MOP, LOQ value of 8-MOP
(0.096 mg/mL) was used for those FCs, which content was bellow LOQ of 8-MOP.

TableI  Regression equations, 1*, linear ranges, and limits of detection (LOD) and
quantification (LOQ) of bergapten (5-MOP), isopimpinellin and xanthotoxin

(8-MOP)
Linear range LOD LOQ
Compound Regression equation r’
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
5-MOP y =886362.4975x - 11498.5262  0.025-2.0 0.9998 0.022 0.066
Isopimpinellin 'y =901889.1029x - 24658.5002  0.04-1.6 0.9991 0.041 0.124
8-MOP y=931332.3162x - 17221.4947  0.02625-2.1  0.9996 0.032 0.096

Results

In this work, maximum daily intake related to determined FCs content of 32
samples of essential oils of different plant organs of eight Heracleum taxa (H.
sphondylium, H. sibiricum, H. montanum, H. ternatum, H. pyrenaicum subsp.
pollinianum, H. pyrenaicum subsp. orsinii, H. verticillatum and H. orphanidis) was
estimated. In Table II, quantities of individual FCs, the sum of FCs equivalent to 8-
MOP, and daily intakes that are not considered to contribute significantly to overall risk,
as well as to pose any unacceptable risk, according to EMA/HMPC recommendations
(15), for investigated essential oil are presented.
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Table II  Quantities of individual furanocoumarins (FCs) in investigated Heracleum essential
oils (mg/mL), the sum of FCs equivalent to 8-MOP (mg/mL), and daily intakes
of the oils (Vgo, mL) that are not considered to contribute significantly to overall risk
(equivalent to intake of 1.5 mg FCs) and to pose any unacceptable risk (equivalent
to intake of 15 pg FCs)

Essential oil (EO) Furanocoumarins (FCs)” Sum of Veo Veo
FCs (mL) (mL)
B . eq. to eq. to eq. to
Heracleum taxa/locality/year of collection 1 2 3 4 8-MOP | 1.5mg 15 ng
FCs FCs
Roots
H. sphondylium/Litija, Kr§ko (SVN)/2015 0.10 <LOQ" 0.12 <LOQ 0.42 3.54 0.04
H. sibiricum/Ni$ (SRB)/2011 0.24 0.11 0.31 <LOQ 0.77 1.94 0.02
H. sibiricum/Ni§ (SRB)/2013 0.15 0.09 0.17 <LOQ 0.53 2.85 0.03
H. sibiricum/Zarkova Cuka, Mts Stara Planina 0.08 <LOQ 0.2 <LOQ 041 160 0.04
(SRB)/2012
H. sibiricum/Arbinje, Mts Stara Planina <L0Q <LOQ <LOQ nde 029 593 0.05
(SRB)/2014
H. montanum/Kamnik-Savinja Alps
0.14 <LO 0.17 <LO 0.50 2.99 0.03
(SVN)/2015 Q Q
H. ternatum/Mt Durmitor (MNE)/2013 0.08 <LOQ 0.14 <LOQ 0.43 3.46 0.03
H. pyrenaicum subsp. pollinianum/Mt Bistra 0.10 <LOQ 0.14 <LOQ 0.44 338 0.03
(MKD)/2010
H. p. subsp. pollini /Mt Galici
£ SUDSP. pormantmiiit Latieled 0.17 0.18 020 <LOQ | 0.66 229 0.02
(MKD)/2012
H. p. subsp. pollinianum/Mt Jablanica <L0Q <LOQ <LOQ <LOQ 0.38 302 0.04
(MKD)/2015
H. p. subsp. orsinii/Mt Durmitor (MNE)/2013 0.09 <LOQ 0.16 <LOQ 0.45 3.31 0.03
H. verticillatum/Vrazja Glava, Mts St. Planina 0.16 0.10 0.38 <LOQ 076 1.99 0.02
(SRB)/2010
H. verticillatum/Arbinje, Mts Stara Planina
0.08 <LO 0.15 <LO 0.44 3.38 0.03
(SRB)/2012 Q Q
H. verticillatum/Arbinje, Mts Stara Planina 0.10 <LOQ 0.19 <LOQ 0.49 107 0.03
(SRB)/2014
H. orphanidis/Mt Baba Planina (MKD)/2012 n.d. n.d. 0.40 <LOQ 0.53 2.83 0.03
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Essential oil (EO) Furanocoumarins (FCs)* Sum of Veo Veo
FCs (mL) (mL)
] ) eq. to eq. to eq. to
Heracleum taxa/locality/year of collection 1 2 3 4 8-MOP | 1.5mg 15 ng
FCs FCs
Fruits
H. sphondylium/Litija and Krsko (SVN)/2015 n.d. <LOQ n.d. n.d. 0.10 15.68 0.16
H. sibiricum/Ni$ (SRB)/2011 n.d. <LOQ <LOQ n.d. 0.19 7.84 0.08
H. sibiricum/Ni$ (SRB)/2014 n.d. <LOQ n.d. n.d. 0.10 15.68 0.16
H. sibiricum/Zarkova Cuka, Mts Stara Planina
’ .d. <LO <LO d. 0.19 7.84 0.08
(SRB)/2012 n Q Q =
H. sibiricum/Arbinje, Mts Stara Planina nd. <L0Q  <LOQ nd. 0.19 7 84 0.08
(SRB)/2014
H. t /Kamnik-Savinja Al
ontantmyBamu-Savinya Aps nd.  <LOQ  nd. nd. 0.10 1568  0.16
(SVN)/2015
H. ternatum/Mt Durmitor (MNE)/2013 n.d. <LOQ n.d. n.d. 0.10 15.68 0.16
H. ternatum/Mt Durmitor (MNE)/2014 n.d. <LOQ n.d. n.d. 0.10 15.68 0.16
H. pyrenaicum subsp. pollinianum/Mt Gali¢ica <L0Q <LOQ <LOQ nd. 0.29 593 0.05
(MKD)/2012
H. p. subsp. orsinii/Mt Durmitor (MNE)/2011 <LOQ <LOQ <LOQ n.d. 0.29 5.23 0.05
H. p. subsp. orsinii/Mt Durmitor (MNE)/2013 n.d. <LOQ n.d. n.d. 0.10 15.68 0.16
H. verticillatum/Vrazja Glava, Mts St. Planina <L0Q nd. 0.16 nd. 026 576 0.06
(SRB)/2010
H. verticillatum/Arbinje, Mts Stara Planina
<LO <LO <LO .d. 0.29 5.23 0.05
(SRB)2012 Q Q Q
H. verticillatum/Arbinje, Mts Stara Planina
<LO <LO <LO .d. 0.29 5.23 0.05
(SRB)/2013 Q Q Q
Leaves
H. pyrenaicum subsp. pollinianum/Mt Galicica nd. 0.07 nd. nd. 0.10 15.68 0.16
(MKD)/2012
H. verticillatum/Arbinje, Mts Stara Planina <L0Q <LOQ 0.30 nd. 0.52 590 0.03
(SRB)/2014
Flowers
H. t /Kamnik-Savinja Al
rontamumBamiieSavina A1ps n.d. nd.  <LOQ  nd. 0.10 | 1568  0.16

(SVN)/2015

T FCs: 1 - isobergapten, 2 - bergapten, 3 - pimpinellin, 4 - isopimpinellin. ° LOQ - limit of quantification:
bergapten, isobergapten < 0.07 mg/mL; isopimpinellin, pimpinellin < 0.12 mg/mL. ¢ n.d. - not detected. SVN -
Slovenia, SRB - Serbia, MNE - Montenegro, MKD - North Macedonia.
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Root essential oils

Pimpinellin was detected in all 15 investigated root oils, and it was the dominant
FC in 13 of them (0.12-0.40 mg/mL), while in remaining two, all detected FCs were
present in quantities bellow LOQ. Isobergapten, bergapten and isopimpinellin were
detected in 14 root oils. Isobergapten was the second most abundant FC in 12 root oils
(0.08-0.24 mg/mL), and bergapten in H. pyrenaicum subsp. pollinianum (from Mt
Galicica) root oil (0.18 mg/mL). Isopimpinellin was always present in quantity bellow
LOQ. Among all investigated Heracleum essential oils, those of the roots contained the
highest amounts of total FCs equivalent to 8-MOP (0.29-0.77 mg/mL). According to
current recommendations, daily intake of these essential oils, not considered to
contribute significantly to overall risk, ranged from 1.94 mL to 5.23 mL, and daily
intake, not considered to pose any unacceptable risk, ranged from 0.02 to 0.05 mL.

Fruit essential oils

Except in one sample of H. verticillatum fruit essential oil (which contained 0.16
mg/mL of pimpinellin), in remaining 13 analyzed fruit oils FCs were present in
quantities bellow LOQ. Bergapten was not detected only in one of the 14 fruit oils, and
in six of them it was the only detected FC. The sum of FCs equivalent to 8-MOP in fruit
oils was in the range 0.10-0.29 mg/mL, and consequently, their daily intakes not
considered to contribute significantly to overall risk (5.23-15.68 mL) and to pose any
unacceptable risk (0.05-0.16 mL), were higher compared to root essential oils.

Leaf and flower essential oils

Heracleum montanum flower oil contained only pimpinellin (< LOQ), and H.
pyrenaicum subsp. pollinianum leaf oil only bergapten (0.07 mg/mL). On the other
hand, H. verticillatum leaf oil, besides these two FCs also contained isobergapten, and
had 0.52 mg/mL of total FCs equivalent to 8-MOP. Daily intakes of H. verticillatum
leaf oil not considered to contribute significantly to overall risk and to pose any
unacceptable risk were 2.90 and 0.03 mL, and of both H. pyrenaicum subsp.
pollinianum leaf and H. montanum flower oils were 15.68 and 0.16 mL.

Discussion

Despite widespread opinion that medicinal products originating from plants are
safe, some of them can contain various constituents of toxicological concern. Such
substances include e.g. estragole in basil herb, Basilici herba, bitter/sweet fennel,
Foeniculi amari/dulcis fructus and aniseed, Anisi fructus, thujone in sage leaf, Salviae
officinalis folium and wormwood herb, Absinthii herba, and pyrrolizidine alkaloids in
comfrey root, Symphyti radix, as well as FCs in angelica root, Angelicae archangelicae
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radix. For these compounds, EMA/HMPC established maximum daily intakes (15,18-
20).

In reflection paper on the risks associated with FCs contained in preparations of
angelica, limits of daily intake of FCs (through herbal medicinal products) based on two
different approaches were suggested. The first approach is based on average dietary
exposure to FCs, which is 1.45 mg (as mentioned before, FCs are normally present in
certain quantities in some vegetables from the Apiaceae family and fruits from the
Rutaceae family). An additional daily intake of 1.5 mg through herbal medicinal
products is not considered to contribute significantly to overall risk, since phototoxic
reactions can be expected after intake of more than 14-15 mg FCs, in the presence of
UV irradiation. This scenario can occur for example after consumption of some wild
plants, because cultivated vegetables and fruits usually contain lower amounts of FCs
(13,15,21). The second approach is based on the thresholds for toxicological concern
(TTC) concept, originally intended for potentially genotoxic and carcinogenic
impurities of pharmaceuticals, which implies thresholds of maximally 120 pg (for
exposure lasting one month and less) and 1.5 pg (for life-time exposure). However,
based on current trends of use of herbal medicinal products and the doses of 8-MOP
used in PUVA treatment, EMA/HMPC defined the daily intake margin of 15 pg FCs
through herbal medicinal products as the one not considered to pose any unacceptable
risk. It was also suggested to express FC limits in 8-MOP equivalents, and stressed out
that the calculation of the sum of FCs to be equivalent to 8-MOP may present the worst-
case scenario, i.e. an extra margin of safety would be provided (15).

Since different pharmacological activities for investigated Heracleum essential
oils were previously demonstrated, determination of maximum daily intake related to
FCs content was necessary as the precondition for their further investigations as
potential new medicinal herbal raw materials, and in general, is an example of
evaluation of safety profile of herbal preparations containing FCs according to current
EMA/HMPC recommendations.
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Procena bezbednosnog profila etarskih ulja osam
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Kratak sadrzaj

Za etarska ulja korena, listova, cvasti i plodova osam taksona roda Heracleum
(H. sphondylium, H. sibiricum, H. montanum, H. ternatum, H. pyrenaicum subsp. pollinianum,
H. pyrenaicum subsp. orsinii, H. verticillatum 1 H. orphanidis) prethodno su pokazane
antimikrobna, citotoksi¢na (selektivna prema tumorskim ¢elijama) i/ili antioksidantna aktivnost.
Cilj ovog rada bio je da se ustanovi maksimalni dozvoljeni dnevni unos etarskih ulja u odnosu
na utvrdeni sadrzaj ukupnih furanokumarina, u skladu sa preporukama Komiteta za biljne
lekovite proizvode Evropske agencije za lekove (EMA/HMPC). Furanokumarini su
kvantifikovani gasnom hromatografijom i njihov ukupni sadrzaj izraZen je kao ksantotoksin (8-
metoksipsoralen, 8-MOP). Dnevni unos ispitivanih etarskih ulja koji ne doprinosi zna¢ajno
ukupnom riziku (ekvivalentan unosu 1,5 mg furanokumarina izrazenih kao 8-MOP), krece se u
opsegu 1,94-5,23 mL za etarska ulja korena, 5,23-15,68 mL za ulja plodova i 2,90-15,68 mL za
ulja listova ili cvasti. Dnevni unos etarskih ulja koji ne predstavlja nikakav rizik (ekvivalentan
unosu 15 pg furanokumarina izraZzenih kao 8-MOP), krece se u opsegu 0,02-0,05 mL za etarska
ulja korena, 0,05-0,16 mL za ulja plodova i 0,03-0,16 mL za ulja listova ili cvasti. Ovaj rad
demonstrira primenu aktuelnih EMA/HMPC preporuka u cilju utvrdivanja bezbednosnog
profila biljnih preparata u kojima su detektovani furanokumarini.

Kljuéne re€i: Heracleum, etarska ulja, furanokumarini, 8-MOP, bezbednosni profil
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Izazovi in vitro karakterizacije nebioloskih
kompleksnih lekova - primer parenteralnih
preparata sa liposomskim nosacima lekovitih
supstanci
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Kratak sadrzaj

Parenteralnim putem se primenjuju razliciti tipovi farmaceutskih preparata ¢iji sastav
moze biti jednostavan (vodeni rastvori) i manje ili viSe kompleksan (emulzije, suspenzije,
liposomi kao nosaci lekovitih supstanci, ¢estic¢ni sistemi, ¢vrsti implanti/implantati). Napredak u
bio- i1 nanotehnologiji omoguéio je razvoj nove klase kompleksnih lekova, bioloskih i tzv.
nebioloskih kompleksnih lekova (i njihovih ,similara”- slicnih lekova), Ciji dalji razvoj se
ocekuje u bliskoj buducnosti, a koji se, u velikom broju slucajeva, primenjuju parenteralnim
putem.

Parenteralni preparati koji u svom sastavu sadrze lekovite supstance koje su inkapsulirane
u nosace tipa liposoma predstavljaju nebioloske kompleksne lekove koji su do sada najduze u
upotrebi i Cije su osobine i definisana svojstva kvaliteta najviSe ispitivana. U radu je dat pregled
obaveznih 1 dodatnih (specificnih) in vitro ispitivanja liposomskih nosaca lekovitih
supstanci za primenu parenteralnim putem. Cinjenica da postupci izvodenja ovih ispitivanja
u osnovi nisu propisani u relevantnim farmakopejama (Ph. Eur., USP i1 JP) i da se mogu
znacajno razlikovati izmedu laboratorija, doprinosi velikoj varijabilnosti dobijenih rezultata i
ograni¢enjima u njihovom medusobnom poredenju. Regulatorna tela EMA i FDA ucestvovala
su u pripremi odredenih dokumenata i razvoju odgovarajuc¢ih standarda i smernica u pogledu
ispitivanja kvaliteta farmaceutskih oblika sa liposomskim nosaCima lekovitih supstanci za
parenteralnu primenu.

Kljuéne reci: parenteralni preparati; nebioloski kompleksni lekovi; liposomi;
in vitro karakterizacija
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Uvod

...........

(per)oralna primena nije moguca i najces¢i je put primene lekova u bolni¢kim uslovima.
Pored toga, ovaj put primene je primarni za peptide, lekove proteinske prirode (bioloske
lekove) 1 mnoge hemoterapeutike, kao i odredene lekove u terapiji urgentnih stanja (1,
2). Poslednjih godina sa razvojem nanotehnologije, omogucen je dizajn raznovrsnih
nanomaterijala koji u sastavu odgovaraju¢ih nanoterapeutika mogu da, izmedu ostalog,
obezbede ciljanu isporuku lekova, poboljsaju rastvorljivost lekovitih supstanci, produze
poluvreme eliminacije leka, smanje imunogenost leka, odnosno doprinesu znacajnom
unapredenju terapije mnogih bolesti (3, 4). Najveci broj nanoterapeutika, koji su dobili
dozvolu za stavljanje u promet/, registrovani lekovi” sadrzi liposome, nanokristale,
virosome, nanoemulzije, polimer-protein konjugate, polimerne lekove, nanokomplekse 1
nanocCestice 1 najve¢i broj se primenjuje upravo parenteralnim putem. Pomenuti
predstavnici nanoterapeutika svrstavaju se 1 u grupu nebioloSkih kompleksnih lekova
(engl. Non-Biological Complex Drugs, NBCDs), koji su veoma aktuelni u poslednjih
nekoliko godina (5).

Poznato je da parenteralni preparati moraju ispuniti stroge zahteve za kvalitet.
Uporedo sa razvojem tehnologija za proizvodnju savremenih farmaceutskih oblika sa
specifiénim nosacima lekovitih supstanci za parenteralnu primenu, razvijale su se 1
metode za njihovu karakterizaciju. Pored fizickohemijskih, mikrobioloskih i
farmaceutsko-tehnoloSkih ispitivanja koja su uobifajena za konvencionalne
farmaceutske oblike za parenteralnu primenu, u literaturi se navodi veci broj ispitivanja
predvidenih za ispitivanje farmaceutskih oblika sa specificnim nosacima lekovitih
supstanci. Postupci izvodenja ovih ispitivanja ¢esto nisu oficinalni i mogu se znacajno
razlikovati izmedu laboratorija, Sto doprinosi velikoj varijabilnosti dobijenih rezultata 1
ogranicenjima u njithovom medusobnom poredenju.

Potreba za usaglaSenim 1 odgovaraju¢im standardima neophodnim u postupku
podnoSenja zahteva za dobijanje dozvole, nadzorom nad trziStem i slobodnim kretanjem
1 prometom lekova u $to ve¢em broju zemalja, prepoznata je u harmonizaciji izmedu
Evropske farmakopeje (Ph. Eur.), Americke farmakopeje (USP) i1 Japanske farmakopeje
(JP) kao vazan i izazovan zadatak. Takode, regulatorna tela Evropska agencija za lekove
(EMA) 1 Americka uprava za hranu 1 lekove (FDA) su ucestvovala u pripremi odredenih
dokumenata i1 razvoju odgovarajucih standarda i smernica u pogledu ispitivanja kvaliteta
savremenih farmaceutskih oblika/,,nosaca” koji se primenjuju parenteralnim putem (6).

Nebioloski kompleksni lekovi

Nebioloski kompleksni lekovi su lekovi nebioloSkog porekla (u potpunosti su
sintetski materijali), koji se sastoje iz veceg broja blisko povezanih, najceSce
nanocCesti¢nih jedinica. U sastavu nebioloSkih kompleksnih lekova ne postoji aktivna
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supstanca u konvencionalnom smislu (homomolekularne strukture), koja moZe biti
izolovana, kvantifikovana 1 u potpunosti okarakterisana 1/ili opisana primenom
savremenih fizickohemijskih i analitickih tehnika i nije poznato koji deo u strukturi je
odgovoran za terapijsko dejstvo, tako da se Citav kompleks posmatra kao aktivna
supstanca (10-12). Nebioloski kompleksni lekovi ne ostvaruju svoje dejstvo direktno,
vezivanjem za receptore, kao vecina aktivnih supstanci male molekulske mase. Oni
sadrZe nanocCestice iz kojih se aktivna supstanca oslobada ili formira, prenosi na mesto
dejstva i tek onda ostvaruje terapijski efekat. Cak i male razlike u isporuci aktivne
supstance, npr. usled razlika u strukturi ili uredenosti nebioloSkog kompleksnog leka,
mogu da izmene njihovu efikasnost 1 bezbednost. Kao i1 u slucaju bioloskih lekova,
sastav, kvalitet 1 in vivo osobine nebioloskih kompleksnih lekova u velikoj meri zavise
od proizvodnog procesa za dobijanje aktivne supstance, kao i (u vecini slucajeva)
sastava formulacije (5, 12). Pokazano je da neznatne varijacije u proizvodnom procesu
mogu znacajno promeniti sastav finalnih proizvoda, Sto dalje moZe uticati na
bezbednost i efikasnost ovih lekova (13).

U radu Cromellin i sar. (7)', navodi se da ova grupa lekova obuhvata razligite
predstavnike (engl. ,, medicine-families””) kao S§to su: glatiramoidi za supkutanu
primenu, kompleksi gvozda i ugljenih hidrata za i.v. primenu, liposomi, polimerne
micele, kompleksi albumina sa citostaticima 1 drugi nanoterapeutici. Takode, medu
nebioloske kompleksne lekove svrstavaju se i niskomolekularni heparini (FDA),
praskovi za inhalaciju, emulzije za oftalmoloSku 1 intravensku primenu, kao 1
transdermalni flasteri (5). lako termin Non-Biological Complex Drugs nije zvanicno
priznat od strane EMA 1 FDA, smatra se da sve viSe dobija na zna¢aju u nauc¢nim
krugovima (9).

Ispitivanja nebioloskih kompleksnih lekova

Definisanje 1 procena kriti€nih svojstava kvaliteta je od izuzetnog znaaja za
nebioloske kompleksne lekove, kako bi se osigurala njihova bezbednost 1 terapijska
efikasnost. Procena kvaliteta ovih lekova zahteva multidisciplinaran pristup, kako bi se
utvrdile njihove fiziCkohemijske karakteristike, in vitro 1 in vivo ponaSanje, uz dodatna
intenzivna istraZivanja na razvoju novih metoda koje bi dodatno doprinele
karakterizaciji ovih lekova (7, 9, 14, 15).

! Rad predstavlja osvrt na predstavljene prezentacije i panel diskusije tokom The International
Symposium on the Scientific and Regulatory Advances in Complex Drugs, Budimpesta, Madarska, 27-28.
oktobra, 2014. Konferenciju je organizovala Katedra za farmaceutike (Department of Pharmaceutics of
Semmelweis University) Zemelvajs Univerzita u Budimpesti u saradnji sa ostalim madarskim nau¢nim

organizacijama i pod pokroviteljstvom AAPS-a, FIP —ai EUFEPS-a.
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Primena odgovaraju¢ih metoda karakterizacije od posebnog je znac€aja prilikom
podnoSenja zahteva za registraciju inovativnih nebioloskih kompleksnih i njima sli¢nih
lekova (tzv. ,,nanosimilara”), odnosno lekova za koje se tvdi da su slicni referentim
(originatorskim/inovativnim) nanolekovima kojima je istekla patentna zaStita (15).
Naime, klini¢ka iskustva su pokazala da dokazivanje farmaceutske ekvivalencije ili
klinicki znacajnih razlika izmedu referentnog preparata i nanosimilara nije moguce, jer
nebioloSke kompleksne lekove nije moguce u potpunosti okarakterisati savremenim
analitickim metodama. Takode, studije bioekvivalencije na zdravim dobrovoljcima ne
mogu uvek da oslikaju terapijski odgovor na nebioloSki kompleksni lek kao S$to je
pokazano na primeru kompleksa gvozda i ugljenih hidrata (11). Cinjenica da se ovi
lekovi koriste u okviru hroni¢ne terapije pacijenata koji su ozbiljno narusSenog
zdravstvenog stanja (npr. kompleksi gvozda i1 ugljenih hidrata se primenjuju kod
pacijenata na hemodijalizi, citostatici sa liposomima kao nosa¢ima se primenjuju kod
razli¢itih oblika kancera, glatiramoidi se koriste u lecenju multiple skleroze) (16-18)
zahteva dodatni oprez, jer primena lekova koji ispoljavaju 1 najmanje klinicke razlike
moZe uticati na ishod lecenja, a samim tim 1 na moguénost zamene referentnih
preparata i nanosimilara (11).

Poznato je da se, generalno, nanocestice veli¢ine izmedu 150 i 300 nm
raspodeljuju prevashodno u slezini i jetri, dok manje Cestice mogu do¢i do kostne srzi
(19). Cestice koje su veée od 5 nm deponuju se u jetri, a izlu¢ivanju preko glomerularne
filtracije podlezu cestice hidrodinamickog precnika izmedu 5 1 10 nm (20). Ova
saznanja iskori$¢ena su za dizajniranje lekova koji se ciljano deponuju na mestu dejstva,
medutim, predvidanje raspodele sa visokom ta¢noS¢u nije moguce 1 raspodela u tkiva
razlikuje se od slucaja do slu€aja (15). JoS uvek nije u potpunosti razjasnjeno na koji
nacin su fizickohemijske osobine nanolekova, ukljucuju¢i 1 povrSinske karakteristike
kao rezultat proizvodnog procesa u vezi sa kona¢nim farmakokinetickim profilom (19).

Kinetika oslobadanja aktivne supstance iz nosaca in vivo je znacajan aspekt koji
moze uticati na klinicku primenu leka (9). Zbog toga je vazno ispitati svojstva slobodne
1 frakcije aktivne supstance koja je vezana za nosac (21, 22). Tako se u smernici FDA
pri pracenju farmakokinetickog profila liposomskog doksorubicina zahteva procena
frakcije slobodnog i1 inkapsuliranog leka (23).

Poseban izazov predstavljaju novi predstavnici nebioloskih kompleksnih lekova
specificnih osobina koje uti¢u na njihovu biolosku distribuciju, efikasnost i toksi¢nost,
Sto dodatno ukazuje na znacaj sagledavanja bioloskih interakcija kod ove grupe lekova
(15, 24). EMA je izradila nekoliko dokumenata vezanih za liposome (25) 1 nano-
preparate za i.v. primenu gvozda (26) u kojima se navodi da trenutna genericka
paradigma sa ustanovljenim testovima ispitivanja ekvivalencije ne vazi za ove
kompleksne lekove (19).
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Jedan od cesto diskutovanih slucajeva koji ukazuje koliko je karakterizacija
nebioloskih kompleksnih lekova sloZzena 1 jo§ uvek nedefinisana prilikom registracije
inovativnih (originatorskih) i njima sli¢nih lekova je preparat doksorubicin-hidrohlorida
sa liposomima kao nosagima aktivne supstance (zasticeni naziv Doxil”, proizvodag:
Johnson & Johnson, SAD). Ovaj preparat formulisan je kao koncentrat za rastvor za
infuziju 1 indikovan je u terapiji kancera ovarijuma, KapoSijevog sarkoma koji je
uzrokovan HIV-om i multiplog mijeloma. Efekti Doxil®-a, kao sloZenog
nanoterapeutika, zavise od niza medusobno povezanih fizickohemijskih osobina, kao
Sto su: sastav lipida, veli¢ina 1 raspodela liposoma, morfologija i1 povrSinske
karakteristike liposoma, okruzenje liposoma (vehikulum), tj. sastav preparata (npr. pH,
zapremina vehikuluma, koncentracija sulfata, koncentracija amonijum-jona, itd.) (27).
Tokom 2013. godine prozvodac¢ koji je ugovorno proizvodio ovaj lek (Ben Venue
Laboratories, Bedford, Ohajo, SAD) prekinuo je proizvodnju (28). U februaru 2013.
godine FDA je odobrila registraciju leka Lipodox™ (proizvoda¢: Sun Pharmaceuticals
Industry, Mumbaj, Indija), nanosimilara Doxil®-a, pre svega zbog nestasice
originatorskog preparata na trzidtu. Lipodox” se na ameri¢kom trzistu zadrzao relativno
kratko, zbog sumnje da uslovi proizvodnje u Indiji nisu bili uskladeni sa Dobrom
proizvodatkom praksom (19). U Evropi lek Caelyx® prvi put je registrovan 1996.
godine (nosilac dozvole Janssen-Cilag International NV, Belgija) (Tabela I), kao
koncentrat za rastvor za infuziju koji je 1 dalje jedini dostupan parenteralni preparat
doksorubicin-hidrohlorida inkapsuliranog u PEG-ilovane liposome prisutan na
evropskom trzistu.

Prema nacrtu smernice koji je FDA objavila prvi put 2010. godine® (23), preparat
sli¢an originatorskom preparatu doksorubicina sa liposomima kao nosa¢ima mora
pokazati ista fizickohemijska svojstva 1 profil brzine rastvaranja doksorubicina kao 1
originatorski preparat. Smernica upucuje na sajt FDA- Recommended Dissolution
Methods (29) za preporucene uslove ispitivanja. Za disperziju liposoma za injekciju ne
navodi se konkretna aparatura (prema USP), a za uslove ispitivanja navodi se da je
potrebno razviti in vitro metodu, pocevsi od pH vrednosti 6,00 = 0,05 na temperaturi
47 °C + 0,5 °C. Ispitivanje je potrebno izvesti na 12 bocica svake jaCine ispitivanog
preparata. Dodatno, zahteva se izvodenje ispitivanja distribucije veliCine cCestice 1
oslobadanje doksorubicina u razli¢itim medijumima, kao 1 ispitivanja bioekvivalencije
slobodnog 1 inkapsuliranog leka. U smernici koju je izdala EMA (25) takode se zahteva
fizickohemijsko poredenje i studija bioekvivalencije za originatorski i njemu sli¢an
preparat doksorubicina, kao 1 studije bioekvivalencije slobodnog 1 inkapsuliranog leka.
Potreba za klinickim ispitivanjima efikasnosti se procenjuje od slucaja do slucaja.

Farmaceutski preparati koji pripadaju grupi nebioloskih kompleksnih lekova, a
koji se primenjuju parenteralnim putem, moraju da odgovaraju opStim zahtevima za

? Poslednja revizija navedene smernice bila je u septembru 2018. godine
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parenteralne preparate navedenim u Ph. Eur. i USP, kao i dodatnim specificnim
ispitivanjima u okviru kontrole kvaliteta. Pored toga, regulatorna tela (EMA 1 FDA),
donela su i dodatne smernice za odredene grupe nebioloskih kompleksnih lekova (25,
26, 30-33).

Liposomi/Liposomski nosac¢i aktivnih supstanci za parenteralnu
primenu

Liposomi predstavljaju sfericne vezikule koje se sastoje od vodenoj jezgra
okruZenog jednom 1ili sa viSe dvoslojnih membrana (lamela) koje se naizmeni¢no
smenjuju sa vodenim odeljcima (4). Razlikuju se po veli¢ini, broju dvoslojeva, njihovoj
rigidnosti 1 naelektrisanju. Fosfatidilholin, fosfatidilglicerol, fosfatidildietilamin,
fosfatidilserin 1 sfingomijelin su fosfolipidi koji naj¢eS¢e ulaze u sastav liposomskih
vezikula 1 obi¢no se kombinuju sa holesterolom, katjonskim lipidima i/ili liso-
fosfatidilholinom u cilju obezbedivanja specificnih osobina kao §to su: stabilizacija
dvoslojeva, pozitivno naelektrisanje ili osetljivost na stimuluse (npr. promenu pH
vrednosti sredine, prisustvo odredenih enzima, promenu redoks potencijala ili dejstvo
svetlosti) (34, 35). PovrSinskom modifikacijom liposoma koja se postize oblaganjem
hidrofilnim polimerima kao §to su polietilenglikoli, linearni dekstrani, polivinilpirolidon
1 polivinilalkohol, postize se sterno ometanje za opsonizaciju i obezbeduje njihovo
produZeno zadrZavanje u sistemskoj cirkulaciji (3, 34, 36, 37).

Morfologija liposoma i njihove fizickohemijske karakteristike zavise od izbora
lipida 1 postupka dobijanja, a ove karakteristike kasnije uti¢u na vreme zadrZzavanja u
cirkulaciji, distribuciju u odredena tkiva i brzinu oslobadanja lekovite supstance in vivo
(34). Liposomi kao nosaci lekovitih supstanci predstavljaju nebioloSke kompleksne
lekove koji su do sada najduze u upotrebi u Evropi i SAD (Tabela I) i ¢ije su osobine i
definisana svojstva kvaliteta najviSe ispitivana.
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Tabela I

Table 1

Primeri registrovanih lekova sa aktivnom supstancom inkapsuliranom u nosace tipa
liposoma (34, 36-42)

Examples of the marketed products with an active substance encapsulated in
liposomal carriers (34, 36-42)

Ime leka (nosilac Aktivna Nosa¢ Farmaceutski Sastav Nadin Klinicke Godina
dozvole/proizvodac) | supstanca lekovite oblik lipida* primene indikacije | registracije
supstance
(veli¢ina)
AmBisome® Amfotericin B | Konvencionalni | PraSak za HSPC, Lv. Sistemske Evropa
(Astellas/Gilead bilamelarni koncentrat za DSPG, gljivicne (1990), SAD
Sciences) liposomi disperziju za HOL, infekcije (1997)
(<100 nm) infuziju Amfotericin
B; molarni
odnos:
2:0,8:1:0,4
DaunoXome® Daunorubicin- | Mali Koncentrat za DSPC, L. Kaposi sarkom | Evropa
(Galen/Gilead hidrohlorid unilamelarni rastvor za HOL kod bolesnika (1997), SAD
Sciences) liposomi infuziju (molarni sa AIDS-om (1997)
(45-80 nm) odnos 2:1)
DepoCyt® Citarabin DepoFoam® Suspenzija za DOPC, intratekalno | Intratekalna SAD (1999)
(Sigma-Tau multivezikularni | injekciju DPPG, terapija
Pharmaceuticals/Pacira) liposomi HOL, limfomatoznog
(20 um) triolein meningitisa
DepoDur® Morfin-sulfat, | DepoFoam® Suspenzija za DOPC, epiduralno | Postoperativna | Evropa
(Flynn Pharma pentahidrat multivezikularni | injekciju DPPG, terapija bola. (2006), SAD
Ltd/Almac Pharma liposomi HOL, Primenjuje se (2004)
Services Ltd) (17-23 um) triolein kao
jednodozna
epiduralna
injekcija
Doxil®/Caelyx® Doksorubicin- | PEG-ilovani Koncentrat za HSPC, L. Metastazirani SAD (1995),
(Ortho Biotech, hidrohlorid liposomi rastvor za HOL, PEG- kancer dojke Evropa
Johnson (80 — 100 nm) infuziju 2000- Multipli (1996)
&Johnson/Janssen- DSPE; mijelom
Cilag) molarni Kaposi sarkom
odnos: kod bolesnika
56:39:5 sa AIDS-om
Exparel” Bupivakain- DepoFoam® Suspenzija za DOPC, lokalna i Postoperativna | SAD (2011)
(Pacira Pharmaceuticals | hidrohlorid multivezikularni | injekciju DPPG, regionalna | terapija bola
Inc.) liposomi HOL, infiltracija
(24-31 pm) trikaprilin
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Tabela I (nastavak)
Table I (continued)

Ime leka (nosilac Aktivna Nosa¢ Farmaceutski Sastav Nacin Klinic¢ke Godina
dozvole/proizvodac) | supstanca lekovite oblik lipida* primene indikacije registracije
supstance
(veli¢ina)
Lipodox® Doksorubicin- | PEG-ilovani Koncentrat za HSPC, iv. Metastazirani SAD (2013)
(Sun Pharma) hidrohlorid liposomi infuziju HOL, kancer
(100 nm) PEG-2000- ovarijuma
DSPE; Metastazirani
molarni kancer dojke
odnos: Kaposi sarkom
56:39:5 kod bolesnika
sa AIDS-om
Marquibo® Vinkristin- Liposomi Dispersija SPD, HOL; | i.v. Akutna SAD (2012)
(Talon Therapeutics) sulfat (100 nm) liposoma za molarni limfoblastna
injekciju odnos leukemija
60:40
Mepact®™ Mifamurtid Multilamelarni | PraSak za DOPC, iv. Terapija Evropa
(Takeda liposomi koncentrat za DOPS; nemetastatskog | (2004)
Pharmaceutical (< 100 nm) disperziju za molarni osteosarkoma
Limited) infuziju odnos 3:7 kod dece,
adolescenata i
mladih osoba
Myocet® Doksorubicin- | Mali Prasak, EPC, HOL; | i.v Metastazirani Evropa
(TEVA/Elan hidrohlorid unilamelarni disperzija i molarni kancer dojke (2000)
Pharmaceuticals) liposomi rastvara€ za odnos
(80-90 nm) koncentrat za 55:45
disperziju za
infuziju
Visudyne® (Novartis) Verterporfin Liposomi Prasak za EPG, iv. Fotodinamska | SAD (2000),
rastvor za DMPC terapija senilne | Japan (2003)
infuziju degeneracije
makule

* HSPC (engl. hydrogenated soy phosphatidylcholine); PEG (polietilenglikol); DSPE (engl. distearoyl-sn-

glycerophosphoethanolamine);

DSPC

(engl.

distearoylphosphatidylcholine);

DOPC

(engl.

dioleoylphosphatidylcholine); DPPG (engl. dipalmitoylphosphatidylglycerol); EPC (engl. egg phosphatidylcholine);
DOPS (engl. dioleoylphosphatidylserine); POPC (engl. palmitoyloleoylphosphatidylcholine); SM (sfingomijelin);
MPEG (engl. methoxy polyethylene glycol); DMPC (engl. dimyristoyl phosphatidylcholine); DMPG (engl.
DSPG DEPC
dierucoylphosphatidylcholine); DOPE (engl. dioleoly-sn-glycero-phophoethanolamine); HOL (holesterol).

dimyristoyl — phosphatidylglycerol); (engl. distearoylphosphatidylglycerol); (engl.
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Prema Ph. Eur. 9.0 (43), opSta ispitivanja parenteralnih preparata (Parenteralia)
obuhvataju ispitivanja Mehanicka onecisc¢enja: Cestice ispod granice vidljivosti (2.9.19)
1 Sterilnost (2.6.1), dok su kod pojedinih vrsta parenteralnih preparata predvidena i
dodatna ispitivanja (Tabela II), koja se mogu primeniti na odgovaraju¢e farmaceutske
oblike sa inkapsuliranom aktivnom supstancom u nosace tipa liposoma (Tabela I).

Za navedeno ispitivanje Mehanicka oneciséenja: Cestice ispod granice vidljivosti
(2.9.19), propisane su: Metoda 1 - Metoda zasnovana na blokiranju svetlosti (engl.
Light Obscuration Particle Count Test) 1 Metoda 2 — Mikroskopska metoda brojanja
Cestica (engl. Microscopic Particle Count Test). Svi parenteralni preparati ne mogu se
ispitati na prisustvo Cestica ispod granice vidljivosti primenom jedne ili obe navedene
metode. Kada Metoda 1 nije primenjiva, npr. u sluc¢aju preparata koji nisu bistri ili su
viskozni, treba primenti Metodu 2, na primer za emulzije, preparate koloidne prirode i
preparate koji sadrze liposome. Tako se u okviru ovog ispitivanja navodi da parenteralni
preparati mogu da sadrZe liposome, iako to nije navedeno u opS$toj monografiji
Parenteralia.

Tabela IT Ispitivanja navedena u op§tim monografijama (Ph. Eur. 9.0) pojedinih vrsta
parenteralnih preparata (6)

Tabela I The tests listed in the general monographs (Ph. Eur. 9.0) of specific parenteral

preparations (6)

Parenteralni
preparat

Ispitivanje

Injekcije

Ujednacenost doze (dozne jedinice)*. Jednodozne suspenzije za injekciju odgovaraju
zahtevima ispitivanja za ujednaCenost doziranog oblika (2.9.40) ili, ako je drugacije
propisano i odobreno, testu za ujednacenost sadrzaja, navedenom ispod. Biljne droge i
aktivne supstance biljnog porekla u ovim farmaceutskim oblicima ne podlezu zahtevima
ovog paragrafa.

Ujednacenost sadrzaja (2.9.6) Ukoliko nije drugacije propisano i odobreno, jednodozne
suspenzije za injekcije kod kojih je koli¢ina lekovite supstance manja od 2 mg, ili koja ¢ini
manje od 2% u odnosu na ukupnu masu, moraju da odgovaraju zahtevima testa A za
Ujednacenost sadrzaja lekovite supstance u jednodoznim preparatima. Ukoliko preparat
sadrzi vise od jedne lekovite supstance, ispitivanje se odnosi samo na supstance koje
ispunjavaju gore navedene uslove.

Bakterijski endotoksini — pirogeni. Izvodi se ispitivanje na bakterijske endotoksine
(2.6.14), ili ako je drugacije propisano i odobreno test na pirogene (2.6.8). Preporuke za
granice sadrzaja bakterijskih endotoksina navedene su u opstem poglavlju 5.1.10.

Infuzije

Bakterijski endotoksini — pirogeni. Izvodi se ispitivanje na bakterijske endotoksine
(2.6.14), ili ako je drugacije propisano i odobreno test na pirogene (2.6.8). Za pirogeni test
injicira se 10 ml/kg mase u svakoga zeca, ukoliko nije drugacije propisano i odobreno.
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Tabela Il (nastavak)

Table Il (continued)

Parenteralni ee .
Ispitivanje
preparat
Koncentrati za Bakterijski endotoksini — pirogeni. Posle razblaZzivanja do odredene zapremine,

injekcije i
infuzije

odgovaraju zahtevima propisanim za injekcije ili infuzije.

Praskovi za
injekcije i
infuzije

Ujednacenost doze (dozne jedinice)*. PraSkovi za injekcije i infuzije odgovaraju
zahtevima ispitivanja za ujednacenost doziranog oblika (2.9.40) ili, ako je drugacije
propisano i odobreno, testu za ujednacenost sadrzaja/variranja mase navedenim ispod. Biljne
droge i1 aktivne supstance biljnog porekla u ovim farmaceutskim oblicima ne podlezu
zahtevima ovog paragrafa.

Ujednacenost sadrzaja (2.9.6). Ukoliko nije drugacije propisano i odobreno, praskovi za
injekcije 1 intravenske infuzije kod kojih je koli¢ina lekovite supstance manja od 2 mg, ili
koja ¢ini manje od 2% u odnosu na ukupnu masu, ili kod kojih je pojedinacna masa jednaka
ili manja od 40 mg, moraju da odgovaraju zahtevima testa A za Ujednacenost sadrzaja
lekovite supstance u jednodoznim preparatima. Ukoliko preparat sadrzi vise od jedne
lekovite supstance, ispitivanje se odnosi samo na supstance koje ispunjavaju gore navedene
uslove.

Variranje mase (2.9.5) Praskovi za injekcije i intravenske infuzije moraju da odgovaraju
zahtevima ispitivanja variranja mase jednodoznih preparata. Ispitivanje variranja mase se ne

izvodi ukoliko se za sve lekovite supstance vrsi ispitivanje ujednacenosti sadrzaja.
Bakterijski endotoksini — pirogeni. Posle rastvaranja ili suspendovanja u odredenoj
zapremini vehikuluma, odgovaraju zahtevima propisanim za injekcije ili infuzije.

* Poglavlje je proslo farmakopejsku harmonizaciju. Pogledati 5.8. Pharmacopoeial Harmonisation (Ph.

Eur. 9.0)

Prema USP 40/NF 35 (44) farmaceutski oblici za parenteralnu primenu

obuhvataju rastvore, suspenzije, sterilne praskove za rastvore i suspenzije (ukljucujuci
liposome), implante (ukljucujué¢i mikrocestice), kao i proizvode koji se sastoje od
lekovite supstance 1 odgovarajuceg sredstva/uredaja kao Sto su stentovi oblozeni lekom.
Za razliku od Ph. Eur. 9.0, u delu poglavlja </> (USP 40) koji se odnosi na liposome
navodi se da je kod parenteralnih preparata koji sadrze ove nosace potrebno izvodenje
Univerzalnih i  Specificnih  ispitivanja. Univerzalna ispitivanja  obuhvataju
fizickohemijska, bioloska i farmaceutsko-tehnoloska koja se uobicajeno izvode kod
parentaralnih preparata. U okviru specifi¢nih ispitivanja navode se ispitivanja:

- Lipida 1 sastav masnih kiselina, ukljucuju¢i stepen nezasi¢enosti ili specificnosti u

lancu masnih kiselina 1 kriti¢ne proizvode degradacije kao Sto su lizolipidi;

- Velicine Cestica;

- Distribucije veli¢ine liposomskih vezikula;

- Lamelarnosti;
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- Sastava fospolipida;

- Procenta slobodnih vs. Procenta inkapsuliranih lipida;
- Slobodnog lek vs. Inkapsuliranog leka;

- Jonske ja¢ine i Osmotske jacine.

Za navedena specificna ispitivanja navodi se da ne postoji farmakopejsko
(oficinalno) ispitivanje, kao i1 da je potrebno koristiti validiranu metodu sa granicama
prihvatljivosti.

U smernicama (25), kao kriticni atributi kvaliteta koji mogu imati znacajan uticaj
na in vivo farmakokineticke i in vitro farmakodinamske osobine navedeni su:

e brzina oslobadanja lekovite supstance iz liposoma, jer moze uticati na

farmakokineti¢ke i farmakodinamicke osobine aktivne supstance, odnosno
efikasnost 1 bezbednost leka;

e sadrzaj inkapsulirane lekovite supstance u liposomu izrazen u odnosu na masu
liposoma (engl. drug loading), a koja moZe biti zaSti¢ena od metabolicke
razgradnje, kao 1 razgradnje aktivne supstance koja je inkorporirana;

e fizickohemijska svojstva liposoma 1 inkapsulirane lekovite supstance, kao i
ponasanje liposoma u organizmu, koji uticu na farmakokinetiku aktivne
supstance;

e sastav preparata, koji moze uticati na distribuciju lekovite supstance u tkivima.

U Tabeli III dat je prikaz preporucenih ispitivanja za karakterizaciju preparata sa
liposomima kao nosa¢ima lekovitih supstanci za parenteralni put primene (25, 33).
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Tabela III Pregled ispitivanja preporucenih za karakterizaciju farmaceutskih preparata sa

liposomima za parenteralnu primenu

Table III  Overview of the tests recommended for characterization of liposomal drug products

for parenteral application

Prilagodeno iz reference 25

Prilagodeno iz reference 33

e Karakteristike lipidnih ekscipijenasa: opis, poreklo i
karakterizacija, proces proizvodnje, prisustvo necistoca i izomera,
stabilnost;

e Kuvalitet, Cistoca i stabilnost ostalih kriti¢nih ekscipijenasa;
o Identifikacija i kontrola klju¢nih faza u procesu proizvodnje;

e QOdnos lekovita supstanca/lipidne komponente koji treba da
bude u prihvatljivom opsegu koji ¢e obezbediti konzistentne
osobine formulacije;

e Morfologija, veli¢ina i distribucija veli¢ine liposoma,
prisustvo agregata;

e Udeo inkapsulirane lekovite supstance (odnos
slobodne/inkapsulirane);

e Stabilnost lekovite supstance, lipida 1 funkcionalnih
ekscipijenasa u kona¢nom proizvodu, ukljucujuci kvantifikaciju
kriticnih ~ degradacionih  proizvoda (npr. fosfatidilholina,
oksidovanih i hidrolizovanih supstanci);

e Ispitivanje brzine oslobadanja aktivne supstance iz nosaca tipa
liposoma, ispitano pod fiziolodki relevantnim uslovima®;

e Pradenje stabilnosti u toku cCuvanja i obezbedivanje
konzistentnosti izmedu serija proizvoda;

e Ispitivanje stabilnosti u okviru in-use testova;
e Robustnost procesa rekonstitucije i/ili izrade preparata.

U zavisnosti od specificnih zahteva za liposomsku formulaciju,
moguce je razmatranje dodatnih parametara:

e Ocuvanje integriteta liposoma u plazmi;

e Karakterizacija faznog ponasanja lipidnog dvosloja
(odredivanje temperature faznog prelaza ili entalpije faznog
prelaza);

e Povrsinsko naelektrisanje liposoma;

e pH liposomskog jezgra kod inkapsulacije zasnovane na pH-
gradijentu

e Karakterizacija fizickog stanja supstance unutar liposoma (npr.
precipitacija u slu¢aju doksorubicina).

o Sastav i karakteristike lipidnih ekscipijenasa;
o Sastav i karakteristike nelipidnih ekscipijenasa;
o Hemijski sastav liposoma;

e QOdnos aktivne supstance i lipida (engl. drug-to-lipid ratio) i
koli¢ina aktivne supstance u liposomu (engl. drug loading);

o Efikasnost inkapsulacije aktivne supstance;

e Morfologija, ukljucujué¢i odredivanje lamelarne faze i
povrsinske karakteristike liposoma;

o Povrsinske karakteristike, ukoliko je primenjivo;

e Veli¢ina i raspodela veli¢ina liposoma, ukoliko je moguce
definisano za konstantnu masu ili zapreminu, ako je gustina
Cestica poznata;

e Povrsinsko naelektrisanje liposoma, uobicajeno odredeno
merenjem zeta potencijala;

e QOdredivanje temperature faznog prelaza;

e Ispitivanje brzine oslobadanja aktivne supstance iz nosaca
tipa liposoma, ispitano pri definisanim, fizioloski relevantnim
uslovima;

e Brzina ,curenja” lekovite supstance iz liposoma tokom
¢uvanja preparata

e Promene integriteta liposoma (npr. brzina rastvaranja
lekovite supstance, veli¢ina, efikasnost) u zavisnosti od
primenjene koncentracije soli;

e Spektroskopska analiza u cilju potvrde pretpostavljene
strukture liposoma (npr. phosphorus nuclear magnetic
resonance);

o [spitivanje prisustva rezidualnih rastvaraca upotrebljenih u
procesu proizvodnje;

e Sterilnost, prisustvo pirogena ili bakterijskih endotoksina

o Ispitivanje fizicke, hemijske i mikrobioloske stabilnosti.

3 Potrebno je pratiti oslobadanje lekovite supstance iz liposoma u fizioloski/klini¢ki relevantnim
medijumima. Ukoliko je odobren, in vitro test ,,curenja“ (engl. leakage) pod razli¢itim uslovima (npr.

promene temperature i pH) moze biti pogodan.
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Dodatno, za preparate sa konjugovanim (tj. PEG-ilovanim) liposomima, prema

smernici EMA (25) navodi se da je potrebno sprovesti ispitivanja:

kvaliteta 1 Cisto¢a pocetnog PEG materijala koji su od velikog znacaja za kvalitet
kona¢nog proizvoda;

hemijski nacin vezivanja (npr. PEG-lipid ili sli¢nih veza sa ili bez PEG-a);
molekulske mase konjugovanih lipida i njihove distribucije po veli¢ini;
raspodele PEG-a na povrsini liposoma;

stabilnosti konjugata.

U literaturi se navode primeri primene razli¢itih metoda u cilju karakterizacije

liposomskih nosaca lekovitih supstaci:

hemijski sastav liposoma: spektroskopske metode (nuklearna magnetna rezonancija
(npr. 31P-NMR), infracrvena spektroskopija, UV-VIS spektroskopija, transmisiona
elektronska mikroskopija sa energetskom disperzivnom spektroskopijom (engl.
Transmission Electron Microscopy Energy Dispersive Spectroscopy, TEM EDS),
masena spektrometrija sa induktivno kuplovanom plazmom (engl. Inductively
Coupled Plasma Mass-Spectroscopy, ICP-MS) (7, 25);

morfologija i povrSinske karakteristike liposoma: skenirajuca elektronska
mikroskopija (engl. Scanning Electron Microscopy, SEM), TEM (45);

karakterizacija lamelarne faze: nuklearna magnetna rezonancija (3;P-NMR) (46) i
rasipanje X-zraka na malim uglovima (engl. Small Angle X-ray Scattering) (47);

veli¢ina i raspodela veli¢ine liposoma, prisustvo agregata: dinamicko rasipanje
svetlosti (engl. Dynamic Light Scattering, DLS), SEM, TEM, mikroskopija
atomskih sila (engl. Afomic Force Microscopy, AFM) (7, 48-50);

povrsinsko naelektrisanje liposoma: odredivanje zeta potencijala (33, 50);

lipofilnost/particioni koeficijent aktivne supstance izmedu liposoma i pufera:
kapilarna elektroforeza (engl. Capillary Electrophoresis Frontal Analysis, CE-FA)
(51, 52);

ponasanje lipidnog dvosloja u medufazi: diferencijalna skeniraju¢a kalorimetrija
(engl. Differential Scanning Calorimetry, DSC) 1 infracrvena spektroskopija sa
Furijeovom transformacijom (FT-IR) (53);

separacija frakcije slobodne od inkapsulirane aktivne supstance u liposomima:
kapilarna elektroforeza-masena spektrometrija sa induktivno spregnutom plazmom
(engl. Capillary Electrophoresis-Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry,
CE-ICP-MS) (54, 55)

brzina rastvaranja lekovite supstance iz liposomskih nosa¢a: metoda sa dijaliznom
kesicom/vre¢icom 1 modifikovanom proto¢nom ¢elijom (44, 56-61).

Ispitivanje brzine oslobadanja lekovite supstance

S obzirom na predstavljenu heterogenost i kompleksnost sastava savremenih

nosaca lekovitih supstanci koje se primenjuju parenteralnim putem, jo§ uvek ne postoji

188



jedinstvena metoda za ispitivanje brzine oslobadanja lekovite supstance iako su
navedena istraZivanja veoma aktuelna i1 podrzana su od strane razlicitih strucnih tela 1
istrazivackih grupa. Posebno je naglaSena potreba za standardizacijom in vitro metoda
ispitivanja 1 izradom vodic¢a koji su neophodni za uspostavljanje in vitro — in vivo
korelacije.

Za ispitivanje preparata sa liposomima (liposomskih preparata) uobicajeno se
koriste metode dijalizne kesice ili reverzne dijalizne kesice, kao 1 metoda modifikovane
protocne celije. Ove metode su pogodne jer omogucavaju separaciju liposoma od
medijuma. S obzirom da se radi o nestandardnim metodama, to otezava poredenje
dobijenih rezultata izmedu laboratorija. U Tabeli IV navedene su prednosti i nedostaci
metoda koje su koriS¢ene za ispitivanje liposomskih formulacija. Zbog slozenog sastava
ovih formulacija, pri izboru odgovaraju¢e metode ispitivanja Cest je pristup od slucaja
do sluc¢aja u zavisnosti od vrste liposomskog nosaca (59).

Tabela IV Poredenje razli¢itih metoda za analizu kinetike oslobadanja lekovite
supstance iz liposomskih formulacija (prilagodeno iz reference 59)

Table IV  Comparison of different drug dissolution analysis methods for liposomal
formulations (adapted from the reference 59)

Oslobadanje . .. L.
. Ostecenje | Kontinuirano . .
Metoda lekovite . . Prednosti Nedostaci
liposoma | uzorkovanje
supstance
Dijaliza Trenutno i Ne Da Jednostavna/ekonomiéna Sink uslovi/zavisi
produzeno od membrane
Reverzna dijaliza Trenutno i Ne Da/vise kesica Jednostavna/dugo vreme Membrana
produzeno uzorkovanja/ekonomicna kontrolise brzinu
rastvaranja
Frakciona dijaliza Trenutno i Ne Da Idealni sink uslovi Potrebna je dodatna
produzeno validacija
Mikrodijaliza Trenutno i Ne Da Minimalna manuelna Nezavisno od
produzeno manipulacija lekovite supstance
Ultracentrifugiranje | Produzeno Da Ne Nezavisno od lekovite Sedimentacija
supstance sastojaka
Centrifugalno Produzeno Da Ne Male centrifugalne sile Zapusavanje
ultracentrifugiranje filtera/deformacija
Cestica
Ultrafiltracija pod Trenutno i Da Ne Fina filtracija pri niskim ZapusSavanje
pritiskom produzeno pritiscima filtera/deformacija
Cestica
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Tabela IV (nastavak)
Table IV (continued)

Oslobadanje Oitecenie | Kontinui
stecenje ontinuirano
Metoda lekovite R ! X Prednosti Nedostaci
liposoma | uzorkovanje
supstance
Hromatografija Trenutno i Ne Da Mogucénost izbora Neophodno je
zasnovana na produZzeno stacionarne faze razli¢itog | kondicioniranje
veli¢ini molekula promera pora kolone
In situ metode Trenutno i Ne Da Direktno odredivanje Ogranicena na
produzeno polarografiju i
UV/VIS
spektroskopiju
Kontinuirane Trenutno i Ne Ne/da Pracenje trenutnog ZapuSavanje
metode proticanja | produZeno oslobadanja filtera/fizicka
ograni¢enja
USP (aparatura 4) Trenutno i Ne Da Dugo vreme uzorkovanja | Velika zapremina
produZeno medijuma za
oslobadanje
USP (aparatura 1) Trenutno i Ne Da Konstantna povrSina za Difuzija u dve faze
produzeno uzorkovanje

Metoda modifikovane proto¢ne celije uz primenu odgovaraju¢eg adaptera

predlozena je kao alternativna metoda za analizu preparata

sa liposomima

deksametazona pripremljenih razli¢itim metodama (sa 1 bez ekstruzije) i upotrebom
razli¢itih fosfolipida:

DMPC (engl.

DPPC (engl.
1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine)

distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) (56).

1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine),
1 DSPC (engl.

1,2-

Dijalizni adapter predstavlja Suplji cilindar koji na dnu i vrhu ima teflonske "O”

prstenove na mestima za pricvrs¢ivanje (Slika 1). Kroz donji i gornji teflonski deo
prolaze Zice koje predstavljaju okvir adaptera. Otvor gornjeg teflonskog dela se moze
zatvoriti zavrtanjem. Membrana za dijalizu se postavlja preko adaptera i pricvrSuje
pomocéu "O" prstenova na dnu i vrhu. Ovako pripremljeni adapter se postavlja u
uspravnom poloZzaju u proto¢nu Celiju. Ispitivani uzorak se unosi u dijalizni adapter koji
se zatvara zavrtanjem.
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(A)

> Vrh Otvor
Membrana
| > Dno O-prsten
Adapter sa
membranom

(B)

. . L .
Sistem filtera et CFiy—y
(77

Drza¢ uzorka — .
Medijum

Staklene
kuglice

Slika 1. (A) Shematski prikaz dijaliznog adaptera: (levo) prednji deo adaptera, (sredina)
dno i gornji deo, (desno) adapter sa dijaliznom membranom pricvr§éenom
pomocu O-prstenova. (B) Postavljanje adaptera u aparaturu sa proto¢nom
¢elijom (prilagodeno iz reference 56)

Figure 1. (A) Schematic of the dialysis adapter design: (left) the front of the dialysis
adapter, (middle) top and bottom parts, (right) adapter with dialysis membrane
sealed with O-rings. (B) The placement of the adapter in USP apparatus 4
(adapted from the reference 56)

Metoda je predlozena kao naprednija u odnosu na metodu sa dijaliznom 1
reverznom dijaliznom kesicom jer omogucava: ravnomerno i adekvatno meSanje izvan
dijalizne kesice, postizanje ujednacene temperature unutar uzorka i1 male varijacije
izmedu uzoraka u toku ispitivanja.
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Modifikovane metode sa proto¢nom Ccelijom koriS¢ene su za analizu brzine
oslobadanja doksorubicin-hidrohlorida (60) 1 amfotericina B (61) 1z razlicitih
liposomskih formulacija za parenteralnu primenu. Kao prednosti primene opisanih
metoda navodi se njihova diskriminatornost u uspostavljanja razlika izmedu generickih
1 inovativnih lekova koji sadrze navedene lekovite supstance u sastavu liposomskih
nosaca.

Interesantan pristup u ispitivanju brzine oslobadanja predstavlja i dvostepena
metoda reverzne dijalize koja je razvijena za liposomske preparate sa pasivnim ciljnim
karakteristikama (58). Prva faza testa odgovara cirkulaciji liposoma u telu, dok druga
faza odgovara oslobadanju lekovite supstance (tenovira) na ciljnom mestu isporuke. Na
Slici 2 shematski su prikazane obe metode 1 faze u toku ispitivanja.

Uzorak

N Surfaktant
-
A

=3

<

Dijalizna metoda [~ 1 L -
(:’: ] R

Medijum
I
=
Fazal Faza ll
Reverzna ! | Surfaktant
dijalizna metoda Uzorak
= . “]
T 1? Medijum
+

J L Uzorak
I~ N

Medijum L5l
Fazal Faza ll

Slika 2. Shematski prikaz dijalizne (a) i reverzne dijalizne metode (b). Kao dijalizator
koriscen je Float-A-Lyzer® (1 ml, 50 kDa MWCO celulozni estar) (Spectrum
Laboratories, SAD) (prilagodeno iz reference 58)

Figure 2. Shematic representation of dialysis (a) and reverse dialysis method (b) Float-A-
Lyzer® (1 ml, 50 kDa MWCO cellulose ester) (Spectrum Laboratories, USA) as
dialysis tube was used (adapted from the reference 58)
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U in vitro uslovima prva faza (faza cirkulacije) odvijala se u 10 mM natrijum-4-
(2-hidroksietil)-1-piperazinetanesulfonat rastvoru pH 7,4 (HEPES pufer), dok je u
drugoj fazi u medijum dodat Triton X-100 (oktoksinol-9) u koncentraciji od 1% (m/V).
Pokazano je da je varijabilnost rezultata brzine oslobadanja izmedu uzoraka bila znatno
manja u odnosu na rezultate dobijene uobic¢ajenom dijaliznom metodom. S obzirom na
potvrdenu mogucénost diskriminatornosti uzoraka razliCitog sastava, autori predlazu
primenu navedene metode u okviru ispitivanja kvaliteta proizvoda za razlicite
parenteralne preparate kompleksnog sastava (58).

Zakljucak

Parenteralni preparati moraju ispuniti brojne zahteve koji se odnose na procenu
njihovog kvaliteta. Pored fizickohemijskih, mikrobioloskih i farmaceutsko-tehnoloskih
ispitivanja koja su uobiCajena za konvencionalne farmaceutske oblike za parenteralnu
primenu, u literaturi se navodi ve¢i broj ispitivanja predvidenih za ispitivanje
farmaceutskih oblika sa specificnim nosacima lekovitih supstanci, kao 1 nove klase
kompleksnih lekova, bioloSkih i tzv. nebioloSkih kompleksnih lekova (i njihovih
»similara”- sliénih lekova), ¢iji dalji razvoj se oCekuje u bliskoj buduénosti, a koji se, u
velikom broju slu¢ajeva, primenjuju parenteralnim putem.

Parenteralni preparati sa liposomskim nosacima lekovitih supstanci, kao
predstavnici nebioloSkih kompleksnih lekova primenjuju se u terapiji ve¢ duze od dve
decenije. Uporedo sa intenzivnim istraZivanjima navedenih nosaca lekovitih supstanci
za parenteralni put primene, razvijale su se 1 metode njihove in vitro karakterizacije.
Upravo €injenica da ova ispitivanja u 0snovi nisu propisana u najznacajnijim svetskim
farmakopejama (Ph. Eur., USP 1 JP), kao 1 da se postupci njihovog izvodenja mogu
zna€ajno razlikovati izmedu laboratorija, doprinosi velikoj varijabilnosti dobijenih
rezultata 1 ograni¢enjima u njihovom medusobnom poredenju.

Regulatorna tela EMA 1 FDA su ucestvovala u pripremi odredenih dokumenata 1
razvoju odgovarajucih standarda i smernica u pogledu ispitivanja kvaliteta liposomskih
nosaca lekovitih supstanci za parenteralnu primenu. S obzirom na aktuelni razvoj
savremenih farmaceutskih oblika 1 nosaca lekovitih supstanci za parenteralni put
primene ocekuje se 1 uporedno usavrSavanje metoda za sveobuhvatna ispitivanja
njihovog kvaliteta, Sto ¢e doprineti bezbednoj i1 efikasnoj primeni ovog vida terapije.
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Autori se zahvaljuju Ministarstvu prosvete, nauke i tehnoloSkog razvoja
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Summary

A greater variety of pharmaceutical preparations can be administered by the parenteral
route, the composition of which can be simple (aqueous solutions) and more or less complex
(emulsions, suspensions, liposomes as carriers of active pharmaceutical ingredients, particle
systems, solid implants/implants). In addition, advances in bio- and nano- technology have
enabled the development of new classes of complex drugs, so-called non-biological complex
drugs (and their similars) whose further development is expected in the near future, and which
are in many cases applied by parenteral route.

Parenteral preparations containing active substances encapsulated in the liposome-type
carriers represent a class of non-biological complex drugs which have the longest use so far and
whose properties and defined quality characteristics are being most examined. In this paper, an
overview of mandatory and additional (specific) in vitro tests for parenteral liposomal drug
carriers is presented. The fact that standard testing procedures are often not available in relevant
pharmacopoeias (Ph. Eur.,, USP and JP), so that they can vary significantly between
laboratories, contributes to the great variability of the results obtained and constraints in their
mutual comparison. EMA and FDA, as regulatory agencies, have also participated in the
preparation of certain documents and development of appropriate standards and guidelines for
quality control of liposomal drug carriers for parenteral application.

Keywords: parenteral preparations, non-biological complex drugs, liposomes;
in vitro characterization
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Kratak sadrzaj

Promene na kozi i njenim adneksima, do kojih dolazi tokom trudnoce, Cesto su uzrok
nezadovoljstva i razlog zbog koga trudnice i dojilje svakodnevno koriste brojne kozmeticke
proizvode i pokazuju interesovanje za razliCite estetske procedure. Premda bezbednost
kozmetickih proizvoda mora biti potvrdena pre pojavljivanja na trziStu, ¢injenica je da se
njihova bezbednost, kao ni bezbednost estetskih procedura, ne procenjuje na trudnicama i
dojiljama. Izbor odgovarajucih proizvoda dodatno komplikuje odsustvo zvanicne liste sastojaka
koje bi trebalo uzeti u razmatranje tokom trudnoce i laktacije, poput poznatih ili potencijalnih
endokrinih disruptora/ometaca ili jedinjenja (potencijalno) toksi¢nih po reprodukciju. Dodatno,
ne postoje zvani¢ne preporuke regulatornih tela i udruzenja zdravstvenih profesionalaca, koje bi
olaksale izbor kozmetickih proizvoda koje trudnice i dojilje mogu da koriste, ali i otklonile
eventualni strah od izlaganja ploda/bebe nebezbednim supstancama.

U ovom radu dat je pregled podataka vezanih za bezbednost odredenih kozmetickih
sastojaka, kao i razli¢itih kategorija kozmeti¢kih proizvoda i neinvazivnih estetskih procedura,
uz pokusaj konsolidovanja podataka u konkretne preporuke vezane za izbor i njihovu primenu
tokom trudnoce i laktacije.

Kljuéne rec€i: kozmeticki proizvodi, neinvazivne estetske procedure, bezbednost,
trudnoca, laktacija, preporuke
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Uvod

Trudno¢a je fizioloSko stanje koje se karakteriSe znacCajnim endokrinim,
imunoloskim, metaboli¢kim i1 vaskularnim promenama na nivou razli¢itith organa i
sistema organa (1). Ipak, najoCiglednije promene u ovom periodu javljaju se na kozi i
njenim adneksima (2,3).

Promene koZe i adneksa, najveci 1 najces¢i estetski problem u trudnoéi, Cest su
uzrok nezadovoljstva 1 razlog primene razli¢itth kozmeti¢kih proizvoda (KP), ali 1
estetskih procedura (EP), kako u ovom periodu, tako i tokom laktacije (2-4).

Rezultati brojnih studija idu u prilog €injenici da potreba za lepim, negovanim
izgledom, bez vidljivih estetskih nedostataka, ne prestaje u trudnoci i pokazuju da se
potroSnja razli¢itih KP tokom ovog perioda cak uvecava (5-8). Tako su, na primer,
Ficheux 1 sar. (2015. god), ispitujuci ucestalost korisS¢enja i broj razli¢itth KP koji se
koriste na dnevnom nivou, utvrdili da trudnice u Francuskoj svakodnevno koriste ¢ak
osamnaest, dok Francuskinje koje nisu trudne, Sesnaest razli¢itth KP (5). U studiji u
kojoj je vrSena procena dnevne izloZenosti trudnica KP, pokazano je da trudnice
generalno intenzivnije koriste odredene vrste proizvoda (losione/mleka 1 micelarne vode
za skidanje Sminke, proizvode za mehanicki piling koze, kreme za no¢nu negu, serume,
stikove za negu usana i proizvode dekorativne kozmetike) u odnosu na osobe Zenskog
pola koje nisu trudne (6). Marie 1 sar. (2016. god) su, ispitujuci da li se upotreba KP
menja tokom trudnoce, utvrdili da trudnice uglavnom izbegavaju upotrebu lakova za
nokte, proizvoda za skidanje laka i farbi za kosu, ali mnogo intenzivnije koriste
emulzione losione za negu tela u odnosu na period pre trudnoce (7).

Pomenuti rezultati otvaraju odredena pitanja u vezi sa primenom KP tokom
trudnoce 1 laktacije od kojih su najvaznija dva: prvo — na osnovu kojih kriterijuma se
v1si izbor proizvoda 1 drugo — da li se u dovoljnoj meri u razmatranje uzima 1 aspekt
bezbednosti ploda/bebe?

Cinjenica je da se bezbednost KP i EP, ne procenjuje/ispituje na trudnicama i
dojiljama 1 da objektivno nedostaju istrazivacke in vivo 1 klinicke studije koje bi se
bavile ovom problematikom. Takode, ne postoje ni publikovani podaci o tome koje
preporuke trudnicama daju zdravstveni radnici razlicitih profila, ako ih daju, u vezi
izbora i1 primene KP i EP tokom perioda trudnoce i laktacije.

Cilj ovog stru¢nog rada bio je da se na osnovu dostupnih podataka iz relevantnih
literaturnih 1izvora, kriticki sagleda upotreba razli¢itth KP 1 bezbednost njihovih
sastojaka, kao 1 primena neinvazivnih EP, tokom perioda trudnoce i laktacije, uz
pokusaj konsolidovanja tih podataka u konkretne preporuke za izbor i primenu.
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Primena kozmetickih proizvoda tokom perioda trudnoce i laktacije

Zbog svakodnevne upotrebe velikog broja KP (5-8), trudnice su, razliitim
putevima ekspozicije, shodno kategoriji 1 vrsti proizvoda koje koriste, izloZene brojnim
sastojcima. Ti sastojci KP, pored ocekivanih 1 pozeljnih kozmetickih efekata, mogu
imati 1 potencijal za ispoljavanje onih nezeljenih (6,7). Pomenuti neZeljeni efekti su, kod
trudnica, ve¢inom lokalnog karaktera (iritativni, fototoksi¢ni 1 (foto) alergijski kontaktni
dermatitis) i uglavnom prolaze bez medicinske intervencije (2,6,9). Medutim, njihovom
ispoljavanju u trudno¢i mogu doprineti fizioloSke promene celog organizma,
karakteristi¢éne za ovaj period (1-3), posebno ako kod trudnice postoji i individualna
predispozicija (2). Tako, proizvodi zbog ¢ije primene u trudnoéi, upravo zbog
navedenih razloga, treba biti obazriv, jesu npr. proizvodi za hemijski tretman kose,
hemijski depilatori 1 proizvodi za ulepSavanje/negu noktiju (10-14).

Prilikom primene KP tokom trudnoce, pored bezbednosti trudnice, u obzir treba
uzeti i bezbednost ploda. Sa tim u vezi, da bi se kozmeticki sastojak nekog KP uopste
mogao smatrati potencijalno Stetnim/nebezbednim za plod, trebalo bi da ima moguc¢nost
da stigne do njega, odnosno da nakon nanoSenja na kozu (najce$¢i put ekspozicije)
penetrira 1 permeira kroz razlicite slojeve koze, sistemski se apsorpbuje (15) 1 na kraju
prode kroz placentu do ploda.

Kada je u pitanju primena KP tokom perioda laktacije, poseban aspekt bezbedne
primene predstavlja razmatranje eventualne sistemske apsorpcije kozmetickih sastojaka
1 njihov naknadni prelazak u maj¢ino mleko, Sto moZe uticati na rast i razvoj bebe (4).

Iz navedenog sledi da bi izbor KP tokom trudnoce/laktacije trebalo vrSiti na
osnovu njihovog sastava. Medutim, postavlja se pitanje, da li i na koje to KP, odnosno
kozmeticke sastojke u proizvodima, treba obratiti paznju?

Da bi se KP uopste nasao na trzi$tu, mora biti bezbedan za ljudsko zdravlje pod
normalnim 1 razumno predvidivim uslovima upotrebe (16-18), §to podrazumeva
procenu bezbednosti kako njegovih sastojaka, tako i gotovog proizvoda (16). Sa aspekta
problematike kojom se ovaj stru¢ni rad bavi, potrebno je istaci da je u osnovi procene
bezbednosti svih kozmetickih sastojaka toksikoloSka procena rizika upotrebe sastojaka
koji ulaze u sastav KP, odnosno procenjivanje rizika za ispoljavanje akutnih lokalnih 1
sistemskih nezZeljenih efekata (verovatno¢a pojave nezeljenog efekta i odredivanje
njegove tezine) na osnovu toksicnosti sastojaka 1 nivoa izloZenosti (15,18). Dodatno,
treba naglasiti da se u okviru toksikoloske procene izloZenost kozmeti¢kom sastojku, po

(15).

Iz prethodnog se mozZe zakljuciti da samo sastojci sa bezbednim toksikoloSkim
profilom mogu biti odobreni 1 na¢i se u primeni. Medutim, kod primene KP tokom
trudnoce 1 dojenja, u obzir se mora uzeti da se procena bezbednosti gotovog KP ipak ne
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vr$i na trudnicama i dojiljama (nema podataka o uticaju upotrebljenog nosaca KP na
penetraciju 1 eventualnu apsorpciju sastojaka proizvoda, Sto je npr. jedan od razloga
podeljenog misljenja kada je u pitanju primena retinola i njegovih derivata tokom
trudnoce 1 laktacije (19,20), kao 1 to da nije potpuno isklju¢ena mogucnost pojave
(novih) nezeljenih efekata (NE) prouzrokovanih upotrebom KP i nakon stavljanja
proizvoda u promet. Takode, evidentno je da su na trZiStu jo§ uvek prisutne stare
sirovine €ija bezbednosna procena nije radena u skorije vreme, kao i da trenutno nema
validiranih alternativnih metoda za procenu odredenih aspekata bezbednosti u okviru
toksikoloske procene, poput reproduktivne toksi¢nosti, §to je ograniavajuéi faktor u
slu¢aju pojave novih pitanja vezanih za bezbednost sastojaka koji se ve¢ duze koriste
(21,22), ali i novih jedinjenja koja bi se koristila iskljucivo kao kozmeticke sirovine
(23).

S obzirom na navedeno, kao 1 ¢injenice da nema in vivo studija koje bi se bavile
procenom bezbednosti KP na trudnicama, opsti konsenzus medu zdravstvenim
radnicima razli¢itih profila (ginekolozi, farmaceuti, dermatolozi) jeste da u prvom
trimestru trudnoce, u toku intenzivne organogeneze ploda, upotrebu svih proizvoda
treba svesti na minimum, odnosno ograni¢iti samo na neophodne, poput onih za
odrZavanje li¢ne higijene, kao i KP koji se nanose na manju povrsSinu koze (npr. za
zastitu 1 negu koze lica).

Kada se postavi pitanje konkretnih kozmetickih sastojaka ¢ija bi upotreba trebalo
da bude predmet razmatranja, isticu se sastojci koji jesu (potencijalni) endokrini
disruptori (ED)/ometaci (engl. potential endocrine disruptor) — egzogena jedinjenja
koja bi mogla dovesti do endokrinog poremecaja u intaktnom organizmu ili njegovom
potomstvu (7,23-26). Treba ista¢i da su savremene margine bezbednosti za sistemsku
izloZenost novih supstanci takve, da se samo one sa bezbednim toksikoloskim profilom
mogu koristiti. Medutim, u pitanje se dovodi bezbednost sirovina koje su dugo u
upotrebi 1 ¢ija bezbednosna procena nije radena u skorije vreme, posebno ako su u
pitanju endokrini disruptori sa pokazanim negativnim uticajem na endokrini sistem na
zivotinjskim modelima (21). Sa druge strane, iako se zakonski propisi prilagodavaju
novo-identifikovanim endokrinim ometa¢ima, Cinjenica je da cCesto postoji dug
vremenski period izmedu identifikovanja ED i preduzimanja mera za ograni¢avanje
upotrebe tih jedinjenja. Evidentno je 1 da trenutno ne postoji zvanic¢na lista poznatih ili
potencijalnih ED (15), kao i to da je zbog zabrane ispitivanja kozmetickih sastojaka na
zivotinjama, izuzetno teSko razlikovati potencijalne ED i one koji to zaista jesu, narocito
ako je supstanca namenjena isklju¢ivo za upotrebu u KP (23).

Kozmeticke sirovine/materijali — potencijalni endokrini ometac¢i za koje je
svojevremeno vrSena bezbednosna procena jesu: parabeni (2013. god), triklozan (2011.
god), homosalat (2007. god), benzofenoni (2001. god), 4-metilbenziliden kamfor (2006.
god) 1 3-benziliden kamfor (2013. god), melatonin (2010. god), rezorcinol (2009. god),
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ciklometikon (2010. god) i ciklopentilsiloksan (2015. god), uz naknadno ogranicenje
njihove upotrebe (npr. prelazak 3-benziliden kamfora i pojedinih parabena na listu
zabranjenih sastojaka za upotrebu u KP ili smanjenje maksimalnih dozvoljenih
koncentracija pojedinih procenjivanih sirovina itd) (15).

Imaju¢i u vidu prethodno navedene ¢injenice, tokom perioda trudnoce 1 laktacije
treba smanjiti upotrebu proizvoda koji sadrze navedene potencijalne ED (npr. proizvode
za zaStitu koze od sunca koji sadrze homosalat 1 benzofenone; paste za zube sa
triklozanom; proizvode za negu koZe tela koji sadrze parabene itd). U Tabelama I-I1I dat
je pregled razlicitih vrsta KP, podaci o bezbednosti pojedinih sastojaka tih proizvoda (sa
akcentom na podacima o reproduktivnoj toksi¢nosti) i preporuke vezane za njihovu

primenu tokom trudnoce 1/1li laktacije.

TabelaI Pregled KP za pranje i ¢iS¢enje i KP posebne namene; podaci o bezbednosti i
preporuke za primenu tokom trudnoce i laktacije
Table I Overview of cleansing cosmetic products and products for specific purposes;

safety data and recommendations for usage during pregnancy and lactation

Kozmetic¢ki proizvod
(KP)

Dostupni podaci o bezbednosti KP i njihovih sastojaka i preporuke za koriS¢enje tokom
perioda trudnoce i laktacije

KP za ¢iSéenje zuba i
negu usne duplje

Tokom perioda trudnoc¢e bezbedna je primena proizvoda (paste za zube i vode za usta) koji sadrze fluoride, a
ne sadrze alkohol i triklozan; preporucuje se upotreba 2 puta dnevno (ujutru i uvece), od pocetka trudnoce (i
u prvom trimestru) (27,28).

KP za prevenciju i
tretman strija

Kozmetic¢ki (aktivni) sastojci, za koje postoje podaci o bezbednosti i smatraju se bezbednim: alfa hidroksi
kiseline, tokoferol i derivati, hijaluronska Kkiselina, njene soli i fargmenti, pantenol, alantoin, elastin,
kolagen, lipidi (ulja prirodnog i sintetskog porekla, biljne masti, masni alkoholi, masne Kkiseline,
voskovi), fosfolipidi, holesterol, glicerol, propilenglikol, sorbitol (29).

Podaci o bezbednosti primene pojedinih biljnih ekstrakata, poput ekstrakta biljke Centella asiatica, tokom
trudnoce nisu potpuno jasni (30).

KP za
samopotamnjivanje

kozZe

Proizvodi koji se duze zadrzavaju na kozi (engl. leave-on) sa dihidroksiacetonom (DHA) u konc. do 10%
smatraju se bezbednim (31) i mogu se koristiti tokom perioda trudnoce i laktacije. Penetracija DHA je
ogranicena (10-13% primenjene doze), apsorpcija zanemarljiva, jer se DHA zadrzava uglavnom na nivou

epidermisa (31).

KP za negu bradavica

Lanolin se smatra bezbednim i moze se koristiti za negu bradavica tokom laktacije (32). Nezeljeni efekat

lanolina je lokalnog karaktera — moze prouzrokovati alergijski kontaktni dermatitis (AKD).

(Dermo)KP za CiSéenje i
negu neciste koZe sklone
aknama

Mleéna Kiselina ima zanemarljivu dermalnu penetraciju, smatra se bezbednom (4) i moze se koristiti.

Glikolna kiselina u sastavu KP koji se spiraju (rinse-off) i zadrzavaju na kozi (leave-on) je bezbedna (1,33) i
moze se koristiti.

Salicilna kiselina: ima podataka koji ukazuju da bi mogla izazvati razvojne poremecaje kod ploda (toksi¢na
po reprodukciju, kategorija 2), zbog Cega ne treba koristiti leave-on proizvode sa salicilnom kiselinom.
Salicilna kiselina u sastavu rinse-off proizvoda je bezbedna za primenu tokom trudnoce i laktacije (33-36).

Nikotinamid (niacinamid) je bezbedan (29) i moze se koristiti tokom trudnoce i laktacije.
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Tabela I Pregled (dermo)kozmetickih proizvoda za negu i zastitu koze, podataka o

bezbednosti i preporuke za primenu tokom trudnoce i laktacije

Table I  Overview of (dermo)cosmetic products for personal care and skin protection, safety

data and recommendations for usage during pregnancy and lactation

Kozmeticki Dostupni podaci o bezbednosti odredenih sastojaka i preporuke za koris¢enje ovih proizvoda
proizvod (KP) tokom perioda trudnode i laktacije
(Dermo)KP za Proizvodi sa neorganskim cCesticama (titan-dioksid i cink oksid) su bezbedni i mogu se koristiti

zaStitu koZe od
sunca

tokom trudnoc¢e i laktacije. Maksimalan SPF (faktor zastite od sunca/UVB zracenja, engl. sun
protection factor) u letnjem periodu preporucen za trudnice jeste 30 uz pravilno nanoSenje i

koris¢enje proizvoda. Minimalan SPF tokom ostalih meseci u godini treba da bude 15 (29).

(Dermo)KP za
umanjenje
znakova
prevremenog
starenja koZe

(engl. anti-age)

Prema izvestaju SCCS*-a upotreba retinola, retinil palmitata ili retinil acetata (retinaldehid i
retinil linoleat nisu obuhvadeni navedenim izveStajem) u konc. do 0,3% u kremovima za ruke,
kremovima za lice i rinse-off proizvodima je bezbedna per se. Medutim, naglaseno je da bi pri
najgorem scenariju, nanosenjem ovih proizvoda na kozu koli¢ina apsorbovanog retinola bila ¢ak
97% UL (maksimalna tolerabilna doza, engl. tolerable uper intake level, UL), ne uzimajuci u obzir
glavni izvor ekspozicije (hrana). Navedeno je da je teratogenost najkriti¢niji toksikoloski ishod do
koga dolazi usled povecanog plazmatskog nivoa bioloski aktivnih metabolita retinola (retinolna
kiselina) (19). Autor prve studije u kojoj je ispitivano potencijalno embriotoksi¢no delovanje retinola
nakon nanosenja na kozu tokom trudnoce, izrazio je neslaganje sa pomenutim izvesStajem, ukazao na
odredene propuste prilikom odredivanja nivoa penetracije retinola, kao 1 na ¢injenicu da nijedna
studija sprovedena na ljudima ili zivotinjama ne upuéuje da retionoidi naneti na kozu uticu na
plazmatski nivo retinolne kiseline (20). S obzirom na neslaganje, odnosno podeljena misljenja
(19,20), retinol i derivate retinola ipak ne treba koristiti tokom trudnoce i laktacije.

Alfa hidroksi kiseline (AHA) su bezbedne (1,29) i mogu se koristiti tokom trudnoce i laktacije.
Hijaluronska Kkiselina, njene soli i fragmenti, tokoferol i derivati, askorbinska Kiselina i
derivati, ubihinon (koenzim Q,), lipoinska Kkiselina su bezbedni sastojci (29) i mogu se koristiti
tokom trudnoce i laktacije.

Kozmeticki aktivne supstance za izbeljivanje/posvetljivanje ograni¢enih hiperpigmentacija na

kozi uglavnom nisu bezbedne i nisu efikasne za tretman hiperpigmentacija (najées¢e melazme) (37) i
ne treba ih koristiti tokom perioda trudnoce i laktacije.

*SCCS (Scientific Committee on Consumer Safety) - NauCni odbor za bezbednost

potrosaca
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Tabela III Pregled KP za hemijski tretman kose i negu noktiju, podataka o bezbednosti i
preporuke za primenu tokom trudnoce i laktacije

Table III  Overview of cosmetic products for chemical treatment of hair and nail care, safety
data and recommendations for usage during pregnancy and lactation

Kozmeticki Dostupni podaci o bezbednosti odredenih vrsta KP i njihovih sastojaka i preporuke za kori$¢enje
proizvod (KP) | tokom perioda trudnode i laktacije

KP za hemijski | lako se moze oc¢ekivati minimalna sistemska apsorpcija pojedinih sastojaka, nije utvrdena veza izmedu
tretman kose povremenog koris¢enja ovih proizvoda tokom trudnoce i reproduktivne toksic¢nosti, bilo kod korisnika
proizvoda (37,38) ili profesionalne izloZenosti trudnica (frizeri, kozmeticari) (10,37,38). Pojedine studije
ukazuju da kod profesionalne izloZenosti postoji povecan rizik od pojave reproduktivnih poremecaja, ali
nije dokazana veza izmedu konkretnih KP/sastojaka i reproduktivnih poremecaja (39). Reevaluacija
pitanja bezbednosti boja za kosu (2010. god) nije pokazala vezu izmedu primene boja za kosu i
reproduktivne toksi¢nosti (40). Parafenildiamin (PPD), sastojak trajnih (oksidativnih), tamnijih boja za
kosu, ima zanemarljivu sistemsku apsorpciju, uz formiranje netoksicnog metabilita (N-N-diacetil-PPD)
koji se izluCuje putem urina i ne predstavlja opasnost po ljudsko zdravlje (10,41).

Hemijski tretman kose 3 do 4 puta u toku trudnoce (nakon prvog trimestra) i laktacije, odnosno
maksimalno na svakih 6 do 8 nedelja, moZe se smatrati bezbednim (38). Kod profesionalne izloZenosti
trudnica ovim KP, u cilju smanjenja ekspozicije, preporucuje se obavezno noSenje rukavica, rad u
trajanju do 35 casova nedeljno i adekvatna ventilacija salona (38,42). Mogu¢ NE ovih KP - AKD
prouzrokovan sastojcima proizvoda (PPD, 4-aminofenol, rezorcinol, amonijum tioglikolat, gliceril
tioglikolat, formaldehid) (10,11).

KP za Lakovi za nokte su bezbedni (43) i mogu se koristiti tokom trudnoce i laktacije. NE - AKD prouzrokovan
ulepsavanje odredenim sastojcima (npr. smole koje sadrze formaldehid) (12). Toluen (toksi¢an po reprodukciju,
noktiju kategorija 3) je bezbedan u ovim KP, jer nema penetracije. IzveStajem SCCS*-a je obuhvacena

profesionalna izloZenost u trajanju od 8h dnevno, u dobro ventiliranom salonu (44).

Prilikom upotrebe proizvoda za jacanje noktiju (engl. nail hardeners) sa formaldehidom (karcinogen
1B) moze do¢i do njegove inhalacije, ali nema dokaza da bi nakon inhalacije formaldehida (usled
povremenog kori§¢enja proizvoda) kod trudnica moglo do¢i do reproduktivne toksi¢nosti i razvojnih
poremecaja kod ploda. U izvestaju nije obuhvacena profesionalna izloZenost trudnica formaldehidu (13).
NE formaldehida - izraZen iritacioni (o€i, respiratorni trakt) i alergogeni potencijal (12,13).

Monomeri metakrilata u proizvodima za izlivanje/produzivanje noktiju ne mogu penetrirati kroz
nokatnu plocu i nakon izlaganja svetlosti UV lampe odmah krece njihova polimerizacija. Nema podataka
o njihovoj reproduktivnoj toksi¢nosti i mogu se smatrati bezbednim za primenu (14). Mogué¢ NE - AKD
(12,14).

*SCCS (Scientific Committee on Consumer Safety) - Naucni odbor za bezbednost
potrosaca
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Neinvazivne estetske procedure tokom perioda trudnoce i laktacije

Zbog razli¢itih reverzibilnih i/ili ireverzibilnih promena koZe nastalih tokom
trudnoce (1-3), trudnice 1 dojilje pokazuju veliko interesovanje 1 podvrgavaju se, na
li¢ni zahtev, odredenim estetskim procedurama. Medutim, bezbednost EP (hemijski
piling, mezoporacija, sonoforeza, upotreba lasera u okviru procedura itd) nije
procenjivana na trudnicama 1 dojiljama, zbog ¢ega predstavlja kompleksno pitanje bez
jasnih i1 potpuno sigurnih odgovora (4).

Generalno, estetske procedure su diskrecione, ne reSavaju zdravstveni problem,
odnosno nisu medicinski indikovane, zbog Cega treba razmotriti koliko je njihova
primena tokom trudnoce 1 laktacije zaista opravdana.

S obzirom da potencijalna primena invazivnih EP tokom trudnoce pokrece niz
etickih, medicinskih 1 pravnih pitanja, u radu ¢e biti prikazane samo neinvazivne
procedure koje se (ve¢inom) obavljaju u kozmetickim salonima i za koje postoji veliko
interesovanje, ¢ak i u periodu trudnoce i laktacije. U Tabeli IV navedene su najcesce
neinvazivne EP za koje trudnice 1 dojilje pokazuju veliko interesovanje, dostupni
literaturni podaci o njihovoj bezbednosti 1 preporuke za primenu tokom perioda
trudnoce 1 laktacije.

Tabela IV Pregled neinvazivnih estetskih procedura, podataka o bezbednosti i preporuke za

primenu tokom trudnoce i laktacije

Table IV  Overview of non-invasive aesthetic procedures, safety data and recommendations

for usage during pregnancy and lactation

Neinvazivna
estetska procedura

Dostupni podaci o bezbednosti neinvazivnih estetskih procedura i preporuke za primenu
tokom trudnoée i laktacije

Povrsinski
hemijski piling

Rastvor glikolne kiseline (do 30%): ogranicena dermalna penetracija glikolne kiseline, bezbedan za
primenu (1,4,34,35).

Rastvor mle¢ne kiseline (do 30%): ograniena penetracija mle¢ne kiseline, relativno bezbedan za
primenu (4).

Rastvor salicilne kiseline (15-20%): znacajna dermalna penetracija (oko 25%) ukoliko se nanosi na
vecu povrsinu koze, ima podataka koji ukazuju da bi mogla izazvati razvojne poremecaje kod ploda
(toksicna po reprodukciju, kategorija 2) (4,34,36).

Preparativni

tretmani lica

Hijaluronska Kkiselina, njene soli i fragmenti, tokoferol i derivati, askorbinska Kkiselina i
derivati, ubihinon (koenzim Q), lipoinska Kkiselina su bezbedni (29) i mogu se koristiti tokom

perioda trudnoce i laktacije.

Potamnjivanje
koZe prskanjem

(engl. air brushing)

Vodeni rastvor DHA u koncentraciji do 14% za profesionalnu upotrebu se smatra bezbednim,
ukoliko se ne primenjuje ¢eS¢e od jednom nedeljno, uz adekvatnu zastitnu opremu (oci, usta, nos).
Penetracija/permeacija DHA je ogranicena (10-13% nanesene konc.), DHA se zadrzava uglavnom

na nivou epidermisa, inhalacija DHA je zanemarljiva (31).
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Tabela IV (nastavak)
(continued)

Table IV

Neinvazivna
estetska procedura

Dostupni podaci o bezbednosti neinvazivnih estetskih procedura i preporuke za primenu
tokom trudnocde i laktacije

Epilacija, Laserska epilacija, fotoepilacija i elektroliza nisu bezbedne za primenu tokom trudnoce i laktacije

fotoepilacija 4).
Uklanjanje dlaka i reSavanje prekomerne dlakavosti (hirzutizma) u ovom periodu se moze vrsiti
brijanjem, hladnom depilacijom (depilatori na bazi Secera ili voska) ili hemijskim depilatorima (NE -
alergijski i iritativni kontaktni dermatitis) (4,34).

Mezoporacija Metoda se zasniva na koriSéenju kratkih, visokonaponskih elektricnih impulsa za stvaranje
privremenih otvora u strukturi stratum corneum-a (mezopore) i olak$avanje penetracije/permeacije
kozmeticki aktivnih supstanci (KAS) do dubljih slojeva dermisa, kao deo bilo kog tretmana lica ili
tela (anticelulit, tretman strija), kontraindikovana je u trudno¢i i periodu laktacije (45).

Sonoforeza Metoda se zasniva na upotrebi ultrazvuka niske frekvencije koji dovodi do promene u strukturi lipida
stratum corneum-a i povecanja penetracije, kontraindikovana je u periodu trudnoce i laktacije (46).

Tretmani IPL Metoda se zasniva na emitovanju polihromatskog, koherentnog, pulsnog svetla visokog intenziteta i

(engl. intense odredenog spektra talasnih duzina, uz oslobadanje toplote koja dovodi do termalnog o$teéenja ciljnih

pulsed light) hromofora, u okviru bilo kog tretmana lica (hiperpigmentacije, proSireni kapilari, akne, fine linije i

metodom bore) i tela (strije), kontraidikovana je tokom trudnoce i laktacije (47).

Neablativni Metoda dovodi do selektivnog i kontrolisanog povecanja temperature pomocéu visokofrekventne

radiotalasni lifting

naizmenicne struje i termalnog oStecenja na nivou dermisa, kontraindikovana je tokom trudnoce i
laktacije (48).

Neablativni

frakcioni laseri

Blago infracrveno zracenje dovodi do stvaranja zona termalnog oSte¢enja na nivou dermisa i nakon
¢ije primene stratum corneum ostaje funkcionalno i histoloski intaktan (49). Nema podataka o
bezbednosti ove procedure u estetskom tretmanu lica (finih linija, bora, oZiljaka, hiperpigmentacija)

tokom perioda trudnoce i laktacije (1,4).

Zakljucak

Promene u navikama kada je u pitanju primena kozmetickih proizvoda tokom
trudnoce, ali 1 laktacije, razumevanje potencijalnih rizika i odgovarajué¢i saveti, od
sustinskog su znacaja kada je u pitanju prevencija i strategija smanjenja izlozenosti
trudnica sastojcima sa potencijalnim nezeljenim efektima. Iako u prevenciju i aktivnosti
vezane za podizanje svesti o ekspoziciji trudnica i dojilja razli¢itim jedinjenjima koju
prati primena kozmetickih proizvoda, treba da budu ukljuceni svi zdravstveni radnici,
imajuci u vidu da je veéina kozmetickih proizvoda dostupna u apotekama, farmaceuti
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ipak imaju kljuénu ulogu u informisanju i davanju preporuka o njihovom izboru i
primeni.

U pogledu primene neinvazivnih estetskih procedura tokom trudnoce, treba imati

u vidu da bezbednost metoda i uredaja nije procenjivana, niti ¢e se procenjivati na
trudnicama 1 dojiljama, kao i da nije poznat njihov uticaj na plod. U ovom slucaju su
savetovanje 1 detaljna diskusija o bezbednosti procedure, od izuzetnog znacaja.
Trudnica/dojilja treba da bude svesna svih prijavljenih i teoretskih rizika koji su
povezani sa primenom EP tokom trudnoce i laktacije, kao i nedostatka dokaza o
bezbednosti odredenih procedura.

10.

11.

12.
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Summary

Changes of the skin and skin appendages, which occur during pregnancy, are often the
cause of discontentment and the reason why pregnant and breastfeeding women use numerous
cosmetic products on the daily basis and show the interest for the different aesthetic procedures.
Although safety of cosmetic products must be confirmed before the product is placed on the
market, the fact is that their safety, as well as the safety of aesthetic procedures, is not estimated
on pregnant or breastfeeding women. The selection of an appropriate product is further
complicated by the absence of the list of allowed raw materials which should be considered
during pregnancy and lactation, especially for substances that are known or potential endocrine
disruptors or substances which are (potentially) toxic for the reproduction. Additionally, there
are no official recommendations issued by the regulatory bodies or any healthcare associations,
which would facilitate the selection of cosmetic products during pregnancy and breastfeeding
and reduce the possible fear regarding the exposure of fetus/baby to unsafe ingredients.

The paper provides an overview of the safety data of the specified cosmetic ingredients,
different categories of cosmetic products and non-invasive aesthetic procedures, with an attempt
to consolidate those data into the specific recommendations regarding selection and their usage
during pregnancy and lactation.

Key words: cosmetic products, non-invasive aesthetic procedures, safety, pregnancy,
lactation, recommendations
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Prilozi — Contributions

Izvestaj sa 70. simpozijuma Saveza farmaceutskih udruZenja Srbije

70. simpozijum Saveza farmaceutskih udruZenja Srbije se organizuje u godini
kada obeleZavamo 140 godina od osnivanja Saveza farmaceutskih udruZenja Srbije 1 80
godina studija farmacije u Srbiji.

Kopaonik, 23.05.-26.05.2019.

23.05.2019.

Kongresna sala hotela Grand

17:45-18:00

Otvaranje 70. Simpozijuma

18.00-18.30: VEGA: Intesta® na pravom putu do zdravog creva,
prof dr Tomica Milosavljevi¢, KC Srbije,
Klinika za gastroenterologiju i hepatologiju

18:30-19:00: TRADETICITY: Evropski farmakovigilancijski trendovi i
regulativa, Iva Mandi¢, Lidija Pozai¢ Frketi¢
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24.05.2019.
Kongresna sala hotela Grand

Seminar 1.

Biljni lekoviti proizvodi u savremenoj farmaceutskoj praksi
Resenje broj: 153-02-449/2019-01 od 04.03.2019. godine
Evidencioni broj: B 7/19

Broj bodova za ucesnike: 6

Broj bodova za predavace: 12

Seminar je predviden za lekare, farmaceute 1 farmaceute specijaliste

Ciljevi seminara:

1. Upoznavanje sa kategorijama biljnih lekovitih proizvoda: biljnim lekovima 1
tradicionalnim biljnim lekovima, njihovim karakteristikama 1 generalnim
mogucnostima primene

2. Upoznavanje sa biljnim lekovitim proizvodima u terapiji kaslja povezanog sa
prehladom

3. Upoznavanje sa biljnim lekovitim proizvodima za ublaZavanje simptoma
urinarnih tegoba

4. Predstavljanje procene bezbednosti primene odredenih biljnih proizvoda

5. Predstavljanje istrazivackih podataka, moguénosti primene 1 statusa na trziStu
etarskog ulja divljeg origana, crnog kumina i rizoma kurkume
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PROGRAM SEMINARA 1.

Moderator: prof. dr Silvana Petrovié¢

Satnica Tema Metod Predavacd
obuke*
9.00-9.40 Biljni lekoviti proizvodi: biljni lekovii | predavanje | Prof. dr Silvana Petrovi¢

tradicionalni biljni lekovi

9.40-10.15 Biljni lekoviti proizvodi u terapiji kaslja | predavanje | Prof. dr Tatjana Kundakovi¢-Vasovic¢
povezanog sa prehladom

10.15-10.50 | Biljni lekoviti proizvodi za ublazavanje | predavanje | Dr sc. Zoran Maksimovié, vanr. prof.
simptoma urinarnih tegoba predavanje

10.50-11.20 Diskusija

11.20-11.50 Pauza

11.50-12.25 | Procena bezbednosti primene odredenih | predavanje | Dr sc. Milica Drobac, vanr. prof.
biljnih proizvoda

12.25-13.00 | Istrazivacki podaci, mogucnost primene | predavanje | Prof. dr Nada Kovacevi¢
1 status na trziStu: etarsko ulje divljeg
origana, plod crnog kumina i rizom

kurkume
13.00-13.30 Diskusija
13.30-14.30 Pauza za rucak
14.30-16.00 | Odabrani biljni proizvodi u apotekama - | radionica | doc. dr Mirjana Marceti¢
analiza i savetovanje pacijenata Mag. farm. spec. Mira Stojanovié
16.00-16.30 Test I evaluacija seminara

Satelitski simpozijumi - Kongresna sala hotela Grand

17:00-17:30: AMICUS: Disbioza moderan koncept uzroka bolesti 1 mogu¢nosti
lecenja, prof. dr Ivan Jovanovi¢, KC Srbije, Klinika za gastroenterologiju i hepatologiju

17:30-18:00: AMICUS: Terapija akutnog bola, prof. dr Nada Vujasinovi¢ Stupar,
Institut za reumatologiju, Beograd
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18:00-18:30: PharmaSwiss d.o.o.: Terapija bola — pravi lek, dobar rezultat,
prof. dr Srdan Pesi¢, Univerzitet u NiSu, Medicinski fakultet, Katedra farmakologija sa
toksikologijom

18:30.19:00: PharmaSwiss d.o.0.: Artelac® Splash- C¢ist kao suza,
doc. dr Svetlana Stanojlovi¢, spec. oftalmologije, Univerzitet u Beogradu, Medicinski
fakultet, Klinika za oftalmologiju KCS

19:00-19:30: NELT CO: Prolepsaj se! Spolja&lznutra, doc. dr Milica Luki¢,
Univerzitet u Beogradu, Farmaceutski fakultet, Katedra za tehnologiju 1 kozmetologiju

Lecenje infekcija gornjih disajnih puteva, prof. dr Mijomir Pelemis

19:30-20:00: Sopharma Trading d.o.o: Uloga androgena u muSkom zdravlju,
specijalista urologije dr UroS§ Keni¢

20.00-20.30: Kviz  Slagalica—Tema:  Lekovite  biljke, pripremila
vanr. prof. dr Danijela Pukié- Cosi¢, Univerzitet u Beogradu Farmaceutski fakultet

25.05.2019.

Kongresna sala hotela Grand

Seminar 2.

Vakcine: dileme, izazovi i perspektive

Resenje broj: 153-02-449/2019-01 od 04.03.2019. godine
Evidencioni broj: B 20/19

Broj bodova za ucesnike: 6

Broj bodova za predavace: 12

Seminar je predviden za lekare, farmaceute 1 farmaceute specijaliste

Ciljevi seminara:
1. Da se ucesnici upoznaju sa efikasno$¢u i bezbednoscu vakcina koje su u
upotrebi

2. Da se ucesnici upoznaju sa specificnostima kontrole bezbednosti vakcina
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3. Da se ucesnici upoznaju sa razvojem novih tehnologija za proizvodnju
vakcina 1 razvojem novih vakcina za infektivne bolesti koje se jo§ uvek ne

mogu kontrolisati vakcinacijom

Da se ucesnici programa upoznaju sa specifinostima imunskog sistema
pedijatrijske populacije, efikasnoS¢u 1 bezbednos¢u vakcina koje se koriste u
ovoj populaciji i razvojem novih vakcina namenjenih ovoj populaciji

5. Da se ucesnici programa upoznaju sa specifi¢nostima imunskog sistema

PROGRAM SEMINARA 2.

Moderator: prof. dr Gordana Leposavi¢

. Metod .
Satnica Tema Predavac
obuke*

Prednosti i nedostaci vakcina koje suu

9.00-9.45 upotrebi i glavni pravci razvoja novih | predavanje | Prof. Nevena Arsenovi¢-Ranin
vakcina

Specificni kti pracenja bezbednosti . .

9.45-10.30 | SPeCHCnt aspekti pracenja bezbednost | o javanje | Dr Ivan Kovagevié
vakcina

10.30-11.30 Diskusija
11.30-12.00 Pauza

Vakcinacija dece u XXI veku: dileme
12:00-12:45 roditelja i izazovi za lekare predavanje | Dr Srda Jankovic¢
12.45-13.30 | Imunsko starenje, vakcine i vakcinacija | predavanje | Prof. Janko Nikoli¢-Zugi¢
13.30-14.30 Diskusija
14.30-15.30 Pauza za rucak

I . 1 vakeinacii
15.30-16.15 zazovi u sprovodenju vakeinacije u predavanje | Prof.dr Natasa Maksimovi¢
XXI veku

16.15-16.45 Test i evaluacija seminara
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Satelitski simpozijumi- Kongresna sala hotela Grand

17:00-17:30: AbelaPharm: Znacaj stabilnosti i kvaliteta probiotskih proizvoda
kao farmaceutsko doziranih oblika, Dr sc.spec.farm. Davor J.Kor¢ok, generalni direktor
AbelaPharm

17:30-18:00: SANOFI: Imunski odgovor na vakcinu protiv gripa — znacaj
cetvorovalentne vakcine, prof. dr Milo§ Markovi¢, Univerzitet u Beogradu, Medicinski
fakultet, Katedra Imunologija

18.00-18.30: GALENIKA a.d.: Flonivin plus — plus za va$ organizam!,
Mr.sc.med.dr Predrag Dugali¢, Sluzba gastroenterologije i hepatologije, KBC Zemun

Prezentacije predavanja su objavljene na CD-u.

Simpozijumu su prisustvovala 364 registrovana ucesnika.

Tokom odrzavanja simpozijuma, ucesnici su posetili izlagace i razgovarali sa
struénim saradnicima o novim lekovima, medicinskim sredstvima 1 dijetetskim
proizvodima.

Zahvaljujemo se svim kolegama koji su podrzali svojim prisustvom ovaj skup 1
svim onima koji su popunili Anketu i1 na taj nafin nam omogucili da procenimo
uspesnost skupa 1 da se upoznamo sa interesovanjima, primedbama i predlozima, kako
bismo u buduce organizovali jo§ uspesnije simpozijume.
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ANALIZA ANKETE SPOROVEDENE NA 70. SIMPOZIJUMU

UKUPNO REGISTROVANIH UCESNIKA 364

Opsta ocena Seminara 1: 4,77
Ocene predavaca

< <
& > >
z = | 3.
PREDAVAC < a ~ S S| Q0 .| RANG
S 5E8.8%¢
& ) =
g > | 2| |28 E¢S
1 | Silvana Petrovi¢ 130 10 3 0 0 4,89 3
2 | Tatjana Kundakovi¢ Vasovi¢ 125 11 6 0 0 | 4,84 7
3 | Zoran Maksimovi¢ 128 13 2 1 0 4,86 6
4 | Milica Drobac 130 9 4 0 0 4,88 4
5 | Nada Kovacevic¢ 128 12 3 0 0 4,87 5
6 | Mira Stojanovi¢ 131 9 0 0 0 | 494 1
7 | Mirjana Marceti¢ 128 10 2 0 0 | 4,90 2
Ukupno 143 upitnika
Opsta ocena Seminara 2: 4,80
Ocene predavaca
i
2 =| =z
& 3 3| =
Y V4 o Z
PREDAVAC < = z | S S|C .| RANG
ER R NN F -
o =
3 > A NS
1 | Nevena Arsenovi¢ Ranin 95 25 5 1 0 | 4,70 4
2 | Ivan Kovacevié 98 23 1 0 0 | 4,80 3
3 | Srda Jankovi¢ 121 19 5 0 0 4,86 2
4 | Janko Nikoli¢ Zugié 120 17 0 0 0 | 4,88 1
5 | Natasa Maksimovic¢ 100 21 2 0 0 4,80 3

Ukupno 140 upitnika
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PredloZene teme za naredne simpozijume (prenosimo iz ankete onako kako su
navedene):

KVS

KOMUNIKACIJA U FARMACEUTSKOJ PRAKSI
DIJETETSKI SUPLEMENTI NA SRPSKOM TRZISTU
INTERAKCIJA LEKOVA

ANTI AGE SUPSTANCE I PROIZVODI
ANTIHIPERTENZIVI

PSIHICKE BOLESTI

HOMEOPATIJA

PREVENCIJA DIJABETESA

UPOTREBA I ZLOUPOTREBA ANTIBIOTIKA
IZRADA MAGISTRALNIH PREPARATA
UPOTREBA ANTIBIOTIKA I ANTPIRETIKA U PEDIJATRIJSKOJ POPULACIJI
BOLESTI STAROSNE POPULACIJE

TRETIRANJE FOTOOSTECENE KOZE

DEPRESIJA

KONTRACEPCIJA

Beograd, 12.06.2019.

Strucni 1 Organizacioni odbor 70. simpozijuma SFUS
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