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Summary

Artemether possesses various pharmacological properties including anticancer but poor solubility
of artemether leads to poor bioavailability in the oral dosage forms. Nanoscale delivery carriers can
increase the bioavailability of artemether. The objective of this study was to evaluate the influence of
several factors of formulation and process parameters on physical characteristics of artemether -
loaded ethyicellulose nanoparticles (ARTM-EC NPs) in order to optimize the formulation. ARTM-EC
NPs were made by oil/water emulsion evaporation method. The formulated ARTM-EC NPs were
near - spherical and approximately of 98 nm in diameter as determined by dynamic light scattering.
In the environment of pH 5 and pH 7.4, the release of drug from ARTM-EC NPs was almost similar.
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Dit van dé

Artemether la dan chét methyl ether cua
dihydroartemisinin, ban tdng hop tir artemisinin i
Hién nay, ngoai tac dung diéu tri sbt rét,
artemether da dwoc chirng minh cé tac dung
chéng ung thw manh, diét san hiéu qua B 8]
Artemether rét it tan trong nwéc, sinh kha dung
thap, do vay, gé}/ khé khan trong viéc bao ché
cac dang thuéc . Ba co nhidu nghién ctru dwa
ra cac bién phap lam gidm kich thwdc tiéu phan
clia artemether nhadm tang dé tan, tdng sinh kha
dung cla artemether nhw st dung hé phan tan
ran, hé tiéu phan nano, liposome " % 4.
Liposome va nano artemether khéng nhirng cai
thién sinh kha dung cla dwoc chat ma con tang
cwong tac dung cla artemether trén khéi u va
giam tac dung khéng mong muén ctia né .

Ethyl cellulose (EC) la polyme c6 tinh twong
thich sinh hoc, dé tan khéng phu thuéc vao pH,
c6 kha ndng kiém soat gidi phong dwoc chét,
phan hly thanh cac san phdm khong doc va dé
dang dwoc thai trir nén rat thich hop dé thiét ké
cac dang thudc gidi phong kéo dai ©7 Muyc tieu
clia nghién ctu nay la bao ché va danh gia
dwoc mot sb tinh chét Iy hoa cua tiéu phan nano
artemether v&i chat mang EC.
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Nguyén liéu va phap
nghién clru

Nguyén liéu

Artemether (Sao Kim — Viét Nam), Ethocel
Standard 7 Premium (EC) (Colorcon — Trung
Quéc), Acrysol K140 (An Do), Tween 80 (Trung
Quéc), Polyvinyl alcol (Singapore), Poloxamer
188 (Trung Qudc), natri lauryl sulfat (Singapore)
va cac hoa chét khac: Dat tieu chuén phan tich.

Phwong phap nghién ctru

Phuwong phdp bao ché tiéu phan nano
ARTM-EC

Khuéch tan, nhii héa bbdc hoi dung méi, cu
thé: Nhd tirng giot pha dau (5 ml ethylacetat
chira artemether va EC) vao pha nuw&c (dung
dich chat dién hoat), tbc d6 2,0 ml/phat. Béng
nhat nhi twong dau/nwéc bang may siéu am
dau do (Sonics & Material, Hoa Ky) két hop
khudy ttr, thoi gian va céng suét siéu am thay
ddi, nhiét 6 0 - 5 °C; khudy t 5 - 6 gi®» & nhiét
doé phong dé loai dung moéi.

Phwong phap danh gia cac dac tinh ly héa
cua tiéu phan nano ARTM-EC

Kich thuéc tiéu phan trung binh (KTTP), chi
s6 da phén tan (PDI) va thé zeta (2)

KTTP, PDI va Z dwoc xac dinh trén thiét bj
Zetasizer NanoZS90 (Malvern Instruments Ltd.,
Worcestershire, Anh). Pha loang hén dich nano
véi mot lugng nwéc cat thich hop dé téc do
dém tiéu phan (count rate) ndm trong khoang
200 — 400 kcps. Diéu kién hé sb khuc xa anh
sang la 1,518, nhiét d6 do la 25 °C, v&i d6 nhot
clia nwéc. St dung cuvet nhua (dbi véi KTTP
va PDI) va cuvet nhwa c6 2 1& dién cuc

phwong
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bang dong (d6i v&i Z). M&i mau do 1&p lai 3 1an,
l4y két qua trung binh va tinh SD.

Hiéu suat nano héa va ham luwong duoc chét
(DC) nano

Dinh Iwgng ham lwong DC toan phan: Hut
chinh xac 2 ml hdn dich nano bao ché dwoc,
cho vao binh dinh mdc 20 ml, cho thém
methanol, siéu &m 15 phut cho hén dich tan hét,
bd sung methanol dén vach va lac déu, thu
dwoc dung dich toan phan déng nhéat trong subt.
Hut 5 ml dich trén cho vao binh dinh mc 10 ml,
dinh mirc bang pha déng vira du. Loc qua mang
loc 0,45 pm. Dich loc dwgc dem di dinh lwgng
bang phwong phap HPLC v&i cac diéu kién: Cot
sac ki: ZORBAX Eclipse XDB-C18 (4,6 x 250 mm,

5 um); pha ddng: ACN va nuwéc voi ty 1& 62:38
(tt/tt); detector DAD, bwéc séng 216 nm; téc do
dong: 1,5 ml/phut; thé tich tiém mau: 50 pl; nhiét
dd 6n dinh cot: 30 °C. S& dung hé théng HPLC
Shimadzu (Nhat Ban).

Dinh lwvgng ham lwgng DC tw do: Hut chinh
xac 2 ml hén dich nano, cho vao éng ly tam cé
mang siéu loc 10.000 Da, tién hanh ly tam & tbc
do 5.000 vong/phut trong 30 phut & nhiét d6
phong. LAy phan dich loc trong phia dwéi mang
siéu loc va dinh lwong bang phuwong phéap
HPLC nhw trén. Hiéu suat nano héa (EE) va
ham lwong dwoc chat nano (LC) duoc tinh theo
cbng thirc sau:

Téng lwgng DC - DC tw do

EE (%) =

x 100 %

Téng lwgng DC

Khéi lwgng DC nano trong tiéu phan

LC (%) =

x 100 %

Khéi lwong tiéu phan

Kha néng giai phong in vitro

Hut chinh xac 3 ml hén dich nano, cho vao tui
thdm tich (14 kDa — Membrane Cel, M), kep
chat hai dau, dat tdi vao éng ly tdm 50 ml chira
40 ml dung dich dém phosphat pH 5 hoac pH
7.4 c6 chiva 0,5% natri lauryl sulfat. Cho éng ly
tam vao thiét bi l1ac diéu nhiét (KS125 Basic IKA
Labortechnik, Anh), téc d6 lac: 100 vong/pht,
nhiét do: 37 + 0,5 °C. Sau tirng thoi diém, hat
chinh xac 2 ml mdi trwong gidi phéng va bd
sung chinh xac 2 ml méi trwdng madi. Thay moi
trwdng thir hoa tan sau mdi 24 gid. Xac dinh
ndng dd DC trong cac mau bang phwong phap
HPLC theo mo ta trén.

Do phé FT- IR

Do phd FT- IR clia nguyén liéu cac DC, EC 7,
hén hop vat ly (PM) (ti 1& artemether : EC = 1:3),
nano ARTM-EC da déng khé trén may quang
phd héng ngoai JASCO FT-IR 6700 (Nhat Ban)
trong diéu kién dd &m dwdi 60 %. Cac mau
duoc tron véi bot KBr ty 1é khéi lwong khoang
1:10 réi ép thanh vién. Quét phd trong khoang
4000 - 400 cm™, sb 1an quét 1a 16 1an, d6 phan
gidila 4 cm™. H6n dich nano dwoc dong kho st
dung may déng khé Christ Alpha 1-LD véi cac
thong sb sau: Tién déng -70 °C trong 6 gi®; lam
khd so cép: Nang nhiét do 1én -15 °C, c6 hat
chan khong voi tbc do gia nhiét 0,5 °C/ phut,
gitr tai -15 °C trong 20 gio; lam khd the cép:
Nang nhiét d6 nhanh lén dén 30°C v¢i téc do

gia nhiét 0,25 °C/phat, gitr tai 30 °C trong vong
8 gio.

Phén tich nhiét vi sai (DSC)

M&u do: Artemether nguyén liéu, EC 7, hén
hop vat ly (ti 1& artemether : EC = 1:3), mau
nano ARTM-EC da dwoc déng khé. Mau do
dwoc dat trong dia nhdém, nép c6 duc 1 16, khbi
lwong mau do méi lan khodng 3 — 6 mg. Céc
phan tich nhiét dwgc thwc hién véi nhiét do
trong khoang 0 — 250 °C. Téc d6 gia nhiét
10 °C /phat. Méi trworng khi nite, Iwu lwgng khi
50 ml/ phut.

Pénh gia do én dinh vét ly ctia hén djch nano

Tién hanh xac dinh KTTP va PDI cla cac
méu nano dung trong 6ng nghiém thay tinh
trong subt, cé day nép kin trong 4 tuan & diéu
kién phong thi nghiém (25 — 35 °C) va nhiét do
td lanh (2 - 8 °C).

Kéet qua nghién ctru

Két qua khao sat sw anh hwéng
cuia moét s6 yéu t6 cong thirc bao ché

Anh hwéng cua ty 1é DC/polyme (ki/kl)

Tién hanh bao ché tiéu phan nano ARTM-
EC, cb dinh cac thanh phan: Pha dau (100 mg
artemether, 5 ml ethylacetat), pha nwéc (50 ml
dung dich acrysol K140 1 %), th&i gian siéu &m
7 phat, cong suét siéu am 97,5 W, thay déi ti 1é
polyme EC. Két qud dic tinh vat ly cia tiéu
phan artemether duoc thé hién trong bang 1.
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Bang 1. Két qué KTTP va PDI clia cac mau khéo sét ti Ié DC/polyme

Céng thirc Ti Ié DC/polyme KTTP (nm) PDI
CT1 1:1 Bi tu lai -
CT2 1:2 106,2+24 0,288 £ 0,014
CT3 1:3 112,0 £ 2,1 0,242 + 0,017
CT4 1:4 116,2+0,7 0,261 + 0,003
CT5 1:5 117,7£1,6 0,260 + 0,010

Bang 1 cho thay khi tang ti 16 DC/polyme,
KTTP va PDI cla tiéu phan nano ARTM-EC
thay ddi khéng nhiéu. Tiéu phan nano trong CT1
bi tu lai trong qua trinh bao ché, tiéu phan nano
trong CT2 bi tu lai trong diéu kién bao quan tu
lanh sau 1 tudn. Cac CT3, CT4, CT5 cho hén
dich &n dinh 3 tuan trong diéu kién bao quan tu
lanh, KTTP va PDI twong dbi gan nhau.
Nham téi da lwong DC trong tiéu phan nano,
CT3 v¢i ti 16 DC/polyme la 1:3 dwoc Iya chon
cho céc thi nghiém tiép theo.
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Hinh 1. Anh huéng cua ty 1é
pha déu/pha nudc (tt/t) dén
déc tinh vat ly tiéu phan nano ARTM-EC

Anh hwéng cua loai chat dién hoat

Tién hanh bao ché tiéu phan nano ARTM-EC
theo cong thirc CT3, thay ddi cac chat dién hoat
khac nhau acrysol-K140, tween 80, PVA,
poloxamer 188. Két qud dwoc trinh bay
& hinh 2.

Hinh 2 cho thay khi s& dung v&i acrysol-
K140 thi KTTP thu dwoc nhé nhat. Dong thoi,
quan sat cac mau dé trong ta lanh cho thdy cac
CT str dung tween 80, PVA va poloxamer 188

Anh hwéng cua ty 1é pha dau/pha nwéc

Tién hanh bao ché tiéu phan nano ARTM-EC
theo céng thirc CT3, thay déi ti 1é pha dau/pha
nuwoc la 1:5, 1:10. Két qud duwoc trinh bay &
hinh 1.

Hinh 1 cho thAy khi dung ti 1& pha dau/ pha
nwédc la 1:5 (CT6) thu dwoc cac tidu phan co
kich thwéc lon hon. Tang ti 1é€ nay lén 1:10
(CT3), KTTP thu dwoc nhd hon, ddng thdi hé én
dinh trong 3 tuan & diéu kién bao quan ta lanh.
Ti lé pha dau/ pha nwéc la 1:10 dwoc lwa chon.
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Hinh 2. Anh huéng cda loai
chét dién hoat dén d&c tinh
vét ly tiéu phan nano ARTM-EC

c6 hién twong két tu va sa lang, trong khi mau
st dung acrysol K140 thi khéng thdy cé hién
twong nay. Vi vay, chat dién hoat la acrysol
K140 duwoc lwa chon cho cac thi nghiém
tiép theo.

Anh hwéng cua ty 1é chét dién hoat

Tién hanh bao ché tiéu phan nano ARTM-EC
theo cong thirc CT3, thay ddi ndng dd chét dién
hoat Acrysol-K140 la 0,5 %, 1 %, 1,5 %, 2 %,
2,5 %. Két qua dworc trinh bay & bang 2.
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Bang 2. Anh hudng cla ti 1é chét dién hoat dén déc tinh cua tiéu phédn nano ARTM-EC

Cébng thirc Ti Ié chat dién hoat KTTP (nm) PDI
CT10 0,5 % 120,2+1,6 0,223 £ 0,001
CT3 1% 112,0 + 2,1 0,242 £ 0,017
CT11 1,5 % 98,35 £ 2,27 0,249 £ 0,009
CT12 2% 94,30 £ 0,85 0,297 £ 0,005
CT13 25% 79,03 £ 0,19 0,291 + 0,006

Bang 2 cho thay khi tang ti I& chat dién hoat
nhan thdy KTTP c6 xu hwéng gidm di, nhung
PDI lai c6 xu hwdng tang lén. Khi theo di do én
dinh cta cac mau trén trong diéu kién td lanh
trong 4 tudn, mau cé ndng dd acrysol 1 % va
1,5 % 6n dinh hon, cac mau con lai co hién
twong két tu va sa l&ng. V&i ndng dd acrysol-
K140 1a 1,5 % (CT11), tiéu phan thu duwoc co
d&c tinh tiéu phan tét (KTTP |a 98,35 + 2,27 nm,

PDI la 0,249 £ 0,009), d6 6n dinh tbt nén chon
cong thirc CT11 cho céc thi nghiém tiép theo.

Két qua khao sat sw anh hwéng
cuia moét s6 yéu té6 quy trinh

Tién hanh bao ché hé tiéu phan nano ARTM-
EC theo cong thirc CT11, thay dbi cuwdng do va
thdi gian siéu am. Két qua d&c tinh vat ly cla
tiéu phan nano dwoc thé hién trong bang 3.

Bang 3. Anh hu’é’ng cla cwong doé va thoi gian siéu dm
t6i déc tinh véat ly cda tiéu phén nano ARTM-EC (n = 3, TB £ SD)

Mau Cwong do siéu am (W) Thoi gian siéu am (phuat) KTTP (nm) PDI

CT14 130 7 93,3+04 0,297 + 0,001
CcT11 97,5 7 98,35 +2,27 0,249 + 0,009
CT15 65 7 101,9+0,2 0,255 + 0,007
CT16 97,5 5 97,85+ 2,35 0,264 + 0,015
CT17 97,5 10 95,12 + 1,32 0,264 + 0,007

Bang 3 cho thay khi thay dbi cwong do siéu
am trong khoang 65 dén 130 W khéng lam anh
hwéng I&n t&i KTTP cla hé (KTTP thay dbi tir
101,9 - 93,3 nm). Xu hwéng twong tw quan sat
dwoc khi thay déi thoi gian siéu am tr 5 dén
10 phut. Cong thire CT11 st dung cwong do
siéu am 97,5W va thoi gian siéu am 7 phut cé
chi s6 PDI nhé nhét (0,249 + 0,009) dwoc lwa
chon dé nghién ciru tiép.

Danh gia mét sé tinh chat cua tiéu phan
nano ARTM-EC CT11

Danh gia hiéu suat nano héa (EE) va ham
lwong dwoc chat nano (LC) cla cong thirc tét
nhéat cho thay, tiéu phan nano thu dwoc cé EE
va LC cao (96,73 + 0,29 % va 25,06 + 0,44 %,
twong ng).

Két qua danh gia d én dinh vat ly, kha ning
gidi phong DC, phd hdng ngoai, SEM va DSC
dwoc trinh bay & cac bang va hinh duwéi day.

Bang 4. 6 6n dinh véat ly ciia m&u nano ARTM-EC
CT11 trong céc diéu kién bdo quén (n = 3, TB + SD)

Td lanh (2- 8°C)

Nhiét dé phong thi nghiém (25 — 35 °C)

bieu kién KTTP (nm) PDI KTTP (nm) PDI

Ban déu 98,35 + 2,265 0,249 + 0,009 98,35 + 2,265 0,249 + 0,009
Sau 1 tuén 107,5 % 0,289 0,243 + 0,010 100,1 £ 0,677 0,274 + 0,109
Sau 2 tuan 99,98 + 2,756 0,249 + 0,005 98,24 + 2,469 0,251 + 0,004
Sau 3 tuén 99,69 + 1,428 0,254 + 0,015 105,8 + 2,333 0,262 + 0,003
Sau 4 tuén 103,2 + 2,954 0,254 + 0,006 104,0 + 3,394 0,280 + 0,018

Bang 4 cho thay cho thdy KTTP va PDI cua
tiéu phan nano ARTM-EC thay dbi khéng cé

y nghia, chL:mg td mau nano twong déi 4n dinh
trong cac dieu kién bao quan.
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Hinh 4. Ph6 DSC cuia cac méu artemether
nguyén liéu, EC 7, hon hop vét ly,
nano ARTM-EC CT11 da déng khé
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Hinh 5. Ph6 hdng ngoai ciia mau artemether nguyén liu,
EC?7, hon hop vét ly, mau nano ARTM-EC CT11 da déng khé

Hinh 3 thé hién qua trinh gidi phong DC tw
tiéu phan nano ARTM-EC & hai méi trwéong
pH 5 va pH 7,4 gan tuwong tw nhau. Sau 48 gi®,
& pH 5 1a 5543 + 0,20 %, & pH 7,4 la 59,71
+ 5,56 %. Sau 72 gi®, & pH 5 1a 72,62 + 0,07 %,
& pH741a71,44 + 2,66 %.

Gian d6 nhiét vi sai (hinh 4) cta artemether
nguyén liéu c6 mot pic thu nhiét manh tai
87,05 °C twong (rng v&i nhiét dé nong chay cua
artemether. Diéu nay ching té artemether
nguyén liéu tén tai & dang tinh thé. Pic néng
chady nay van xuét hién & trong gidn d6 nhiét

ctia hdn hop vat ly (artemether va EC ti I 1 3)
nhwng khong xuét hién trén gian d6 nhiét cua
mau nano ARTM-EC, két qua nay goiy rang co
sw chuyén dang cua artemether ti két tinh sang
vO dinh hinh hodc phan tan phan to.

T phé déc trwng cla artemether va EC 7
(hinh 5), ta thdy hén hop vat ly van gitr duoc
cac dinh dac trweng cua artemether (tai cac so
séng 2936, 09 2873,42 cm 2846,42 cm
1446,35 cm”, 1279,54 cm™, 125158 cm”
110405 cm”, 103655 cm’), cia EC
(3479,92 cm™, 2974,66 cm”, 2873,42 cm’,
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1446,35 cm™). Mau nano ARTM-EC ciing van
giltr dwoc cac dinh dac trwng cua artemether, sa|
khac khéng nhleu (tai sb song 2928,38 cm
2888,84 cm 2868,59 cm 1463,71 cm™
1272,79 cm™ 1108 87 cm™), cua EC (tai cac so
song 3480,88 cm™, 1272,79 cm™), diéu nay
chirng t6 sw c6 mat cha artemether trong méau
nano ARTM-EC, ddng thdi khoéng cé su tuwong
tac gitra artemether va EC.

Ban luan

Trong qua trinh bao ché tiéu phan nano bang
phwong phap khuéch tan - nhi héa dung méi,
khi phéi hop pha dau vao pha nwéc, mét phan
pha dau khuéch tan sang pha nuéc dén khi pha
nwéc bao hoa pha dau. Tiép dén 1a quéa trinh
bay hoi dung mobi. Do vay, twong tw
nhw qua trinh nhi héa béc hoi dung méi, cac
yéu t6 cong thirc va quy trinh bao ché anh
hwéng khac nhau dén cac d&c tinh hoa ly cla
tiéu phan nano ARTM-EC. Khi tang polyme, DC
bao goi tét hon, KTTP va PDI gidm. Khi khéng
da polyme (CT1, CT2) tiéu phan nano khéng
bao goéi DC tét nén DC bij két tinh lai. Tuy nhién
khi st dung ti 1é cao polyme lam tang d0 nhét
clia giot pha dau, khé khan trong qua trinh bao
ché. Khi ting ty 1& pha dau/pha nwéc tir 1:5 dén
1:10, lam gidm va cham tiéu phan nano, giam
kha ndng két tu cla cac tiéu phan. V& anh
hwéng clia chét dién hoat cling twong ty nhu
cac nghién ctu bao ché tiéu phan nano bang
phwong phap nhi hda béc hoi dung méi. Khi
nong do chat dién hoat tang, gilp giam strc
cang bé mat, qua trinh nhi héa dién ra thuan loi
hon va nhi twong thu dwec cé kich thuwdc giot
dau/nwéc nhé hon, KTTP nhd hon. Tuy nhién,
khi ndng do chét dién hoat ting qua thi PDI tang
do tang dd nhét hé.

Céc thong sb ky thuat (cuwong do siéu am tir
65 dén 130 W, thoi gian siéu am tr 5 dén 10
phut) it &nh hwéng dén KTTP cua hé.

Th&r nghiém giai phéng dwoc chét in vitro &
méi trwong pH 5 va pH 7,4 cho thay tiéu phan
nano ARTM-EC cé kha nang giai phéng kéo dai
va khéng phu thudc vao pH, khoang 70 % dwgc
chét trong hé dwoc giai phong sau 72 gid. biéu
nay duoc gidi thich do artemether va EC déu co
dé tan khéng phu thudc vao pH. Phé FT-IR cla
bot dong khd tidu phan nano ARTM-EC da
khdng dinh sy c6 mat cla artemether va EC
trong hé, déng thoi, khéng phat hién thay twong
tac hdéa hoc gilra chung.

Két luan

Tiéu phan nano artemether véi chat mang
EC da dwoc bao ché bang phwong phap
khuéch tan, nhii hoa béc hoi dung méi véi cac
thong s6: Cong suét siéu am 97,5 W; thoi gian
siéu am 7 phut. Céng thirc toi wu gdm: Pha dau
(5 ml ethylacetat chira 100 mg artemether va
300 mg ethylcellulose), pha nwéc (50 ml nwéc
chra 1,5 % acrysol-K140). Tiéu phan nano
thu dwoc cé dang gan cau, kich thwdc nhd
(KTTP = 98,35 + 2,27 nm), dong déu (PDI =
0,249 + 0,009) va n dinh (Z = - 31,70 + 1,85 mV),
hiéu suat nano héa va ham lwong dwoc chat
nano trong hé cao (EE = 96,73 * 0,29 %);
LC = 25,06 + 0,44 %) va c6 kha nang giai phéng
kéo dai & hai méi trwong pH 5 va pH 7,4.
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