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CAC CHU VIET TAT DUNG TRONG LUAN AN

ASU
CP
DDVN
HPTR
1P

IR
KST
LDso
MS
NMR

p
SD

USP
X
B-CD

: Artesunat

: Duoc dién Trung Quéc (Chinese Pharmacopoeia)
: Dugc dién Viét Nam

: Hé phan tan ran

: Duoc dién Qudc té (International Pharmacopoeia)
: Ph6 hong ngoai (Infra Red spectrometry)

: Ky sinh trung

: Liéu gay chét 50% (Lethal dose)

: Pho khoi lugng (Mass Spectrometry)

: Phé cong hudng tir hat nhan

(Nuclear Magnetic Resonance spectrometry)

: Ngudng xécvsuét trong kiém dinh thong ké

: Bg 1€ch chuan (Standard deviation)

: Dugc dién My (The United States Pharmacopeia)
: Gié tri trung binh

: B-cyclodextrin



MO PAU

Tinh cip thiét ciia ludn 4n
Bénh sot rét do ky sinh tring khang thudc dang gia ting &
nhiéu noi trong ving nhiét déi, gay kho khan cho viéc chon
thube diéu tri. Bé chéng hién tuong khang thude lan rong, xu
huéng duogc chdp nhan hién nay 1a sir dung phac do phdi hop
gilta mot dan xuat artemisinin v6i mot thude khac c6 thoi gian
ban thai dai. Trén thuc té, cac thudc phdi hop c¢6 hiéu qua cao
hién nay con it va déu co nhittng nhugc diém nhat dinh. Viéc
phat trién cac thudc phdi hop hiéu qua, an toan, d& cung tmg 1a
nhu cau cap thiét.
Trong s6 cac dan xuét cla artemisinin, artesunat duoc dung
rong rai nhat va 1a thudc then chét trong diéu tri bénh sbt rét
ning. Tuy nhién, artesunat rat kho tan trong nudc nén sinh kha
dung khong 6n dinh. Do vay, can co bién phép cai thién d¢ tan
clia artesunat trudc khi dua vao cac dang bao ché.
O Viét Nam, nguyén liéu artesunat dd duoc san xuit trén quy
mo cong nghiép. Nhung quy trinh san xuat co sir dung xuc tac
pyridin, mot hoa chat doc hai va gdy 6 nhiém. Nghién ctru cai
tién quy trinh, qua d6 giam 6 nhidm va doc hai trong qua trinh
san xudt ciing 14 viéc 1am can thiét.
Ttr thuc té d06, dé tai duoc tién hanh nham khéc phuc nhiing ton
tai clia artesunat va nham phat trién mot thudc phdi hop méi
cua artesunat trong diéu tri bénh sdt rét.
Muc tiéu cta ludn an
1. Cdi tién phwong phdp ban tong hop artesunat nham han

ché doc hai trong qud trinh sdn xudt.
2. Cdi thién dé tan cia artesunat bang kj thudt phan tan ran.



Bdo ché vién nén phoi hop artesunat - piperaquin.
Padnh gid déc tinh cap va tic dung diét ky sinh tring sot rét
trén chudt nhdt tring cua vién phéi hop artesunat-

piperaquin.

No6i dung cia luin an

1.

Danh gia kha nang xtc tac cua natri bicarbonat cho phan
{mg ban tong hop artesunat, khao sat cac yéu to anh huong
va lya chon phan tng cho hi¢u suét cao.

2. Ché tao hé phéan tan ran (HPTR) cia artesunat véi chét

3.

mang B-cyclodextrin. Panh gid mot s tinh chat cia HPTR
thu duogc: trang thai vat 1y, kich thudc tiéu phan, d¢ tan, tde
dd hoa tan, d6 6n dinh va hoat tinh chéng sOt rét.

Bao ché vién nén phdi hop artesunat-piperaquin: xay dung
cong thirc va phuong phap bao ché, xdy dung tiéu chuin va
phuong phap kiém tra chat luong, theo ddi d6 on dinh cua
vién phdi hop.

4. Xac dinh doc tinh cép va danh gid hiéu luc chéng sOt rét

trén dong vat thyc nghiém cua vién phdi hop da bao ché.

Nhirng déng gop méi cia ludn an

1.

Ban tong hop duoc artesunat dat tiéu chudn DDVN III bang
phan mg st dung natri bicarbonat/aceton véi hiéu suit
89,4%. Natri bicarbonat dé kiém, ré tién, it doc, co thé thay
thé duoc pyridin doc hai va gay 6 nhiém.

2. Lan dau tién trong nudc di tng dung thanh cong k¥ thuat

phan tan ran dé cai thién do tan cua artesunat. HPTR
artesunat dé tan trong nudc, on dinh va co hoat tinh chéng
sOt rét tot hon so voi artesunat nguyén lidu.



3. Xay dung dugc phuong phap dinh lugng piperaquin trong
ché pham bao ché bang sic ky long. Phuong phap don gian,
phu hop vai didu kién thiét bi hién c6.

4. Lan dau tién trong nudc va trén thé gidi, vién nén phdi hop
artesunat-piperaquin duoc nghién ctru bao ché va danh gia
hiéu luc chéng sbt rét. Nhitng nghién ctru tién 1am sang cho
thdy phdi hop artesunat-piperaquin rit co trién vong trong
diéu tri bénh st rét. Phdi hop c6 cac uu diém tién ding, an
toan, hiéu qua va gia thanh hop 1y.

Céu tric cia lun an

Luén an c6 135 trang (khong ké phu luc va tai li¢u tham khao),

47 bang, 31 hinh. B4 cuc gdm cac phan: Mo dau (2 trang);

Téng quan (39 trang); Nguyén liéu, thiét bj va phuong phap

nghién ctru (15 trang); Thuc nghiém va két qua (53 trang); Ban

luan (23 trang); Két luan va dé xuat (2 trang); Danh muc cac
bai béo di cong bd lién quan dén ludn 4n (1 trang). Ludn 4n co

170 tai li¢u tham khéo (15 trang) va 11 phu luc (34 trang).

Chuwong 1. TONG QUAN

Phan tong quan trinh bay khai quat vé tinh hinh khang thudc
ciia ky sinh trang (KST) st rét, sy can thiét phai phdi hop
thuéc va wu nhuoc diém ciua mot sé thude phéi hop hién co
trong diéu tri bénh st rét. Téng quan vé hai dugc chét
artesunat va piperaquin, nhiing bién phép da str dung dé tiang
dd tan va do 6n dinh cia artesunat. Khai niém vé HPTR, thanh
phan, cdu tric, phuong phap ché tao, co ché lam ting do tan
duoc chét, cac bién phap han ché tai két tinh duoc chit va cac
phuong phap xac dinh tinh chat cia HPTR.



Chuwong 2. NGUYEN LIEU, THIET BI
VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Nguyén liéu, dung méi, hoa chat
Céc nguyén li€u, hoa chét, dung moi, ta dugc déu 1a loai dugc
dung hodc tinh khiét phan tich. Cac dung moéi sic ky dat tiéu
chuan ding cho HPLC.
2.2. Ky sinh trung va dong vat thuc nghiém
KST sbt rét loai P. berghei ching khang cloroquin (K70), duoc
giit giéng tai Vién St rét - Ky sinh tring - Con tring Trung
uong. Chudt nhét tréng chiing Swiss, do Vién Vé sinh dich té
Trung wong cung cép.
2.3. Thiét bi nghién ctru
Str dung cac thiét bi bao ché, thiét bi phan tich tin cdy cua
Truong Pai hoc Dugc Ha No6i, Truong DPai hoc Khoa hoc tu
nhién - Pai hoc qudc gia Ha Noi, Vién Hod hoc cac hop chét
thién nhién - Trung tdm Khoa hoc ty nhién va Céng nghé Qudc
gia, Vién Kiém nghiém thudc Trung wong, Vién Sét rét - Ky
sinh trung - Con trung Trung wong.
2.4. Phuwong phap nghién ciru
2.4.1. Phwong phip ban tong hop artesunat
— DPénh gia kha nang xtc tdc cta natri bicarbonat cho phan
mg ban tong hop artesunat, so sanh véi xtc tic pyridin
truyén théng. Khao sat anh huong cua cac yéu té dung moi,
nhiét do, ti 1 cac chat tham gia phan ng dén hiéu suat, mirc
do triét dé va thoi gian phan ung, tor d6 lya chon dugc cac
diéu kién phan tng thich hop dé co hiéu suét cao.
~ Chimg minh c4u triic san pham artesunat tong hop dugc dua
trén céc dit liéu phd IR, '"H-NMR, MS.
— Panh gia chét lugng san pham artesunat theo DDVN 11



2.4.2. Phuong phap bao ché

Ché tao HPTR cua artesunat:

HPTR cua artesunat dugc ché tao bang phuong phap phun séy,
tién hanh qua 2 buéc:

Buéc 1: chudn bi dung dich artesunat va chdt mang

Hoa tan artesunat trong ethanol 96%. Hoa tan chat mang p-
cyclodextrin trong nuéc ¢ 80°C, dé ngudi dén khoang 40°C.
Phéi hop 2 dung dich, siéu 4m trong 15 phut.

Buoc 2: phun sd'y

Tién hanh phun siy dung dich trén may Biichi Mini Spray
Dryer B-191 véi cac thong s6 thiét bi thich hop.

Bio ché vién nén phéi hgp artesunat-piperaquin:

Tién hanh theo phuong phap dap thang: tron déu duoc chat va
ta dugc, dap vién trén may thu cong Unicam hodc may tdm sai
KP2. Vién c6 hinh tru det, duong kinh 12 mm.

May thu cong Pye Unicam: can lugng bot kép cho tung vién.
Nap bot vao c¢di va nén thanh vién duéi luc nén xac dinh.

My tam sai KP2: cho bot kép vao phdu phan phéi hat. Didu
chinh may dé vién c6 khdi lugng va do cimg theo qui dinh.

2.4.3. Phuwong phap kiém nghiém

Phwong phap danh gia tinh chit cia HPTR:

— Hinh dang, kich thude: hinh dang tiéu phan HPTR duoc xac
dinh trén kinh hién vi dién tir quét. Kich thudc tiéu phan
dugc xac dinh véi sy hd trg cua phﬁn mém CorelDraw 12.

— Khéi lwong riéng biéu kién: dung may ERWEKA SVM.

— Mt khoi hwong do lam khé: dung can xac dinh ham am
nhanh YMC IB-30.



~ Téc dé tron chady: do trén may ERWEKA GWF.

— D0 tan cua artesunat: hoa tan bao hoa artesunat trong nudc
& 25 + 2°C. Xac dinh luong artesunat hoa tan bang phwong
phap sic ky long.

Phuong phap danh gia chat lwgng vién nén:

— D¢ mai mon: xac dinh trén may ERWEKA TA10.

— Lyc gay vo vién: do trén mdy ERWEKA TBH20.

- D¢ ra: xac dinh trén may ERWEKA ZT31.

~ D¢ dong déu khoi heong va ham heong vién: tién hanh theo
DDVN IIL

~ Gi6i han tap chdt lién quan: phuong phap sic ky 16p mong,
tién hanh theo DDVN TIL.

Phwong phap dinh lugng:

Pinh lwong artesunat: phuong phép sic ky long. Céac diéu kién

sic ky duge tham khao tir IP 2003 va DDVN III.

Dinh luvong piperaquin phosphat:

~ Phuong phap do quang: do d6 hap thu cta dung dich & budc
song 347 nm (tham khao CP 2005).

— Phuong phap sic ky long: cac diéu kién sic ky nhu sau:

Cot sic ky: Discovery Cyg, 150 x 4,6 mm, 5 pm
Budc song phat hién: 347 nm
Thé tich miu tiém: 20 pL
Téc d6 dong: 1 mL/phut
Pha dong: dung dich dém phosphat 0,01M pH 2,7 -
acetonitril - triethylamin (94:6:1).
Phuong phap thir d§ hoa tan:
Diéu kién hoa tan:

Thiét bi: may canh khudy.



Méi trudng hoa tan: 900 mL nudc cét.

Tdc d quay: 100 vong/phiit.
Xac dinh lugng artesunat hoa tan bang phuong phép sic ky
long va lugng piperaquin phosphat hoa tan bang phuong phap
do quang.
Phuong phap danh gia do on dinh ciia thudc:
Do én dinh ciia HPTR artesunat:
Mau theo ddi dugce dung trong 6ng nghiém thiy tinh sach, nat
nhya kin, bdo quan trong diéu kién nhiét do 40 + 20C, do6 am
tuong ddi 75 + 5%, thoi gian theo déi 6 thang. Céac chi tiéu
theo doi: ham lugng artesunat, do hoa tan, trang thai vat 1y.
D6 6n dinh ciia vién nén artesunat-piperaquin:
Vién nén phdi hop artesunat-piperaquin sau khi bao ché duoc
dong goi trong lo thuy tinh, nip nhya kin va bao quan trong ti
vi khi hau (nhiét d6 30 + 2°C, d6 4m twong dbi 75 + 5%) trong
thoi han 24 thang. Céc chi ti€éu danh gia: hinh thirc, ham luong,
tap chét lién quan va do hoa tan. Tudi tho cua thudc duge tinh
toan bang phan mém STAB ctia FDA.
Cic phwong phap phén tich pho:
Phé nhiéu xa tia X: ghi trén may D8-Advance véi cic thong
s&: goc quét 10°- 50°, bude quét 0,030°.
Gidn dé nhiét vi sai: xac dinh trén may DSC-TGA 131 vdi cac
thong so: téc d6 gia nhiét 10°C/phut, thoi gian 30-35 phit.
Phé hong ngoai (IR): ghi trén may Perkin Elmer theo k¥ thuat
dia nén voi kali bromid.
Phé céng huong tir hat nhan (NMR): ghi trén may AVANCE-
500-BRUKER.
Phé khoi lrong (MS): do trén may Agilent 6310 Ion Trap.



2.4.4. Phuong phap danh gia tac dung sinh hoc

Phuong phip xac dinh ddc tinh cip ciia thudc:

Chudt nhit trang ca hai gidng, can ning 20 + 2 gam, chia mdi
nhém 10 con. Cho mdi nhém chudt udng mot liéu thude duy
nhit va ting dan giita cac nhom. Thubc duge phéan tan trong
dung dich gém arabic 1% ngay trudc khi cho uéng. Theo ddi
tinh trang chung va ti 1& chét & mdi nhom trong vong 72 gio.
Két qua LDsy duge tinh todn véi sy tro gitp clia phan mém
EPA Probit 1.5.

Panh gia hoat tinh chéng sot rét in vivo ciia thude:

Hoat tinh chéng sbt rét in vivo cla thudc duge danh gia trén
chudt nhat trang nhiém P. berghei ching khang cloroquin, theo
phuong phép thudng qui ciia Vién Sét rét - Ky sinh trang - Con
trung Trung wong.

Gay mod hinh sét rét thyc nghiém bang cach tiém vio mang
bung chuot 0,2 mL dich treo héng ciu chira khoang 107 KST.
Cho chudt udng thude sau 24 gid gay nhiém. Thudc duoc chia
thanh 3 liéu, mdi ngdy cho chudt udng 1 liéu. Theo ddi dién
bién mat d6 KST hang ngay, tir ngay NO (1a ngay chudt udng
lidu thudc dau tién) dén ngay N7, sau do tai cic ngay NI10,
N14, N17, N21, N24 va N28. Céc chi s6 danh gia: thoi gian
sach KST, ty 1€ chudt khoi bénh, ty 1€ chudt tai phat KST, ty 1¢
chudt chét.

2.4.5. Xir Iy va biéu thi cac két qua nghién ctru

Cac két qua nghién ctru dugc xu 1y bang cong cu théng ké
thich hop va dugc biéu thi dudi dang gia tri trung binh + do
léch chuan (X + SD).



Chuwong 3. THU'C NGHIEM VA KET QUA
3.1. CAI TIEN PHUONG PHAP BAN TONG HQP ARTESUNAT
Nguyén tic phuong phap ban tong hop artesunat 1a tién hanh
phan g ester hoa gitra dihydroartemisinin (DHA) va anhydrid
succinic (hinh 3.1).

¢Hs 0 CH;

i CH;
OCOCH,CH,COOH

Dihydroartemisinin Artesunat
Hinh 3.1. Nguyén tic phan ing ban tong hop artesunat.

Phan ung thuong duwoc tién hanh trong dung moi

dicloromethan v&i chit xuc tac 1a pyridin, mot nguyén liéu doc

hai va gdy 6 nhiém. Chung toi tién hanh khao sat kha nang sir

dung xuc tac natri bicarbonat, thay thé cho pyridin, v6i muc

dich giam ddc hai trong qua trinh san xuat.

3.1.1. Lua chon dung maéi cho phan g ban tong hop

Cac dung moi khao sat gom: diethyl ether, ethyl acetat,

dicloromethan, toluen, n-hexan, aceton, acetonitril, methanol.

Tién hanh thi nghiém thu dugc mot s6 nhan xét nhu sau:

~ Trong cac dung moi khac nhau, phan tng xdy ra véi toe do,
muc d§ khac nhau. Phan ung trong aceton la thuan lgi hon
ca (triét dé va tao ra it tap chat nhat).

~ Sic ky 16p mong hdn hop phan tng (hinh 3.2) cho thiy
ngoai vét artesunat (mau xanh tim, Ry = 0,26) va vét DHA
(mau xanh, R¢ = 0,56) con xuét hién mot vét tap chét (mau
hdng, R¢= 0,82).
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Vét tap chdt —

Vét DHA —

Vét artesunat —

Hinh 3.2. Sic ky d6 16p mong cua

DHA (1) va hon hop phan tng (2)
Sau khi tién hanh cac thi nghiém dé khao sat anh hudng cua
mot s6 yéu t6 dén phan ung ban tong hop, da chon duoc phan
g cho hiéu suat cao véi cong thuc diéu ché nhu sau:

Dihydroartemisinin 14,20 g (50 mmol)
Anhydrid succinic 18,00 g (180 mmol)
Natri bicarbonat 20g

Aceton 75 mL

Tién hanh phan Gmg & nhiét d6 20-28°C. Véi cac diéu kién nhu
trén, phan ung xay ra trong khoang 24 gio, cho hiéu suat phan
ung 94,8%. Sau khi tinh ché thu duoc san phém v6i hiéu sudt
sau tinh ché 89,4%.

3.1.2. Ban tong hop artesunat qui mé 500 g DHA/mé

Thuc hién 6 mé phan tng, mdi mé 500 g DHA. Két qua khi
tang co mé tr 2,82g DHA 1én 500g DHA, phan tng kéo dai
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hon (32 gio so voi 24 gid) va hiéu sudt c6 giam di nhung

khong dang ké (88,1% so véi 89,4%).

3.1.3. S6 ligu cac phd va chit lwong san phidm artesunat

— Céhu trac hoa hoc cua artesunat dugc khéng dinh br:ing cac
dir liéu phd IR, 'H-NMR va MS.

~ San pham artesunat da dugc kiém tra chat luong tai Vién
Kiém Nghiém thudc Trung Uong va duoc xac nhan dat tat
ca cac chi tiéu chat lugng theo qui dinh cia DDVN II1.

3.2. CHE TAO HE PHAN TAN RAN CUA ARTESUNAT

3.2.1. Xy dung cong thirc va phwong phap ché tao

Ché tao HPTR theo phuong phap phun sdy véi chat mang 1a p-

cyclodextrin. Tién hanh khao sit 3 cong thic véi ti 18

artesunat/B-cyclodextrin 1an luot 1a (1:2), (1:4) va (1:6).

Qua khao sat, lya chon dugc cac théng sd phun sdy nhu sau:

Nhiét d6 khi vao: 80°C.

Nhiét d6 khi ra: 50-60°C.

Luu luong khi vao: 700 L/gio

Bom hut khi thai: maximum (khoang 35 m’/gi®)
Ap suét khi phun: 0,34 MPa.

Téc d6 phun dich: 10 mL/phut.

San pham HPTR thu dugc ¢6 mau tring, kho toi, hiéu sut trén
75%. Qua trinh phun sdy v6i cac diéu kién nhu trén khong lam
phan huiy artesunat.

3.2.2. Khio sat mdt s tinh chit cia HPTR artesunat

Hinh dang va kich thuéc tiéu phén:

Céc tiéu phan HPTR cé dang hinh ciu rdng, bé mit tiéu phan
tuong ddi nhin. Kich thudc tiéu phan phan b trong gidi han
kha hep, hau hét dudi 10 pm, phéan 16n duéi 3 pm (hinh 3.4).
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Hinh 3.4. Hinh anh tiéu phan HPTR artesunat/ p-cyclodextrin
(1:4) trén kinh hién vi dién tur quét, do phong dai 2000 lan.

Trang thai vat ly:

Phé nhiéu xa tia X va gian d0 nhiét vi sai cho thiy artesunat
trong HPTR véi B-cyclodextrin ti 1¢ (1:2) ton tai phan 16n &
dang vo6 dinh hinh. Trong khi d6 cac HPTR ti 1€ (1:4) va (1:6),
artesunat ton tai chu yéu 0 dang vo dinh hinh.

bo tan:

Do tan trong nudc cua artesunat xac dinh dugc 1a 0,41 + 0,03
mg/mL, cia HPTR artesunat/B-cyclodextrin (1:4) 1a 2,62 +
0,04 mg/mL. Nhu vay do tan cua artesunat tang 1én 6,4 lan khi
ché dudi dang HPTR véi B-cyclodextrin.

Téc dé hoa tan:

Artesunat nguyén liéu c6 toc do tan cham, sau 60 phit tan dugc
75,3%. HPTR artesunat/B-cyclodextrin ti 1€ (1:2) c6 trén 90%
artesunat hoa tan sau 15 phut. HPTR céc ti 1€ (1:4) va (1:6),
artesunat hoa tan gén nhu hoan toan sau 10 phut (hinh 3.8).
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Hinh 3.8. Tdc d6 hoa tan artesunat tir cac HPTR
Tom lai, HPTR artesunat/B-cyclodextrin (1:4) 6 ti 1 dugc chat
¢ dang v6 dinh hinh cao hon, tdc do hoa tan nhanh hon so voi
HPTR ti 1€ (1:2) va khong khac biét dang ké so voi HPTR ti 18
(1:6). Do d6 HPTR ti 1€ (1:4) dugc chon su dung trong céc
nghién ctru tiép theo.
3.2.3. Panh gia d 6n dinh cia HPTR artesunat
Theo ddi do 6n dinh cia HPTR artesunat/B-cyclodextrin (1:4)
theo phuong phap ldo hoa cap téc. Két qua cho thady HPTR
artesunat On dinh sau 6 thang bao quan vé cac chi tiéu ham
lugng dugc chét, téc do hoa tan va trang thai vat 1y.
3.2.4. Panh gia hoat tinh chéng sot rét ciia HPTR artesunat
HPTR artesunat c6 tac dung lam gidm mat do KST trong méu
nhanh hon so véi artesunat dang nguyén liéu (hinh 3.11). O
nhom chudt uéng artesunat nguyén liéu, mat d¢o KST chi giam
dugc 82% sau 48 gio, sau do ting dan tro lai tir ngay N3.
Trong khi d6, mat d6 KST & nhom diéu trj bang HPTR
artesunat giam 72% sau 24 gio, 97% sau 48 gio va 99,7% sau
72 gio diéu tri.
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Hinh 3.11. Dién bién mat ¢ KST trong cac ngay NO — N4
3.3. BAO CHE VIEN NEN ARTESUNAT-PIPERAQUIN
3.3.1. Su twong hop giira artesunat va piperaquin phosphat
Su twong hop cua artesunat va piperaquin phosphat dugc khao
sat béng 2 phuong phép: phan tich nhiét va lao hoa cép tde. Két
qua da chung minh 2 duogc chét nay khi tiép xuc voi1 nhau
khong c6 nhiing tuong tac ly hoa anh hudng dén @6 o6n dinh
cua nhau. Nhu vay co thé phéi hop ching trong cung mot vién.
3.3.2. Xay dung coéng thirc va phuong phap bao ché vién
nén phdi hop
Qua khdo sat trén may dap vién thu cong Unicam, lga chon
dugc cong thic va phuong phap bao ché vién nén artesunat-
piperaquin nhu sau:

Cong thic bao ché (tinh cho 1 vién):
HPTR artesunat/B-cyclodextrin (1:4) 230 mg
(twong duong 50 mg artesunat)

Piperaquin phosphat tetrahydrat 350 mg
(twong duong 320 mg piperaquin phosphat khan)
Tinh bot mi 60 mg
Talc 15 mg

Acid stearic 15 mg
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V6i cong thie bao ché nhu trén, tién hanh dap vién trén may
tam sai KP2. Diéu chinh may dé vién c6 khdi lugng trung binh
khoang 670 mg va luc gdy v& vién trong khoang 60 - 80 N.
Cac mau vién thu duge ¢ mot sd chi tidu chit luong nhu sau:
Do bén co hoc va do ra:
Cac mau vién nén c6 d6 mai mon 0,5-0,6%, dat yéu cau theo
USP 28 (khong qua 0,8%) va do ra 7-8 phut, dat yéu cau theo
DDVN III (khong qua 15 phat).
D¢ dong déu khoi lwong va ham leong:
bo déng déu khoi lugng va ham lugng vién dat qui dinh theo
DDVN III.
Do hoa tan:
Céc mAu vién c6 ti 18 duoc chat hoa tan sau 30 phut cao va kha
ddng déu giita cac mé (bang 3.29).

Bang 3.29. Phan trim duoc chét hoa tan sau 30 phut (n=6)

M¢é Artesunat Piperaquin
1 924+22 85,729
2 92,6 2,4 86,8 £ 4.4
3 91,2+4)2 83,6 £2,6

Tém lai, cAc mau vién bao ché véi may dap vién tam sai dat

cac chi tiéu chat luong chung cua vién nén theo qui dinh cia

DDVN III va ¢6 d9 hoa tan tdt.

3.3.3. Xdy dung va thim dinh phwong phap dinh lrgng
artesunat va piperaquin trong vién phoi hgp

* Phuwong phap dinh lugng artesunat

Dinh luong artesunat trong vién nén don thanh phan bang sic

ky long da duoc qui dinh trong DDVN III va IP 2003. Két qua

tham dinh cho thiy phuong phap dat yéu cau céc tiéu chuan:
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tinh chon loc, tinh tuyén tinh, d¢ 1ap lai va d¢ dung, co thé ap
dung d¢ dinh lugng artesunat trong vién phdi hop.

* Phwong phap dinh luwgng piperaquin phosphat

Phwong phap do quang:

Dinh luong piperaquin phosphat trong vién nén don thanh phan
bang do quang dd dugc qui dinh trong CP 2005. Két qua thim
dinh cho thdy phuwong phap dat yéu ciu cac tiéu chuan: tinh
chon loc, tinh tuyén tinh, d 1ap lai va d6 dung, c6 thé ap dung
dé dinh luong piperaquin phosphat trong vién phdi hop.
Phurong phdp sdc ky long:

Qua khéo sat, nhan thiy véi cac cot pha dao thong thuong va
v6i pha dong tham khdo tir cac tai li€u 1a acetonitril - dung dich
kali dihydrophosphat 0,01M (8:92), pic cia piperaquin luoén cé
hién tugng kéo dudi rod rét. Vai mot diéu chinh nho 1a thém vao
pha dong 1% triethylamin, hién tugng kéo dudi gidm rd rét, pic
nhon va can xung.

Két qua thim dinh cho thidy phwong phap dinh luwong
piperaquin phosphat bang sic ky long da xdy dung dam bao
tinh dac hiéu, tinh tuyén tinh, d§ ding va d6 lap lai, co thé ap
dung dé dinh lugng piperaquin phosphat trong vién phdi hop.
3.3.4. Xay dung tiéu chuin va danh gia do 6n dinh

= Xay dung tiéu chuin vién nén artesunat-piperaquin

Can ctr vao két qua nghién ctru va dua theo chuyén luan “vién
nén artesunat” cia DDVN III va chuyén luan “vién nén
piperaquin” cua CP 2005, dy théo tiéu chudn vién nén phdi hop

duoc dé xuit nhu bang 3.40.
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Bang 3.40. Dy thao tiéu chuén cia vién nén phdi hop

Chi tiéu Yéu cau

Vién nén khéng bao mau vang, thanh va canh vién

Hinh thac Janh Lin,

Do dong déu | D9 léch khong qua 5% so voi khoi luong trung
khoi lugng binh vién.

S C6 pic cua artesunat trén sic 46 HPLC va c6 pic
Dinh tinh . . . N )
cua piperaquin phosphat trén sac ky 16p mong.

Khong dudi 70% lugng artesunat va 70% lugng

B¢ hoa tan piperaquin phosphat dugc hoa tan sau 30 phut.

Tap chat lién

Phai dat qui dinh.
quan

Ché pham phai chira 90-110% artesunat va 93-

Ham luong 107% piperaquin phosphat so v6i lugng ghi nhan.

Mau vién d3 duoc kiém tra chat luong tai Vién Kiém Nghiém
thube Trung Uong va duoc xac nhan dat chét lugng theo tiéu
chuén co s¢ da dé ra.

= Theo doi @) 6n dinh ciia vién nén artesunat-piperaquin
Két qua nghién ctru cho thay vién nén artesunat-piperaquin 6n
dinh sau 24 thang bao quan & diéu kién nhiét do 30 + 2°C, do
am tuong dbi 75 = 5% trén céc chi tiéu: hinh thirc cam quan,
tap chét lién quan, d¢ hoa tan va ham luong duoc chat. Véi su
trg gitp cua phén mém STAB, tudi tho ctia cdc mau vién duogc
du doan la 35 thang dya trén chi tiéu ham luong duogc chét.

3.4. PANH GIA TAC DUNG SINH HQC CUA VIEN NEN
ARTESUNAT-PIPERAQUIN

3.4.1. Xac dinh ddc tinh cap
Xac dinh duoc lidu gay chét 50% sé chudt (LDsp) 1a:
LDso= 1550,5 (1393,9 - 1734,8) mg/kg can nang.
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3.4.2. Panh gia hoat tinh chdng sot rét

Hoat tinh chéng sdt rét in vivo cta vién phdi hop artesunat-

piperaquin duwoc danh gid trén chudt nhit tring nhidém

P.berghei chiing khang cloroquin. Két qua tom tit nhu sau:

— Artesunat don thuan cé tac dung e ché KST phat trién so
v6i nhom chimg, nhung khong diét sach hoan toan KST.

— Piperaquin phosphat don thuan cho ti 18 khéi bénh va khong
tai phat 1a 10/30 chuot (33,3%). KST trong mau sach hoan
toan tlr ngay thir 4 sau diéu tri, nhung xuét hién tro lai tir
ngay thir 10. Téng sb chudt tai phat trong vong 28 ngay 1a
20/30 chuot (66,7%).

— Thudc phdi hop artesunat-piperaquin c6 tic dung diét sach
KST tir ngay thir 3. Chi c¢6 2/30 chudt (6,7%) tai phat KST
trong vong 28 ngdy, nhung sau d6 2 chudt nay déu khoi
bénh tré lai. Pén ngay 28, tat ca 30 chudt déu séng va sach
KST (khoi bénh 100%) (hinh 3.22).

100 3500 100 3500
% 90
A 2 . 3000 3000
s | Khong dieu tri 3 80 4 3
2 70 250 5| £ 70 Artesunat 2500 &
2 | |2 ©
2 6 20005 | |8 601 (297 mglkg) 2000 g
2 50 8| |5 501 g
5 gl |s 1500 =
2 40 1500 S| [® 40 5
(2]
30 ] 1000 ¥ 30 4 1000 ¥
—o— % chuét song | %
20 o SN0 20 —o—% chudt séng|
o —o0—Mat d KST 500 104 Mat do KST 500
0 o 0 o T T T T +0
o 4 7 10 1 17 20 24 28" 0 4 7 10 14 17 21 24 28"
100 200 100 200
% 90 .
. . s . . E
81 Piperaquin (512 mg/kg) 1508 804 Artesunat-piperaquin 150 E
o o T
5 70 2 £ 70 £
5 gl |8 §
5 60 2| |2 60 (80 mg - 512 mglkg) :
2 5 100 8 % 50 +100 8
R 4 ——— g ® 40 4 =
—o—% chudt séng (] 30 —o— % chudt séng <
30 —o—Mat d6 KST . 1 —o—Mat do KST 50
20 20 4
10 10 4
0 o . 0 Bﬂ—o—o—&éﬁﬁﬂ——m 0
" 7 10 14 17 21 24 28"V o 3 7 10 14 17 21 24 28"

Hinh 3.22. Hiéu lyc diéu tri cua artesunat, piperaquin
va thuoc phoi hop artesunat-piperaquin



19

Chuwong 4. BAN LUAN
4.1. Phwong phap ban tong hop artesunat
Nham thay thé pyridin va dicloromethan ddc hai trong tong
hop artesunat, chiing t6i di khao sat va nhan thdy phan ung
dung xtc tac natri bicarbonat/aceton cho hiéu suét tot (89,4%),
khong kém nhiéu so v6i phan tng ding pyridin/dicloromethan
(91,9%). Phan ung dung xUc tac natri bicarbonat/aceton co 2
wu diém quan trong, do la cac nguyén li€u su dung it doc, it
gy 6 nhiém va phuong phap tinh ché don gian.
4.2. H¢ phin tan ran ciia artesunat
So v&i cac bién phap ting d6 tan khac, k¥ thuat phan tan rn ap
dung véi artesunat, st dung phuong phap phun siy va chat
mang B-cyclodextrin ¢6 mot s6 wu diém sau:
— Khic phuc dong thoi hai nhuge diém cua artesunat 13 it tan

va kém on dinh.
— Séan pham phun siy tron chay t6t va dé chiu nén, thich hop
dé bao ché vién nén bang phuong phéap dap thing.

Artesunat dudi dang HPTR c6 tdc dung lam gidam mat do KST
trong mau nhanh hon so v6i artesunat dang nguyén liéu thong
thuong. Két qua nay chung t6 artesunat dudi dang HPTR dugc
hap thu qua duong tiéu héa tét hon so véi artesunat dang
nguyén liéu ban dau.
4.3. Bao ché vién nén artesunat-piperaquin
= Cong thirc va phwong phap bao ché
Dé dam bao d6 on dinh cia cac duge chét, phuong phap dap
thang duoc ap dung dé bao ché vién nén. Hon nira, piperaquin
phosphat va HPTR artesunat ciing c6 dic tinh tron chay va dé
chiu nén, thich hop cho phwong phéap déap thang.
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N6i chung, cong thirc va phuong phap bao ché vién nén phdi
hop kha don gian. Ta duge sir dung it va déu 1a nhiing nguyén
liéu thong dung, nhung van dam bao vién nén dat cac chi tiéu
chat lwong qui dinh. Tuy nhién, cong thirc va qui trinh bao ché
méi duge nghién ciru & qui mo phong thi nghiém. Pé ¢o thé ap
dung trong san xuat, can thém nhiing khao sat v6i may dap
vién cong nghiép va ¢ qui md 16n hon.

* Phwong phap dinh lugng artesunat va piperaquin
Phuwong phap dinh luong artesunat:

Dé dinh lugng artesunat trong vién phdi hop, chung t6i str dung
phuong phap sic ky long véi cac diéu kién sic ky duoc tham
khao tir DDVN III va IP 2003. Két qua cho thdy thanh phan
piperaquin phosphat khong anh hudng dén qua trinh phéan tich
artesunat. Phuong phap dam bao tinh dic hiéu, tinh tuyén tinh,
d6 lap lai va do dung, dat yéu cau cua mot phuong phap dinh
luong.

Phuwong phap dinh lvong piperaquin phosphat:

Pinh luong piperaquin bang do quang 1a phuong phap don
gian, nhung c6 thé khong thich hop trong nhiing thir nghiém
yéu cau tinh ddc hiéu cao. Vi vay, chung to1 tién hanh xay dung
thém phuong phap dinh lugng piperaquin bang sic ky long.
Nam 2001, Bruce Sunderland néu ra nhiing kh6 khan khi phat
trién mot phuong phap phan tich piperaquin bang sic ky 1ong:
d6 1a hiéu luc tach kém va hé sé bat ddi xing cao. Qua khao
sat chiing t6i ciing nhan thdy vdi cac cot pha dao thong thuong,
pic cua piperaquin luén c6 hién tugng kéo dudi ro rét. Viéce
diéu chinh ti 1¢ dung moi hay pH ciia pha dong khong cai thién
duoc hé sb bat dbi ximg cua pic.
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Piperaquin 1a mot base amin, rat phan cuc ¢ pH acid, nén c6
thé bi hap phu manh trén bé mit pha tinh, giy nén hién tuong
pic kéo dudi. C6 thé khic phuc nhugc diém nay bang cach
thém vao pha dong mot base amin canh tranh, dé chat nay bi
hap phu wu tién dan dén giam thiéu sy hip phu cta piperaquin.
Két qua cho thiy khi thém vao pha dong 1% triethylamin, pic
trd nén nhon va can xing. Dya trén co s& do, chung toi da xay
dung duoc phuong phap dinh lugng piperaquin bang sic ky
long. Phuong phap don gian, chi st dung cac dung moi thong
dung va phu hop véi diéu kién thiét bi hién co.

= Tiéu chuin chit lwgng va do 6n dinh

Tiéu chuan vién nén phdi hop artesunat-piperaquin duoc xdy
dung trén co s& tham khdo cic chuyén ludn “vién nén
artesunat” cia DDVN III va “vién nén piperaquin phosphat”
cia CP 2005. Trong d6 bd sung chi tiéu do hoa tan cua
piperaquin. Chi tiéu do hoa tan cia artesunat dugc diéu chinh
tang tir 60% 1én 70%. Pinh luong piperaquin phosphat co thé
ap dung phuong phap do quang, hodc ap dung phuong phap
sdc ky 10ng duoc xay dung dua trén két qua da nghién ciru.
Béng phuong phap theo ddi dai han, da chimg minh vién nén
artesunat-piperaquin 6n dinh sau 24 thang bao quan. Can cir
vao tde do giam ham lugng duoc chét, tudi tho cua thudc duoc
du doan 1a 35 thang.

4.4. Tac dung sinh hoc ciia vién phdi hop

= Pjc tinh cap

Liéu chét trung binh dudng udng (LDsg) cia thudc phdi hop
artesunat- piperaquin xac dinh dugc la 1550,5 mg/kg can nang
chudt, it doc hon so voi cac thude thanh phﬁn va mot sd thude
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chéng sbt rét khac (vi du LDsy cua artesunat la 1180 mg/kg,
cta piperaquin phosphat la 1080 mg/kg, cua cloroquin la 400
mg/kg). So véi lidu diéu tri dy kién ¢ nguoi (8 vién chia 4
lidu/dot diéu tri, twong duong 29,6 mg/kg ngay dau va 14,8
mg/kg trong 2 ngay tiép theo) thi LDsq ctia thude phdi hop cao
gap 26 lan tong lidu diéu tri & ngudi. Nhu vay thude phdi hop
¢6 chi sb diéu tri kha rong.

= Hoat tinh chong sot rét

Hoat tinh chdng sot rét cta thude phdi hop dugc danh gia trén
chudt nhidm P. berghei 12 bude thir nghiém quan trong dé xac
dinh hiéu luc diéu tri cia cic thudc mai. Két qua thi nghiém
cho thay thudc phdi hop co tac dung diét sach KST trong méu
nhanh va c6 hiéu lyc diéu tri cao. Tuy mdi chi 1a nghién ctru
tién 1am sang ban dau, nhung ciing cho thdy phdi hop
artesunat-piperaquin rat cé trién vong trong diéu tri bénh sot
rét. Phdi hop c6 cc wu diém tién dung, an toan, hiéu qua va gia
thanh hop 1y (khoang 1 d6 la My cho 1 dot diéu tri), phu hop
v6i cac yéu cau cua To chirc Y té Thé gidi.

KET LUAN VA DPE XUAT

Két luin:

1. V& cai tién phwong phép ban tong hop artesunat

— Pi ban tong hop duoc artesunat dat tiéu chuan DDVN III
bang phan tng dung xtc tac natri bicarbonat va dung moi
aceton v6i hiéu sut 89,4%.

— Natri bicarbonat va aceton 1a héa chat dé& kiém, ré tién, it
doc, co thé thay thé duoc pyridin va dicloromethan ddc hai
va gy 6 nhidm trong qui trinh san xuét artesunat. Ngoai ra,
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phan mg dung xuc tac natri bicarbonat dé tinh ché hon so
v61 phan g dung xuc tac pyridin.

. V& h¢ phin tin rin cia artesunat

Pi ché tao duoc HPTR cua artesunat voi chit mang P-
cyclodextrin bang phuong phap phun sdy. San pham c6 kha
ning hoa tan t6t va thich hop dé sir dung trong dang thude
vién nén.

HPTR cua artesunat 6n dinh vé trang thai vat ly, ham luong
va kha ning giai phong duoc chit trong 6 thang & didu kién
lao hoa c?ip tde (nhigt do 40 + 20C, do 4m tuong ddi 75 +
5%).

Artesunat dudi dang HPTR c¢6 hoat tinh chong sét rét tot
hon so v6i artesunat nguyén li¢u.

. V& bao ché vién nén artesunat-piperaquin

Pi xdy dung dugc cong thirc bao ché vién nén phdi hop
artesunat 50 mg - piperaquin phosphat 320 mg bang
phuong phap dap thang & qui md phong thi nghiém.

Pi xay dyng va tham dinh cac phuong phap dinh luong
artesunat bang sic ky long, phwong phap dinh luong
piperaquin bang do quang va séc ky 1ong. Cac phuong phép
dinh lugng trén c6 thé tmg dung dé xac dinh ham luong
artesunat va piperaquin trong vién phdi hop.

Pi xay dung duoc tiéu chuan co s& cho vién nén artesunat-
piperaquin.

Da budc dau theo ddi do on dinh cta vién nén artesunat-
piperaquin. San pham giit duoc chit lugng sau 24 thang bao
quan & nhiét do 30 + 2°C, d6 4m twong d6i 75 + 5%. Tubi
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tho cua san phérn duoc du doan la 35 thang dua trén chi
tiéu ham lugng duogc chét.

4. Vé tac dung sinh hoc ciia vién nén artesunat-piperaquin

— Pi xéac dinh dugc LDs, ciia phdi hop artesunat-piperaquin
1a 1550,5 mg/kg, cao gap 26 lan tong lidu diéu tri du kién &
ngudi. Nhu vay phdi hop co chi sb diéu tri kha rong.

— Phbi hop artesunat-piperaquin c6 tac dung nhanh va hiéu
luc cao trén chudt nhiém P. berghei chiing khang cloroquin.
Véi tong lidu 592 mg/kg (80 mg artesunat va 512 mg
piperaquin phosphat), thudc phdi hop cé tac dung diét sach
KST ¢ tat ca cac chudt thir nghiém sau 3 ngay diéu tri. Dén
ngay 28, ti 1¢ khoi bénh dat 100%. Vi nhimng wu diém vé
hiéu lyc cao, an toan, tién dung va dé cung ung, phdi hop
artesunat-piperaquin rat ¢ trién vong trong diéu tri bénh
sOt rét.

Pé xuit:

1. Ban téng hop artesunat voi xlic tac natri bicarbonat & qui
mo 16n hon dé c6 thé tmg dung vao san xuit.

2. Tiép tuc cac thir nghiém tién 14m sang va trén bénh nhan,
khéng dinh tinh an toan va hiéu luc diéu tri cua phéi hop
artesunat-piperaquin.

3. Nghién ctru hoan thién qui trinh bao ché vién nén artesunat-
piperaquin & qui md 16n hon va tiép tuc theo ddi d6 6n dinh
dé xac dinh dtng tudi tho cua thude.
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