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Uticaj vrste i udela hidrofilnih polimera na farmaceutsko-tehnoloSke i
biofarmaceutske karakteristike ¢vrstih disperzija sa klopidogrel-
hidrogensulfatom

Sazetak

Razvoj formulacija lekova je poslednjih godina postao posebno izazovan zbog novih aktivnih
supstanci koje imaju zahtevna fizickohemijska svojstva, zbog potrebe farmaceutskih kompanija da
se lekovi §to pre plasiraju na trziste, kao i zbog sve strozijih zahteva regulatornih tela. Preko 40%
aktivnih supstanci, koje se koriste u terapiji 1 preko 60% onih koji se nalaze u nekoj od faza
istrazivanja, spada u grupu slabo rastvorljivih aktivnih supstanci. Formulacija ¢vrstih disperzija je
jedan od aktuelnih pristupa za povecanje rastvorljivosti i brzine rastvaranja slabo rastvorljivih
aktivnih supstanci. Klopidogrel je inhibitor aktivacije i agregacije trombocita. Najc¢esce se koristi u
obliku soli, klopidogrel-hidrogensulfata, koja ima nisku i pH-zavisnu rastvorljivost, $to ogranicava
njegovu bioraspolozivost i terapijsku efikasnost. Klopidogrel je pro-lek, samo oko 2% primenjene
doze klopidogrela se metaboliSe u aktivni oblik 1 dospeva u sistemsku cirkulaciju, a uz to ima i
izrazenu interindividualnu varijabilnost. Iz navedenih razloga, cilj istrazivanja ove doktorske
disertacije bila je formulacija, izrada i1 farmaceutsko-tehnoloska i biofarmaceutska karakterizacija
Cvrstih  disperzija sa slabo rastvorljivom model aktivnom supstancom, klopidogrel-
hidrogensulfatom, u cilju poveéanja brzine rastvaranja navedene aktivne supstance.

U prvoj fazi eksperimentalnog rada formulisano je i izradeno dvadeset Cvrstih disperzija sa
razli¢itim hidrofilnim polimerima (kopovidon, makrogol 6000, poloksamer 407 1 povidon K30) i
razli¢itim odnosima aktivna supstanca/polimer (1:1, 1;2; 1:3; 1:5 1 1:9), u cilju povecéanja brzine
rastvaranja aktivne supstance. Rezultati in vitro ispitivanja brzine rastvaranja su pokazali da vrsta 1
udeo hidrofilnog polimera imaju bitnu ulogu u povecanju brzine rastvaranja klopidogrel-
hidrogensulfata. Najve¢i procenat klopidogrel-hidrogensulfata (96,38%, nakon 60 minuta) se
rastvorio iz ¢vrste disperzije sa poloksamerom 407, pri udelu aktivna supstanca/polimer 1:9.

U drugoj fazi istrazivanja sprovedena je karakterizacija odabranih ¢vrstih disperzija primenom
metoda diferencijalne skeniraju¢e kalorimetrije (DSC), infracrvene spektrofotometrije sa
Furijeovom transformacijom (FT-IR) i difrakcije X-zraka na prasku (PXRD), kao i1 odredivanje
sadrZzaja klopidogrela. U svim ispitivanim uzorcima potvrdeno je prisustvo klopidogrel-
hidrogensulfata u amorfnom obliku, a sadrzaj klopidogrela je bio u dozvoljenim granicama
odstupanja (= 5%). Rezultati ponovljenih ispitivanja, nakon 12 meseci skladiStenja uzoraka pod
kontrolisanim uslovima (25 £ 2 °C i vlaznost vazduha 60 + 5%), ukazali su na njihovu dobru
stabilnost. Medutim, rezultati ispitivanja in vitro brzine rastvaranja klopidogrel-hidrogensulfata iz
¢vrstih disperzija sa makrogolom 6000 su pokazali da je nakon 12 meseci doSlo do velikog
smanjenja koli¢ine rastvorenog klopidogrel-hidrogensulfata. Ovi rezultati su wukazali na
neprihvatljivu stabilnost, odnosno na neprihvatljiv kvalitet ¢vrstih disperzija sa makrogolom 6000,
pri odnosima aktivna supstanca/polimer 1:51 1:9.

U trecoj fazi istraZivanja ispitivane su karakteristike ¢vrstih disperzija prihvatljive stabilnosti (sa
kopovidonom 1 poloksamerom 407, pri udelima aktivna supstanca/polimer 1:5 1 1:9) znacajne za
njihovu dalju obradu u finalni farmaceutski oblik (tablete 1 kapsule). Dobijeni rezultati ispitivanja
veliCine 1 raspodele veliCina Cestica, stvarne, nasipne 1 tapkane gustine, odredivanja protoc¢nosti,
kompresibilnosti, poroziteta, sadrzaja vlage i1 reoloSkih parametara su ukazali da ispitivane ¢vrste
disperzije imaju prihvatljive osobine za obradu u finalni farmaceutski oblik.

U cetvrtoj fazi istraZivanja, primenom kompjuterskog programa GastroPlus™, uspesno je razvijen i
validiran klopidogrel-specifi¢ni, fizioloski zasnovan biofarmaceutski (PBBM) model, koji na
odgovaraju¢i nacin opisuje apsorpciju i distribuciju klopidogrela nakon intravenske i peroralne
primene. [zgradeni PBBM model je koriS¢en za ispitivanje uticaja vrste 1 udela hidrofilnih polimera
na apsorpciju, distribuciju 1 posledi¢no, bioraspoloZivost aktivne supstance. Rezultati in silico
predvidanja ukazali su da se za sve ispitivane ¢vrste disperzije moze o¢ekivati povecanje apsorpcije,



bioraspolozivosti 1 PIKo—¢, u opsegu od 57% do 120%, u poredenju sa tabletama sa trenutnim
oslobadanjem aktivne supstance. Dobijeni rezultati su takode pokazali da bi cekum i kolon mogli
biti ciljno mesto za oslobadanje klopidogrela iz formulacija, Sto bi moglo uticati na povecanje
apsorpcije i bioraspolozivosti klopidogrela.

Na osnovu sprovedenih istrazivanja, moze se zakljuciti da se sa hidrofilnim polimerima,
kopovidonom i poloksamerom 407, pri odnosima aktivna supstanca/polimer 1:5 i 1:9, mogu
uspesno izraditi Cvrste disperzije sa klopidogrel-hidrogensulfatom prihvatljive dugotrajne
stabilnosti, koje omogucavaju poveéanje brzine rastvaranja klopidogrel-hidrogensulfata. Na osnovu
rezultata farmaceutsko-tehnoloske karakterizacije, odabrane ¢vrste disperzije se mogu koristiti za
dalju obradu u finalne farmaceutske oblike. Rezultati in silico modelovanja su pokazali da se moze
ocekivati poboljSanje apsorpcije i bioraspolozivosti klopidogrela iz ¢vrstih disperzija za vise od
100%, u poredenju sa tabletama sa trenutnim oslobadanjem, §to bi moglo dovesti do smanjenja
terapijske doze, a sa tim 1 nezeljenih efekata primene klopidogrela.

Kljuéne reci: ¢vrste disperzije; hidrofilni polimeri; klopidogrel-hidrogensulfat, karakterizacija; in
vitro brzina rastvaranja; reologija ¢vrstih disperzija; stabilnost; in silico fizioloSki zasnovano
biofarmaceutsko modelovanje

Nauc¢na oblast: Farmacija

UZa naucna oblast: Farmaceutska tehnologija



The influence of the type and ratio of hydrophilic polymers on the
pharmaceutical-technological and biopharmaceutical characteristics of solid
dispersions with clopidogrel hydrogen sulfate

Abstract

The development of drug formulations has become a particular challenge in recent years, as the
physico-chemical properties of new active pharmaceutical ingredients are becoming increasingly
complex, the pharmaceutical industry is demanding a rapid market launch and regulatory
requirements are becoming ever stricter. More than 40 % of marketed active pharmaceutical
ingredients and over 60 % of drug candidates in development belong to the class of poorly soluble
substances. The formulation of solid dispersions is one of the current approaches to increasing the
solubility and dissolution rate of poorly soluble active substances. Clopidogrel is an inhibitor of
platelet activation and aggregation. It is most commonly used in the form of a salt, clopidogrel
hydrogen sulfate, which has a low and pH-dependent solubility, limiting its bioavailability and
therapeutic efficacy. Clopidogrel is a pro-drug, only about 2% of the clopidogrel dose administered
is converted to an active form and enters the systemic circulation, and there is marked inter-
individual variability. For these reasons, the research objective of this dissertation was the
formulation, preparation and pharmaceutical-technological and biopharmaceutical characterization
of solid dispersions with a poorly soluble model drug, clopidogrel hydrogen sulfate, in order to
increase the dissolution rate of the listed active substances.

In the first phase of the experimental work, twenty solid dispersions were formulated and prepared
with different hydrophilic polymers (copovidone, macrogol 6000, poloxamer 407 and povidone
K30) and different drug/polymer ratios (1:1, 1;2; 1:3; 1:5 and 1:9) to increase the dissolution rate of
the drug. The results of the in vitro dissolution rate test showed that the type and ratio of
hydrophilic polymer play an important role in increasing the dissolution rate of clopidogrel
hydrogen sulfate. The highest percentage of clopidogrel hydrogen sulfate (96.38%, after 60
minutes) was dissolved from the solid dispersion with poloxamer 407 at a drug/polymer ratio of
1:9.

In the second phase of the study, the characterization of the selected solid dispersions was carried
out using the methods of differential scanning calorimetry (DSC), Fourier transform infrared
spectrophotometry (FT-IR) and powder X-ray diffraction (PXRD), as well as the determination of
the clopidogrel content. The presence of clopidogrel hydrogen sulfate in amorphous form was
confirmed in all samples analysed, and the clopidogrel content was within the acceptable limits (+
5%). The results of repeated tests after 12 months of storage of the samples under controlled
conditions (25 + 2 °C and 60 + 5 % RH) indicated their good stability. However, the results of
testing the in vitro dissolution rate of clopidogrel hydrogen sulfate from solid dispersions with
macrogol 6000 showed that there was a sharp decrease in the amount of dissolved clopidogrel
hydrogen sulfate after 12 months. These results indicate an unacceptable stability, i.e. an
unacceptable quality of the solid dispersions with macrogol 6000 at drug/polymer ratios of 1:5 and
1:9.

In the third phase of the research, the characteristics of solid dispersions with acceptable stability
(with copovidone and poloxamer 407, at a 1:5 and 1:9 drug/polymer ratio) were studied, which are
important for further processing into the final pharmaceutical form (tablets and capsules). The
results of testing the particle size and distribution of particle size, true density, bulk and tapped
density, determination of flowability, compressibility, porosity, moisture content and rheological
parameters showed that the solid dispersions tested had acceptable properties for processing into the
final dosage form.

In the fourth phase of the research, a clopidogrel-specific physiologically based biopharmaceutical
model (PBBM) was successfully developed and validated using GastroPlus™ software. The model
adequately described the absorption and distribution of clopidogrel after both intravenous and oral



administration. The constructed PBBM model was used to investigate the effects of polymer type
and ratio on the absorption, distribution and consequently the bioavailability of clopidogrel from
solid dispersions. In silico predictions showed that all solid dispersions tested could improve
absorption, bioavailability and AUCo—: by 57% to 120% compared to immediate-release tablets.
The results obtained also showed that the cecum and colon could be the target site for the release of
clopidogrel from the formulations, which could have an impact on increasing the absorption and
bioavailability of clopidogrel.

On the basis of the studies carried out, it can be concluded that solid dispersions with clopidogrel
hydrogen sulfate of acceptable long-term stability can be successfully developed using the
hydrophilic polymers copovidone and poloxamer 407 in a drug/polymer ratio of 1:5 and 1:9. These
formulations improve the dissolution rate of clopidogrel hydrogen sulfate. Pharmaceutical-
technological characterization confirmed that the selected solid dispersions are suitable for further
processing into final dosage forms. In silico modeling results indicate that the absorption and
bioavailability of clopidogrel from solid dispersions can be improved by more than 100% compared
to immediate-release tablets, which could allow dose reduction and minimization of adverse effects.

Keywords: solid dispersions; hydrophilic polymers; clopidogrel hydrogen sulfate; characterization;
in vitro dissolution rate; rheology of solid dispersions; stability; in silico physiologically based
biopharmaceutics modeling

Scientific field: Pharmacy

Specific scientific field: Pharmaceutical technology



Lista skraéenica

ACAT - Advanced Compartmental Absorption and Transit model (srp. Unapredeni model
apsorpcije i tranzita aktivne supstance)

BCS - Biopharmaceutics Classification System (srp. Biofarmaceutski Sistem Klasifikacije, skr.
BSK

BFE - Basic flowability energy (srp. osnovna energija proticanja),

CAT - Compartmental Absorption and Transit model (srp. Model apsorpcije i tranzita aktivne
supstance)

CHS - klopidogrel-hidrogensulfat

CL - klirens

Cmax - Maksimalna koncentracija aktivne supstance u plazmi

CYP4s0 - Citohrom Paso

DSC- Differential Scanning Calorimetry (srp. Diferencijalna skenirajuéa kalorimetrija)

DVS - Dynamic vapour sorption (srp. Dinamicka sorpcija pare)

E. - Energija aktivacije

EC - etil celuloza

EMA - European Medicines Agency (srp. Evropska agencija za lekove)

Fa - Procenat apsorbovane lekovite supstance (u enterocitima)

Fy - Bioloska raspolozivost lekovite supstance

FDA - Food and Drug Administration (srp. Americka uprava za hranu i lekove)

FE - Fold error (srp. nivo greske)

ffc - Flowability ratio (srp. odnos protocnosti)

FPE - Presistemski metabolizam u jetri

FRI - Flow rate index (srp. indeks brzine proticanja)

FT-IR - Fourier transform infrared spectroscopy (srp. Infracrvena spektrofotometrija sa Furjeovom
transformacijom)

GIT - Gastrointestinalni trakt

GRAS - Generally Recognized as Safe (srp. OpSte prepoznato kao bezbedno)

HME - Hot-melt extrusion method (srp. Metoda ekstruzija topljenjem)

HPC - hidroksipropilceluloza

HPMC - hipromeloza

HPMCAS - hipromeloza-acetatsukcinat

HPMCP - hipromeloza-ftalat

HSM - Hot-stage mikroskopy (stp. Mikroskopija na zagrejanoj ploci)

ki2, ko1, ki3, k31 - konstante distribucije izmedu pojedinih prostora

PAA - poliakrilna kiselina

PAM - Povrsinski aktivna materija

PBBM - Physiologically-Based Biopharmaceutics Model (srp. Fizioloski zasnovan biofarmaceutski
model)

PBPK - Physiologically-Based Pharmacokinetic Model (srp. Fizioloski zasnovan farmakokineticki
model)

PEG - makrogol

Ph. Eur. - The European Pharmacopoeia (stp. Evropska farmakopeja)

PIKo—« 1 PIKo— - Povrsine ispod krive

PSA - Parametar Sensitivity Analysis (srp. analiza osetljivosti parametara)

PVP - povidon

PVP/VA - povidon-vinilacetat koplimer (kopovidon)

PXRD - Powder X-ray Diffraction (srp. Difrakcija X-zraka na prasku)

RP-HPLC - Reversed-Phase High-Performance Liquid Chromatography (srp. Reverzno-fazna te¢na
hromatografija velike mo¢i razdvajanja)

SD - standardna devijacija



SE - Specific energy (srp. specificna energija)

SEM - Scanning Electron Microscopy (srp. skenirajuca elektronska mikroskopija)

SI - Stability index (srp. indeks stabilnosti)

SLS - Natrijum-laurilsulfat

T, - Temperatura staklastog prelaza

TGA - Thermogravimetric analysis (srp. termogravimetrijska analiza)

tmax - Vreme potrebno da se postigne maksimalna koncentracija aktivne supstance u plazmi
TPGS - tokoferil polietilenglikol sukcinat

USP - United States Pharmacopeia (srp. Americka farmakopeja)

Va4 - Volumen distribucije
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1. UVOD

Razvoj formulacija lekova je postao posebno izazovan zbog novih aktivnih supstanci koje imaju
zahtevna fizickohemijska svojstva, potrebe farmaceutskih kompanija da se lekovi Sto pre plasiraju
na trziSte, kao 1 sve strozijih zahteva regulatornih tela. Najveci broj lekova na trzistu, viSe od 85%
od ukupnog broja su lekovi za peroralnu primenu (Iyer i sar., 2021). Na apsorpciju aktivnih
supstanci iz peroralno primenjenih preparata mogu uticati fizickohemijska svojstava aktivne
supstance, karakteristike farmaceutskog oblika i fizioloski faktori na mestu apsorpcije. Razmatranje
svih navedenih svojstava je neophodno tokom izbora formulacije i1 karakterizacije leka, u cilju
postizanja najbolje bioloske raspolozivosti aktivne supstance. Tokom razvoja novih formulacija
lekova, jedan od najvecih izazova je slaba rastvorljivost aktivne supstance, §to utice na njenu brzinu
rastvaranja i posledi¢no bioraspolozivost nakon peroralne primene (Coty i sar., 2020). Preko 40%
aktivnih supstanci, koje se koriste u terapiji 1 preko 60% onih koji se nalaze u nekoj od faza
istrazivanja, spada u grupu slabo rastvorljivih aktivnih supstanci (De Mohac i sar., 2020). Da bi
peroralno primenjena aktivna supstanca ispoljila svoje delovanje, ona se prvo mora osloboditi iz
farmaceutskog oblika i rastvoriti u gastrointestinalnom traktu (GIT), apsorbovati kroz crevni epitel i
do¢i u sistemsku cirkulaciju. Ukoliko se radi o slabo rastvorljivoj aktivnoj supstanci, prvi korak ce
biti ogranicavajuci, a koncentracija aktivne supstance u krvi, a samim tim 1 terapijski efekat ¢e biti
smanjen, ili ¢e potpuno izostati. Rastvorljivost aktivnih supstanci koje se ponasaju kao slabe baze ili
slabe kiseline zavisi od pH vrednosti medijuma, pa je potrebno poznavati rastvorljivost u
fizioloSkom rasponu pH vrednosti jer to moze biti vazan faktor koji uti¢e na apsorpciju iz GIT.

Postoje razliCiti pristupi za povecanje rastvorljivosti aktivnih supstanci, kao $to su gradenje soli,
formiranje konjugata, ko-kristala i pro-lekova, gradenje kompleksa sa ciklodesktrinima, formulacija
nanokristala, nanosuspenzija, lipidnih formulacija, formulacija ¢vrstih disperzija (Bennet-Lenane i
sar., 2020; Malkawi i sar., 2022; Nyamba i sar., 2024). Izbor metode za povecanje rastvorljivosti
zavisi od fizickohemijskih karakteristika aktivne supstance, odabranih pomo¢nih supstanci i
dostupne opreme za izradu/proizvodnju, a svaka od metoda ima svoje prednosti i nedostatke. U
poredenju sa ostalim pristupima, formulacija ¢vrstih disperzija je posebno aktuelna poslednjih
godina, $to se moZe videti iz znacajnijeg porasta broja odobrenih lekova od strane regulatornih tela
koji sadrZe ¢vrste disperzije (slika 1.1).

©
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Slika 1.1. Metode poboljsanja rastvorljivosti aktivnih supstanci u lekovima sa dozvolom, za period
2000-2020. godina (preuzeto i prilagodeno iz lyer i sar., 2021)
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Na globalnom nivou, u periodu od 2012-2023. godine 48 lekova, koji sadrze Cvrste disperzije,
dobilo je dozvolu za lek (slika 1.2 i tabela 1.1). Prosecno su 4 leka godisnje dobijala dozvolu za lek,
a 2018. godine je Cak 8 lekova plasirano na trziSte. Od navedenih lekova, najviSe su zastupljene
tablete (oko 75%), zatim kapsule, pelete, granule, praskovi za oralnu suspenziju 1 granule za oralnu
suspenziju. Oko 80% registrovanih lekova sa ¢vrstim disperzijama sadrze slabo rastvorljive aktivne
supstance, koje pripadaju grupama II ili IV Biofarmaceutskog sistema klasifikacije (engl.
Biopharmaceutics Classification System, skr. BCS, skr. srp. BSK) (Moseson i sar., 2024). Ostalih
20% registrovanih lekova sa ¢vrstim disperzijama sadrze aktivne supstance koje pripadaju BSK
grupama [ i III, $to ukazuje da loSa rastvorljivost aktivnih supstanci nije jedini razlog za izbor
¢vrstih disperzija kao formulacionog pristupa. Dodatni razlozi su smanjenje terapijske doze aktivne
supstance, bolja bioraspolozivost, kao i moguénost inkorporiranja velikih doza aktivne supstance u
farmaceutski oblik. Inkorporiranje visokih doza ima i svoje nedostatke jer su potrebni visoki udeli
ekscipijenasa za povecanje brzine rastvaranja i bioraspolozivosti, $sto dovodi do problema prilikom
odabira finalnog farmaceutskog oblika. Za odredene aktivne supstance, koje su u cCvrstim
disperzijama u amorfnom stanju, potrebne su manje doze za postizanje terapijskog efekta u
poredenju sa kristalnim oblikom. Smanjenje doze doprinosi smanjenju troSkova proizvodnje,
smanjuju se nezeljeni efekti i pove¢ava komplijansa pacijenta zbog jednostavnije primene (Bennett-
Lenane 1 sar., 2020). Takode, primenom ¢vrstih disperzija se mogu eliminisati problemi
rastvorljivosti i stabilnosti odredenih kristalnih supstanci zbog polimorfnog prelaza iz jednog oblika
u drugi (Chiang i sar., 2023). Cvrste disperzije mogu eliminisati uticaj hrane, pH vrednosti ili lek-
lek interkacija na apsoprciju aktivne supstance (Larfors i sar., 2023; Wu i sar., 2024). Jedan od
takvih primera su tablete Phyrago® (Nanocopoeia), koje sadrze &vrstu disperziju sa dasatinibom,
¢ijjom formulacijom se sprecavaju lek-lek interkacije (sa inhibitorima protonske pumpe) i uticaj
promene pH vrednosti u Zelucu na efikasnost terapije. Lek je dobio dozvolu 2023. godine, a
predstavlja reformulaciju leka Sprycel® (Brsitol-Myers Squibb) koji je sadrzavao dasatinib u
kristalnom obliku. Ova reformulacija je uradena kako bi se sprecilo smanjenje efikasnosti koje se
desavalo kada se Sprycel® primenjivao zajedno sa inhibitorima protonske pumpe, koji smanjuju pH
vrednost u Zelucu i1 na taj nacin smanjuju rastvorljivost, apsorpciju i bioraspoloZivost dasatiniba,
zbog njegove pH-zavisne rastvorljivosti (Larfors i sar., 2023; Wertz i sar., 2022).

Sotyuktu® (Brystol Myers Squibb) je prvi lek, koji je dobio dozvolu za stavljanje na trziste 2022.
godine, sa ¢vrstom disperzijom koja sadrzi aktivnu supstancu deukravakitinib sa deuterijumom tzv.
deuterisani lek (engl. deuterated drug). Zamena vodonika sa deuterijumom je prvi put upotrebljena
zbog bolje stabilnosti aktivne supstance, a zatim su primecena poboljSanja farmakokineti¢kih
parametara koja bi mogla imati pozitivan uticaj na bezbednost i efikasnost leka. Znacaj deuterisanih
lekova je u porastu i najmanje petnaest aktivnih sustanci se nalazi u fazi klinickih ispitivanja (D1
Martino 1 sar., 2023).

Medu registrovanim lekovima sa ¢vrstim disperzijama se nalaze i oni koji sadrZe viSe aktivnih
supstanci. Primeri takvih lekova su Technivie® (AbbVie) koji sadrzi tri aktivne supstance u
amorfnom obliku (ombitasvir, paritaprevir i ritonavir), dok Viekira® PAK (AbbVie) i Viekira® XR
(AbbVie) pored navedene tri aktivne supstance u amorfnom obliku sadrze i aktivhu supstancu
dasabuvir u kristalnom obliku. Epclusa® (Gilead Sciences) sadrzi aktivne supstance u kristalnom
(sofosbuvir) i amorfnom obliku (velpatasfir), dok je kod leka Vosevi® (Gilead Sciences) ukljucena i
dodatna aktivna supstanca u amorfnom obliku (voksilaprevir).

Odredeni gotovi lekovi sa ¢vrstim disperzijama u zajednickom pakovanju imaju tablete sa razli¢itim
aktivnim supstancama. Ovakva primena omogucava prilagodavanje terapijske doze pacijentu, bolju
efikasnost zahvaljué¢i sinergistickom delovanju aktivnih supstanci i jednostavniju primenu za
pacijenta. Trikafta® (Vertex) u jednoj tableti sadrzi tri aktivne supstance (eleksakaftor, ivakaftor i
tezakaftor), dok u drugoj tableti sadrzi aktivnu supstancu (ivakaftor). Trikafta® (Vertex) je
registrovan u obliku granula za oralnu primenu, spakovanih u kesice, za primenu kod dece.
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Doze aktivnih supstanci u registrovanim lekovima su u rasponu od < 5 mg do 300 mg, s tim da
najveci broj lekova ima doze aktivne supstance <100 mg (Mosseson i sar., 2023). Zbog visokih
terapijskih doza, odredeni lekovi koji sadrze ¢vrste disperzije moraju biti primenjeni u vise doza ili
viSe tableta u jednoj dozi. Ovo se deSava jer su tablete 1 kapsule ograni¢ene masom i dimenzijama i
usled visoke doze aktivne supstance i udela nosaca dolazi do povecanja mase tablete i/ili
povecavanja broja tableta za obezbedivanje terapijske doze (Frank i sar., 2023). Lekovi kao §to su,
na primer, Braftovi® (Array), Norvir® (AbbVie) i Noxafil® (Merck) imaju terapijske doze koje
zahtevaju primenu od 6-12 tableta dnevno, Sto uti¢e na komplijansu pacijenta. Veca fleksibilnost
doza se postize primenom peleta, granula, praskova i granula za oralnu suspenziju, jer nisu
ogranic¢ene masom farmaceutskog oblika, kao §to je to slucaj sa tabletama i kapsulama.
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» Stivarga
Regoralenib

»Kalydeco » Astagraf XL
Ivacaftor Tacrolimus

» Noxafil
Posaconazole

» Zepatier
Elbasvir
Grazoprevir
» Harvoni » Orkambi »Epclusa
Sofosbuvir* Lumacaftor* Sofosbuvirt
Ledipasvir Ivacaftor Velpatasvir
2015 . 2016
»Belsomra »Envarsus XR » Viekira XR*
Suvorexant Tacrolimus Dasabuvirt
Ombitasvir
» Viekira PAK* » Technivie* Paritaprevir
Dasabuvir Ombitasvir Ritonavir
Ombitasvir Paritaprevir
Paritaprevir Ritonavir P Venclexta
Ritonavir Venetoclax

» Vosevi
Sofosbuvir*
Velpatasvir
Voxilaprevit

» Idhifa
Enasidenib

» Mavyret
Glecaprevir
Pibrentasvir

»Lynparza
Olaparib

» Symdeko
Ivacaftor
Tezacaftor

»Erleada
Apalutamide

» Jynarque
Tolvaptan

» Tibsovo
Ivosidenib

» Pifeltro
Doravirine

» Delstrigo
Doravirine
Lamivudine*
Tonofovir

disoproxil*

» Tolsura

Itraconazole

Braftovi
Encorafenib

Trikafta

Elexacaftor*
Ivacaftor
Tezacaftor

Urogepant

» Tukysa
Tucatinib

» Qinlock
Ripretinib

» Xtandi
Enzalutamide

» Welireg
Belzutifan

» Qinlock
Atogepant

» Sotyktu
Deucravacitinib

» Sunlenca
Lenacapavir

o ) o

» Jaypirca
Pirtobrutinib

» Phyrago
Dasatinib

2023

»Paxlovid
Nirmatrelvir*
Ritonavir

» Alvaiz
Eitrombopag

Slika 1.2. Lekovi sa ¢vrstim disperzijama koji su dobili dozvolu za lek, u periodu 2012-2023. godina (preuzeto i prilagodeno iz Moseson i sar.,

2024)
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Tabela 1.1. Lekovi registrovani na svetskom trzistu od 2018-2023. godine, koji sadrze ¢vrste disperzije (Moseson i sar., 2024)

Zastic¢eni naziv Aktivna supstanca Polimer Farmaceutski Doza Metoda izrade Godina Terapijsko delovanje
(Proizvodac) oblik (mg)
Alvaiz® eltrombopag PVP/VA tablete 9; 18; 36; 54 eks‘Fruz.ija 2023 Agonist trombopoetinskih receptora
(Teva) topljenjem
Braftovi® enkorafenib PVP/VA kapsule 50; 75 ekstruzija 2018 Inhibitor
(Array) topljenjem proteinske kinaze
Delstrigo® doravirin/lamivudin/ HPMCAS tablete 100/300/300 susenje 2018
(Merck) tenofovir disoproksil- rasprsivanjem Antivirotik
fumarat

Epclusa® sofosbuvir/ PVP/VA pelete 150/37,5; suSenje 2019 L
(Gilead Sciences) velpatasvir 200/50 rasprsivanjem Antivirotik
Erleada® apalutamid HPMCAS tablete 60; 240 susenje 2018 .

o Inhibitor androgenog receptora
(Janssen) rasprivanjem
Harvoni® ledipasvir/sofosbuvir PVP/VA pelete 33,75/1500; susenje 2019 L
(Gilead Sciences) 45/200 rasprSivanjem Antivirotik
Jaypirca® pirtobrutinib HPMACS tablete 50;100 susenje 2023 . .
(Loxo Oncology) rasprsivanjem Inhibitor tirozin kinaze
Jynarque® tolvaptan HPC tablete 15; 30; 45; 60; 90 suvé'enje' 2018 psimRe e VA
(Otsuka) rasprivanjem

receptora
Mavyret® glekaprevir/ PVP/VA pelete 50/20 ekstruzija 2021 S
(AbbVie) pibrentasvir topljenjem Antivirotik
Noxafil® posakonazol HPMCAS prasak za 300 ekstruzija 2021
(Merck) oralnu topljenjem Antimikotik
suspenziju
Orkambi® lumakaftor/ivakaftor HPMCAS granule 75/94; susenje 2018 Antagonist endotelinskih receptora/
(Vertex) 100/125; 150/188 rasprsivanjem Stimulator transmembranskog
regulatora provodljivosti kod cisti¢ne
fibroze

Paxlovid® nilmatrelvir/ritonavir PVP/VA tablete 150/100 ekstruzija 2023 Antivirotik
(Pfizer) topljenjem
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Tabela 1.1. Lekovi registrovani na svetskom trzistu od 2018-2023. godine, koji sadrze ¢vrste disperzije (Moseson i sar., 2024) (nastavak)

Zasticeni naziv Aktivna supstanca Polimer Farmaceuts Doza Metoda izrade  Godina Terapijsko delovanje
(Proizvodac) ki oblik (mg)
Phyrago® dasatinib metakrilna tablete 20; 50; 70; 80; elektrorasprsi- 2023 Inhibitor kinaze
(Nanocopoeia) kiselina- 100; 140 vanje
etilaakrilat
kopolimer
Prograf® takrolimus HPMC granule za 0,2; 1 granulacija uz 2018 Imunosupresivni inhibitor
(Astellas) oralnu koriséenje kalcineurina
suspenziju rastvaraca
Pifeltro® doravirin HPMCAS tablete 100 suSenje 2018 Antivirotik
(Merck) rasprsivanjem
Qinlock® ripretinib HPMCAS tablete 50 susenje 2020 Inhibitor tirozin kinaze
(Deciphera) rasprsivanjem
Qulipta® atogepant PVP/VA tablete 10; 30; 60 ekstruzija 2021  Inhibitori peptida povezanog s genom
(AbbVie) topljenjem za kalcitonin (CGRP)
Sotyktu® deukravakitinib HPMCAS tablete 6 susenje 2022 Inhibitor tirozin kinase 2
(Bristol Myers Squibb) rasprsivanjem
Sunlenca® lenakapavir PVP/VA tablete 300 susenje 2022 Antivirotik
(Gilead Sciences) rasprivanjem
Symdeco® ivakaftor/tezakaftor ivakaftor- tablete 1 tableta 75/50 susenje 2018 Stimulatori transmembranskog
(Vertex) + ivakaftor HPMACS; + 1 tableta 75; rasprsivanjem regulatora provodljivosti kod cisti¢ne
tezakaftor- 1 tableta 150/100 fibroze
HPMC + 1 tableta 150
Tibsovo® ivosidenib HPMCAS tablete 250 susenje 2018 Inhibitor izocitrat dehidrogenaze
(Servier) rasprivanjem
Tolsura® itrakonazol HPMCP kapsule 65 susenje 2018 Antimikotik
(Mayne) rasprsivanjem
Trikafta® eleksakaftor/ivakaftor ivakaftor- tablete 1 tableta 50/37,5/25 susenje 2019 Antagonist endotelinskih receptora/
(Vertex) /tezakaftor + HPMCAS; + 1 tableta 75; rasprsivanjem Stimulatori transmembranskog
ivakaftor tezakaftor- 1 tableta 100/75/50 regulatora provodljivosti kod cisticne
HPMC +1 tableta 150 fibroze
Trikafta® eleksakaftor/ivakaftor ivakaftor- granule 1 tableta 80/60/40 susenje 2023 Antagonist endotelinskih receptora/
(Vertex) /tezakaftor + HPMCAS; + 1 tableta 59,5; rasprsivanjem Stimulatori transmembranskog
ivakaftor tezakaftor- 1 tableta 100/75/50 regulatora provodljivosti kod cisti¢ne
HPMC + 1 tableta 75 fibroze
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Tabela 1.1. Lekovi registrovani na svetskom trzistu od 2018-2023. godine, koji sadrze ¢vrste disperzije (Moseson i sar., 2024) (nastavak)

Zasticeni naziv Aktivna supstanca Polimer Farmaceuts Doza Metoda izrade  Godina Terapijsko delovanje
(Proizvodac) ki oblik (mg)

Tukysa® tukatinib PVP/VA tablete 50; 150 susenje 2020 Inhibitor tirozin kinaze
(Seagen) rasprsivanjem

Ubrelvy® ubrogepant PVP/VA tablete 50; 100 ekstruzija 2019 Oralni antagonist peptida povezanog
(AbbVie) topljenjem s genom za kalcitonin (CGRP)
Welireg® belzutifan HPMCAS tablete 40 susenje 2021 Inhibitor HIF-2a faktora
(Merck) rasprsivanjem

Xtandi® enzalutamid HPMCAS tablete 40; 80 susenje 2020 Inhibitor androgenog receptora
(Astellas) rasprSivanjem

Skracenice u Tabeli 1.1:

PVP/VA - povidon-vinilacetat koplimer (kopovidon)
HPMC - hipromeloza

HPMCAS - hipromeloza-acetatsukcinat

PEG - makrogol

HPC — hidroksipropilceluloza

PVP - povidon
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1.1. Cvrste disperzije

Formulacija ¢vrstih disperzija je jedan od aktuelnih pristupa za povecanje rastvorljivosti 1 brzine
rastvaranja slabo rastvorljivih aktivnih supstanci, koji se danas Siroko koristi u farmaceutskoj
industriji, zbog jednostavnosti formulacija i postupaka proizvodnje (Baumgartner i sar., 2024; Pisay
i sar., 2024; Qiu i sar., 2024; Yun i sar., 2024). Cvrste disperzije se mogu definisati kao disperzije
jedne ili viSe aktivnih supstanci u odgovarajuéem nosacu, koji je u Cvrstom stanju, dobijene
metodom topljenja, metodom rastvaranja ili kombinacijom ove dve metode (Chiou i Riegelman,
1971). Mehanizmi kojima se moze objasniti poboljSanje rastvorljivosti slabo rastvorljive aktivne
supstance u ¢vrstim disperzijama su njen prelazak iz kristalnog u amorfni oblik, smanjenje veli¢ine
Cestica, smanjenje aglomeracije Cestica, poboljSano kvasenje i solubilizacija aktivne supstance,
formiranje medumolekulskih veza izmedu molekula aktivne supstance i nosaca i povecana
poroznost ¢vrstih disperzija (Almeida i sar., 2024; Malkawi i sar., 2022; Patel i sar., 2022; Sokac i
sar., 2024). Cilj izrade ¢vrstih disperzija je da se obezbedi prelazak aktivne supstance iz kristalnog
oblika u amorfni ili dobijanjem uniformne disperzije kristalne aktivne supstance unutar nosaca (Iyer
1 sar., 2021). Unutar Cvrste disperzije moze do¢i do razdvajanja faza, Sto podrazumeva da se
formiraju zone u kojima se nalazi veca koncentracija aktivne supstance (zone bogate aktivnom
supstancom) 1 zone u kojima se nalazi ve¢a koncentracija nosaca (zone bogate nosacem). Zone
bogate aktivnom supstancom su podloznije rekristalizaciji, jer zbog manjeg udela nosaca ne dolazi
do izrazaja njegov inhibitorni efekat na rekristalizaciju 1 stabilizaciju aktivne supstance (Malkawi i
sar., 2022). Povecana izlozenost vlaznosti tokom skladistenja ¢vrstih disperzija moze povecati rizik
od razdvajanja faza. Kristalni oblik aktivne supstance poseduje bolju fizickohemijsku stabilnost u
poredenju sa amorfnim oblikom. Nasuprot tome, amorfni oblik poseduje vecu molekularnu
mobilnost i drugacija termodinamicka svojstva, kao sto su veca entalpija i slobodna energija
sistema, §to poboljSava rastvorljivost i bioraspolozivost, ali su uzrok fizicke nestabilnosti i njegove
teznje da prede u stabilniji kristalni oblik. Energija aktivacije (E.) je energija koja je potrebna da bi
doslo do rekristalizacije aktivne supstance, i zbog toga Sto je ona mnogo veca kod ¢vrstih disperzija
u poredenju sa amorfnom aktivhom supstancom, ¢vrste disperzije imaju vecu stabilnost (slika 1.3).
Ova energija zavisi od razlike slobodne energije izmedu amorfnog 1 kristalnog oblika aktivne
supstance 1 nastalih medumolekulskih interakcija. U Cvrstim disperzijama se smanjuje hemijski
potencijal aktivne supstance 1 priblizava se hemijskom potencijalu kristalnog oblika, §to doprinosi
stabilnosti ¢vrstih disperzija (slika 1.3).
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Slika 1.3. Shematski prikaz energije amorfnog oblika aktivne supstance, kristalnog oblika aktivne
supstance i amorfne cvrste disperzije (preuzeto i prilagodeno iz Luo i sar., 2021)

1.1.1. Nosaci za izradu/proizvodnju ¢vrstih disperzija

Nosaci za izradu/proizvodnju cvrstih disperzija se biraju na osnovu fizickohemijskih osobina
aktivne supstance, planiranog postupka izrade/proizvodnje, kao i ciljnih osobina ¢vrstih disperzija.
Nosaci, osim $to omogucavaju nastanak ¢vrstih disperzija, mogu imati razlicite funkcije, kao $to su
poboljSanje kvasenja aktivne supstance, smanjenje veli¢ine Cestica, spreCavanje rekristalizacije
aktivne supstance, poboljSanje brzine rastvaranja i poboljSanje fizicke stabilnosti omogucavanjem
meSanja aktivne supstance i nosata na molekulskom nivou i formiranjem medumolekulskih
interakcija (Chavan 1 sar, 2019; Pandi 1 sar., 2020; Zhang 1 sar., 2023). Odabrani nosa¢ mora biti 1
bezbedan za upotrebu (engl. Generally Regarded As Safe, skr. GRAS), ali 1 primenjen u formulaciji
u okviru dozvoljenih koncentracija (McKelvey 1 Kesisoglou, 2019). Izbor odgovaraju¢eg nosaca
kljuCan je za osiguravanje Zeljenih osobina ¢vrstih disperzija.

Postoje razlicite vrste nosaca, koji se mogu koristiti za dobijanje ¢vrstih disperzija (Alshehri 1 sar.,
2020; Bhujbal 1 sar., 2021):

e Kiseline: limunska, vinska, sukcinska, mle¢na kiselina

e Seceri i $e¢erni alkoholi: glukoza, laktoza, maltoza, galaktoza, manoza, dekstroza, sorbitol,
manitol, ksilitol

e Polimeri: makrogoli (polietilenglikoli; PEG), povidon (polivinilpirolidon; PVP), unakrsno
vezani povidon (krospovidon), polivinilpirolidon-vinilacetat koplimer (PVP/VA);
polietilenglikol-polivinilkaprolaktam-polivinilacetat ~ kalemljeni (graft)  kopolimer
(Soluplus®, BASF, Nemacka), derivati celuloze (hidroksipropilceluloza (HPC), hipromeloza
hidroksipropilmetilceluloza; HPMC), hipromeloza-ftalat (HPMCP), hipromeloza-
acetatsukcinat (HPMCAS)), derivati poliakrilne i polimetakrilne kiseline (Eudragit®-i,
Evonic Health Care, Nemacka)

e Povrsinski aktivne materije: poloksameri, polioksietilen sukcinat, sorbitanski estri (Span®-
ovi, Croda International Plc, Velika Britanija), polisorbati (Tween®-ovi, Croda International
Plc, Velika Britanija), lauroil makrogol-32 gliceridi (Gelucire® 44/14, Gattefossé,
Francuska), natrijum-laurilsulfat (SLS)
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e Ostalo: urea, gume (tragakanta, arapska guma, guar guma), hidroksialkil-ksanteni,
dikalcijum-fosfat, silicijum-dioksid

Polimeri su danas najcesce koris¢eni nosaci u ¢vrstim disperzijama. Izabrani polimer bi trebao da
obezbedi homogeno dispergovanje 1 stabilizaciju amorfne aktivne supstance u ¢vrstoj disperziji, da
poboljsa rastvorljivost i brzinu rastvaranju i bioraspolozivost aktivne supstance. Takode, polimer
treba da spreci rekristalizaciju aktivne supstance tokom izrade/proizvodnje i roka upotrebe (Pandi i
sar., 2020; Zhang i sar., 2023).

Prilikom izrade ¢vrstih disperzija dolazi do uklapanja aktivne supstance unutar komplikovane
trodimenzionalne mreze proteinskih lanaca, njenog vezivanja razli¢itim medumolekulskih vezama i
smanjenja molekulske mobilnosti (Budiman 1 sar., 2023). Kao rezultat toga, kristalni oblik aktivne
supstance prelazi u amorfni, a polimerni lanci deluju kao inhibitori kristalizacije, omogucéavajuci
ocuvanje amorfnog oblika aktivne supstance unutar ¢vrste disperzije. Amorfni oblik je zbog svojih
termodinamickih osobina manje stabilan, ima vecu slobodnu energiju i tezi da prede u stabilniji
kristalni oblik (slika 1.3). Rekristalizacija amorfnog oblika aktivne supstance je proces koji se
sastoji iz dve faze, faze nukleacije i faze rasta kristala (Baghel i sar., 2016). Da bi doslo do
nukleacije, mora se posti¢i odredena energija aktivacije (Ea) koja mora nadvladati medupovrsinski
napon izmedu Cestica. Polimeri u ¢vrstim disperzijama smanjuju medupovrsSinski napon tako $to
formiraju medumolekulske interakcije Sto inhibira nukleaciju i rast kristala. Polimeri treba da sprece
rekristalizaciju aktivne supstance kako u ¢vrstom stanju, tako i prilikom rastvaranja, kada nastaju
zone sa prezasi¢enim rastvorom aktivne supstance, koji tezi rekristalizaciji (Baghel i sar., 2016).
Polimeri u ¢vrstim disperzijama povecavaju i viskozitet sistema prilikom rastvaranja $§to smanjuje
kretanje molekula aktivne supstance i na taj nacin sprecava rast kristala. Mosquera-Giraldo 1 sar.
(2018) su istrazivali uticaj pet razlicitih polimera derivata celuloze (sa kratkim bo¢nim lancima,
duzim boc¢nim lancima, razgranatim i nerazgranatim bo¢nim lanacima, karboksilnom ili alkoholnom
grupom na kraju lanca) na inhibiciju rekristalizacije devet aktivnih supstanci (ritonavir, nifedipin,
celekoksib, atazanavir, nevirapin, ezetimib, telaprevir, grizeofulvin i1 danazol) u cvrstim
disperzijama. Najefikasniji u sprecavanju rekristalizacije aktivne supstance bili su derivati celuloze
sa kratkim bo¢nim lancem i jednom karboksilnom grupom na kraju lanca, dok su polimeri sa duzim
boc¢nim lancem 1 dve karboksilne grupe na kraju lanca bili manje efikasni. Baghel i sar. (2018) su
pokazali da hidrofobne interakcije izmedu aktivne supstance i1 polimera mogu inhibirati
kristalizaciju nimodina. U ovoj studiji su kao polimeri u ¢vrstim disperzijama koriS¢eni poliakrilna
kiselina 1 povidon. Mnogo jace interakacije 1 inhibicija kristalizacije nimodina su detektovane kod
¢vrstih disperzija koje su sadrzavale poliakrilnu kiselinu.

Moze se zakljuciti da je mehanizam kojim se postiZze inhibicija rekristalizacije aktivne supstance
nastanak medumolekulskih interakcija izmedu aktivne supstance i polimera, kao Sto su van der
Valsove interakcije, jonske veze, vodonicne veze, elektrostatiCke interakcije 1 hidrofobne
interakcije. Ove interkacije sprecavaju mobilnost molekula aktivne supstance i na taj nacin
stabilizuju amorfni oblik aktivne supstance unutar Cvrste disperzije sprecavajuéi njegovu
rekristalizaciju (Bookwala i sar., 2022; Budiman i sar., 2023; Lalge i sar., 2023; Shi i sar., 2022).

Smatra se da su povoljne fizickohemijske osobine polimera za inhibiranje kristalizacije srednji
stepen hidrofobnosti/hidrofilnosti 1 velika amfifilnost, uz prisustvo dovoljnog broja jonizovanih
grupa (Iyer 1 sar., 2021). Stepen hidrofobnosti/hidrofilnosti polimera uti¢e i na brzinu rastvaranja
aktivne supstance iz ¢vrstih disperzija. Li 1 sar. (2013) su istrazivali uticaj polimera (HPMCAS 1
PVP) na brzinu rastvaranja kvercetina. Pokazano je da HPMCAS, kao polimer sa niskom
hidrofilnos¢u, dovodi do sporijeg i nekompletnog rastvaranja kvercetina iz Cvrste disperzije, u
poredenju sa ¢vrstom disperzijom sa PVP, kao hidrofilnijim polimerom.

Velika molekulska masa polimera moZe uzrokovati sporo oslobadanje aktivne supstance iz ¢vrste
disperzije, zbog velikog viskoziteta difuzionog sloja, koji nastaje u kontaktu polimera sa
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medijumom (Browne i sar., 2020). Sporije oslobadanje moze biti pozitivho sa apekta stabilnosti
¢vrstih disperzija i spreCavanja rekristalizacije aktivne supstance jer ne dolazi do nastanka
prezasi¢enog rastvora aktivnom supstancom koje moze biti inicijator nukleacije i rasta kristala (Sun
i Lee, 2015). U isto vreme, stvaranje i odrzavanje stanja prezasi¢ena je vazan mehanizam kojim se
objasnjava povecanje bioloske raspolozivosti lekovitih supstanci primenom c¢vrstih disperzija.
Termodinamicki 1 kineticki pristupi za odrzavanje prezasic¢enja se ¢esto oznacavaju u literaturi kao
fenomen opruge i padobrana (,,spring and parachute®).

Anti-plastifikacija se, sa termodinamicke tacke gledista, moze objasniti kao poveéanje temperature
staklastog prelaza (Tg) ¢vrstih disperzija, ¢ime se povecava energija aktivacije ¢vrste disperzije, $to
sprecava rekristalizaciju aktivne supstance i dolazi do njenog stabiliziranja. MeSanjem aktivne
supstance 1 polimera razlicitih Ty na molekulskom nivou (na primer, aktivna supstanca sa niskom
vrednoS¢éu T, 1 polimer sa visokom vrednos¢u Tg) ¢e dovesti do nastanka Cvrste disperzije sa
vrednoS¢u Ty koja je izmedu vrednosti T, pojedinacnih supstanci (Iyer 1 sar., 2021). Zbog toga je
odabir polimera koji ima visoku Ty vazan za stabilnost ¢vrstih disperzija jer ¢e osigurati visu Tg
¢vrstih disperzija, smanjiti mobilnost molekula 1 spreciti rekristalizaciju aktivne supstance (Baghel i
sar., 2016).

Kako je ranije navedeno, naj¢es¢i polimeri za izradu/proizvodnju ¢vrstih disperzija su: makrogoli,
povidon, unakrsno vezani povidon (krospovidon), polivinilpiroliodon-vinilacetat koplimer;
polietilenglikol-polivinilkaprolaktam-polivinilacetat kalemljeni (graft) kopolimer (Soluplus®,
BASF, Nemacka), derivati celuloze (hidroksipropilceluloza, hipromeloza, hipromeloza-ftalat,
hipromeloza-acetatsukcinat), (derivati poliakrilne i polimetakrilne kiseline (Eudragit®-i, Evonic
Health Care, Nemacka).

Makrogoli su semi-kristalni polimeri sa kristalnim i amorfnim segmentima. Mogu biti razlicitih
molekulskih masa (200-300000 g/mol), Sto uti¢e na njihove fiziCkohemijske osobine. Imaju nisku
tacku topljenja (oko 55-68 °C) i niske Ty, koje zavise od molekulske mase. Dobro se rastvaraju u
vecini organskih rastvaraca. lako se koriste za izradu ¢vrstih disperzija, najvec¢i problem je fizicka
nestabilnost ¢vrstih disperzija izradenih sa ovim polimerima, $to ograni¢ava njihovu vecu primenu.
Jedan od moguc¢ih razloga manje stabilnosti ¢vrstih disperzija sa makrogolima je niska Ty polimera.
Makrogoli ponaSaju kao plastifikatori, pa dobijene Cvrste disperzije mogu imati strukturu sli¢nu
vosku, §to moze stvarati poteskoce tokom izrade ¢vrstih disperzija (Nair i sar., 2020).

Povidon (PVP) je sintetski, hidrofilni, amorfni polimer sa proseénom molekulskom masom od
10000 do 120000. KarakteriSe ga K-broj, koji je uobi¢ajeno deo zasticenog imena polimera, a zavisi
od molekulske mase, stepena polimerizacije 1 viskoziteta vodenog rastvora (Nair i sar., 2020).
Povidon je veoma higroskopan praSak. Lako je rastvorljiv u kiselinama, hloroformu, etanolu 95%
(v/v), ketonima, metanolu i vodi. Zbog visoke Tg ne preporucuje se izrada Cvrstih disperzija
metodom topljenja. Zbog dobre rastvorljivosti u veéini organskih rastvaraca, pogodan je za izradu
¢vrstih disperzija metodom rastvaranja. Povidon u ¢vrstim disperzijama poboljSava rastvorljivost i
brzinu rastvaranja slabo rastvorljive aktivne supstance (Zhang i sar., 2023). Ispitivanja ¢vrstih
disperzija silimarina sa PVP K-17 su pokazala da dolazi do zna¢ajnog povecanja brzine rastvaranja
1 bioraspolozivosti navedene aktivne supstance (Yang 1 sar.,, 2015). Smatra se da su
medumolekulske interakcije, najces¢e vodonicne veze, odgovorne za stabilnost ¢vrstih disperzija sa
PVP, a da visoka T; dodatno stabilizuje ¢vrstu disperziju. Kothari 1 sar. (2015) su pokazali da
vodoni¢ne veze izmedu nifedipina i PVP stabiliSu ¢vrstu disperziju smanjenjem molekulske
mobilnosti 1 spreCavanjem rekristalizacije aktivne supstance. Mohapatra 1 sar. (2017) su pokazali da
se s povecanjem molekulske mase PVP smanjuje molekulska mobilnost indometacina i povecava
inhibitorni efekat na rekristalizaciju aktivne supstance. Medutim, Pacult i sar. (2018) navode da sa
povecanjem molekulske mase PVP (koris¢eni su K-10, K-30 i K-90) dolazi do smanjenja inhibicije
rekristalizacije bikalutamida. Na osnovu navedenih podataka se moze zakljuciti da na stabilizaciju
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¢vrstih disperzija sa PVP uti¢e vise faktora, a na osnovu molekulske mase polimera ne moze se
predvideti kakva ¢e biti stabilnost ¢vrstih disperzija. Takode, velika molekulska masa PVP moze da
smanji brzinu rastvaranja aktivne supstance iz ¢vrstih disperzija, jer se povecava viskozitet i1 stepen
bubrenje polimera, §to sprecava difuziju molekula aktivne supstance u rastvor (Nair 1 sar., 2020).

Polivinilpirolidon-vinilacetat koplimer (kopovidon) (PVP/VA) je sintetski kopolimer nastao
polimerizacijom vinil-pirolidona i vinil-acetata (Sheskey, 2017). Ima znacajne prednosti u odnosu
na PVP, jer je manje higroskopan, ima Tg oko 100 °C 1 stabilan je na temperaturama do 230°C.
Rastvorljiv je u vecini organskih rastvaraca, pa je pogodan za izradu Cvrstih disperzija metodama
topljenja i rastvaranja (Zhang i sar., 2023). Smatra se da je glavni mehanizam za poboljSanje brzine
rastvaranja aktivnih supstanci iz c¢vrstih disperzija sa PVP/VA postizanje molekulskog
dispergovanja amorfne aktivne supstance. Za stabilnost c¢vrstih disperzija odgovorne su
medumolekulske interakcije izmedu funkcionalnih grupa polimera i aktivne supstance. Visoka T,
kopovidona uti¢e na to da je i Ty nastale ¢vrste disperzije dovoljno velika da osigura dobru
stabilnost ¢vrstih disperzija. Primeri aktivnih supstanci sa niskom T, kao §to su klotrimazol (T 30
°C) 1 nifedipin (Tg 45 °C), su u ¢vrstim disperzijama sa kopovidonom pokazale prihvatljivu
stabilnost (Lamm i sar., 2012; Yang i sar., 2016).

Polietilenglikol-polivinilkaprolaktam-polivinilacetat kalemljeni (graft) kopolimer (Soluplus®,
BASF, Nemacka) je polimer velike molekulske mase (90000-140000 g/mol), relativno niske Tg (72
°C), stabilan na visokim temperaturama (do 250 °C). Manje je higroskopan od PVP i PVP/VA, s$to
pozitivno uti¢e na stabilnost ¢vrstih disperzija, posebno u uslovima visoke vlaznosti vazduha. S
obzirom da je amfifilna supstanca, ima sposobnost solubilizacije slabo rastvorljivih supstanci
(Alopaeus i sar., 2019; Tian i sar., 2018; Zhang i sar., 2017).

Derivati celuloze koji se koriste u izradi ¢vrstih disperzija su etri 1 estri celuloze, koji su lako ili
umereno rastvorljivi u vodi, kao §to su hidroksipropilceluloza (HPC), hipromeloza (HPMC),
hipromeloza-ftalat (HPMCP), hipromeloza-acetatsukcinat (HPMCAS).

Hidroksipropilceluloza (HPC) je nejonski polusintetski etar celuloze, razli¢ite duzine lanaca, sa
dobrim termoplasticnim osobinama, niskog viskoziteta kada je u otopljenom stanju (Bachmeier 1
sar., 2021). Zbog svojih osobina pogodan je za izradu Cvrstih disperzija metodom ekstruzije
topljenjem. Garcia-Rodriguez i sar. (2011) su pokazali da su ¢vrste disperzije mebendazola sa HPC
dovele do povecanja brzine rastvaranja aktivne supstance, u poredenju sa kristalnom aktivhom
supstancom. Takode, farmakodinamicke studije su pokazale poboljSanje antiparazitnog delovanja
kada je mebendazol primenjen u obliku ¢vrste disperzije, u poredenju sa aktivnom supstancom.

Hipromeloza (HPMC) je nejonski hidrofilni derivat celuloze koji se Cesto koristi za izradu ¢vrstih
disperzija. Kako ne postoji razlika izmedu Ty 1 temperature degradacije ovog polimera, kao i zbog
visokog viskoziteta kada se nalazi u otopljenom stanju, HPMC nije pogodan polimer za izradu
¢vrstih disperzija metodom ekstruzije topljenjem i uglavnom se koristi za izradu ¢vrstih disperzija
metodom rastvaranja i metodom suSenja rasprSivanjem (Nair 1 sar., 2020). Osnovni mehanizam
povecanja brzine rastvaranja aktivnih supstanci iz Cvrstih disperzija sa HPMC je formiranje
amorfnog oblika aktivne supstance, uz stabilizaciju ¢vrstih disperzija inhibiranjem rekristalizacije
aktivne supstance. Xie i sar. (2016) su pokazali da je u ¢vrstim disperzijama celekoksiba HPMC
imao inhibitorni efekat na precipitaciju 1 rast kristala. Zahvaljuju¢i visokoj T, Cvrste disperzije sa
HPMC su uglavnom stabilne na sobnoj temperaturi. Zbog toga Sto HPMC sadrzi i hidrofilne 1
lipofilne grupe u molekuli, ima dobru sposobnost meSanja sa velikim brojem aktivnih supstanci
(Chavan i sar., 2019).

Hipromeloza-acetatsukcinat (HPMCAS) predstavlja amorfni polimer koji je nastao esterifikacijom
HPMC. U zavisnosti od broja siréetnih grupa postoje tri tipa HPMCAS (L, M 1 H). HPMCAS ima
Tz od 120 °C 1 stabilan je na visokim temperaturama (do 270 °C), pa je polimer pogodan za izradu
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metodom ekstruzije topljenjem. Zbog rastvorljivosti u vecini organskih rastvaraca moze se koristiti
u izradi ¢vrstih disperzija metodom rastvaranja (Nair 1 sar., 2020). HPMCAS ima tendenciju za
gradenje jakih medumolekulskih interakcija, koje stabiliziraju ¢vrste disperzije i deluju inhibitorno
na rekristalizaciju aktivne supstance (Butreddy, 2022). HPMCAS pokazuje pH-zavisnu
rastvorljivost. Konno i Taylor (2008) su poredili uticaj vrste polimera (HPMC, HPMCAS i PVP) u
¢vrstim disperzijama na kristalizaciju i stabilnost felodipina. Kada su ¢vrste disperzije bile izloZzene
prisustvu vlage, inhibiciju rekristalizacije felodibina i prihvatljivu stabilnost su pokazale Cvrste
disperzije sa HPMC i HPMCAS. Bolja stabilnost je postignuta koriS¢enjem manje higroskopnih
polimera (HPMC, HPMCAS), u poredenju sa ¢vrstom disperzijom sa PVP.

Hipromeloza-ftalat (HPMCP) je polimer nastao modifikacijom HPMC 1 predstavlja ester ftalne
kiseline. Postoje dva tipa HPMCP (HP-55 1 HP-50), koja imaju razli¢itu rastvorljivost (Navnit 1 sar.,
2014). Nie i sar. (2015) su pokazali da ¢vrsta disperzija sa klofaziminom i HPMCP ima dobru
fizicku stabilnost, iako je udeo aktivne supstance ve¢i od 60%, zahvaljujuéi vezivanju jonskih
parova izmedu protona klofazimina i karboksilne grupe HPMCP. HPMCP takode pokazuju pH-
zavisnu rastvorljivost.

Poloksameri su polioksietilen-polioksipropilen triblok kopolimeri, koji imaju hidrofilne
polioksietilenske i hidrofobne polioksipropilenske segmenae. Lako su rastvorljvi u etanolu 95%
(v/v) 1 vodi. Imaju nisku tacku topljenja (oko 60 °C) i mogu imati osobine surfaktanata. Zbog svojih
osobina koriste se za izradu ¢vrstih disperzija metodom topljenja i rastvaranja. Niska tacka topljenja
moze predstavljati ogranicavajucéi faktor u proizvodnji. Kolasinac i sar. (2012) su pokazali da udeo
poloksamera u ¢vrstoj disperziji ima uticaj na rastvorljivost aktivne supstance. S povecanjem udela
poloksamera (188 1 407) dolazi do povecéanja rastvorljivosti i1 brzine rastvaranja loratadina iz ¢vrstih
disperzija. Polaksamer 407, koncentraciji od 15%, znacajno povecava bioraspolozivost resveratrola
iz ¢vrstih disperzija izradenih sa nosacem Soluplus®, u poredenju sa &vrstim disperzijama bez
navedenog poloksamera (Vasconcelos i sar., 2021).

Poliakrilna kiselina (PAA) je polimer akrilne kiseline. Ima veci broj karboksilnih grupa, koje mogu
formirati soli sa baznim aktivnim supstancama. Gui 1 sar. (2021) su izradili Cvrste disperzije
klofizamina sa PAA. Cvrsta dispezija sa udelom aktivne supstance od 75% je imala dobru stabilnost
u uslovima povisene temperature i vlage. Za razliku od ¢vrste disperzije sa PAA, aktivna supstanca
u &vrstoj disperziji sa PVP je pod istim uslovima rekristalisala za sedam dana. Cvrsta disperzija sa
PAA je pokazala i poboljSanje brzine rastvaranja klofizamina u poredenju sa kristalnom aktivnom
supstancom (Gui 1 sar., 2021).

Eudragit®-i su metakrilni kopolimeri, sa razli¢itim osobinama, u zavisnosti od supstituenta. Na
trzi$tu se nalazi veéi broj ovih polimera, razli¢iti naziva (na primer: Eudragit® E PO, Eudragit®
L100, Eudragit® S100, Eudragit® L100-55) i razli¢itih osobina. Siroko su koris¢eni ekscipijensi u
farmaceutskoj industriji kao acidorezistentne obloge, za maskiranje neprijatnog ukusa i mirisa, za
kontrolisano oslobadanje aktivne suptance i zastitu od vlage. Eudragit® E PO (aminometakrilat
kopolimer) je katjonski kopolimer koji je rastvorljiv pri pH vrednosti ispod 5,5 dok na visSim pH
vrednostima bubri (Navnit i1 sar.,, 2014). Kisele aktivne supstance mogu da formiraju snazne
interakcije sa Eudragit® E PO. Lubach i Hau (2018) su pokazali da je u &vrstoj disperziji doslo do
nastanka jonskog kompleksa izmedu indometacina i Eudragit® E PO. Frank i sar. (2022) su
istrazivali uticaj razli¢itih polimera (Eudragit® E PO, HPMCAS i PVP/VA) na mehanizam
oslobadanja aktivne supstance posakonazol iz Cvrste disperzije. Rezultati su pokazali da je
Eudragit® E PO obezbedio brzo oslobadanje pri niskim pH vrednostima, zahvaljujuéi dobroj
rastvorljivosti polimera u uslovima kiselog pH. Ovo je omogucilo novi pristup poboljSanja
bioraspolozivosti kiselih aktivnih supstanci, uz koriS¢ene baznih polimera kao stabilizatora u
¢vrstim disperzijama. In vivo rezultati primene &vrste disperzije kukurmina sa Eudragit® E PO su
potvrdili povecanje bioraspolozivosti 20 puta u poredenju sa Cistim kukurminom (Kumar 1 sar.,
2016). Eudragit® L100 je anionski kopolimer koji se sastoji od metakrilne kiseline i metil-
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metakrilata. Nalazi se u joniziranom stanju pri pH iznad 6 1 koristi se kao acidorezistentna obloga.
Wendelboe i sar. (2017) su pokazali da je Gvrsta disperzija celekoksiba i Eudragit® L1100
(metakrilna kiselina — metilmetakrilat kopolimer (1:1)) omoguéila bolje oslobadanje aktivne
supstance pri pH 7,4 u poredenju sa amorfnim i kristalnim oblikom celekoksiba. Maniruzzaman 1
sar. (2013) su prikazali rezultate svog rada u kojem su ¢vrste disperzije propranolol-hidrohlorida i
difenilhidramin-hidrohlorida sa Eudragit® L100-55 (metakrilna kiselina — etilmetakrilat kopolimer
(1:1)) pokazale dobru stabilnost zahvaljuju¢i jonskim interkacijama izmedu aktivnih supstanci i
polimera.

Seceri (monosaharidi - glukoza, fruktoza, galaktoza; disaharidi - saharoza, maltoza, laktoza) i
Secerni alkoholi (manitol, ksilitol, eritritol, maltitol) imaju kristalnu strukturu i mogu se koristiti kao
nosadi u &vrstim disperzijama. Cvrste disperzije izradene sa ovim nosatima pripadaju prvoj
generaciji Cvrstih disperzija i uglavnom predstavljaju disperzije kristalne aktivne supstance u
kristalnom nosacu (Poka 1 sar., 2023). Imaju dobru rastvorljivost u vodi i1 spadaju u bezbedne 1
netoksi¢ne nosale. Seceri imaju lo$u rastvorljivost u veéini organskih rastvara¢a i zbog toga se
ceS¢e koriste metode topljenja za izradu Cvrstih dsiperzija sa ovim nosa¢ima. Mehanizam
poboljSanja brzine rastvaranja se zasniva na smanjenju veli¢ine Cestica aktivne supstance i
povecanju kvaSenja aktivne supstance zahvaljujuéi polarnim grupama Secera i Secernih alkohola
(Saharan 1 sar., 2009). Upotrebom Secera mogu nastati ¢vrste disperzije veée poroznosti, Sto takode
olaksava kvaSenje aktivne supstance u kontaktu s medijumom (Allahham 1 sar., 2007). Nedostaci
SeCera kao nosaca su njihovo nedovoljno meSanje sa aktivhom supstancom na poviSenim
temperaturama, kao 1 njihova higroskopnost, §to moze biti uzrok nestabilnosti ¢vrste disperzije. Kod
termolabilnih supstanci moguce je izraditi ¢vrste disperzije i metodom rastvaranja. U ¢vrstim
disperzijama izradenim metodom rastvaranja, za razliku od metode topljenja, ¢eS¢e su detektovane
medumolekulske interakcije koje se smatraju odgovornim za stabilizaciju ovih ¢vrstih disperzija
(Budiman 1 sar., 2022). Polihidroksilni alkoholi su stabilni na poviSenoj temperaturi, na enzimsku 1
hemijsku razgradnju i mogli bi biti bolji izbor za nosace od Secera (Poka i sar., 2023).

Gume, kao $to su ksanatan guma 1 guar guma, mogu poboljSati rastvorljivost aktivnih supstanci
kada se koriste kao nosaci u ¢vrstim disperzijama (Aleti i sar., 2011). Gume su interesantne kao
nosaci zbog prirodnog porekla, netoksinosti, lake dostupnosti 1 ekonomicnosti. Zbog efekta
bubrenja i nastanka viskoznog sloja oko Cestica aktivne supstance, brzina rastvaranja kod ovih
¢vrstih disperzija moZe biti 1 smanjena ili usporena. Modifikacijom gume zagrevanjem na odredenu
temperaturu se moze smanjiti njen viskozitet, bez smanjenja sposobnosti bubrenja. Na ovaj nacin se
spreava uticaj gume na brzinu rastvaranja (Patel i sar., 2008). Cvrsta disperzija sa modifikovanom
guar gumom je pokazala zadovoljavajue poboljSanje rastvorljivosti, brzine rastvaranja i
bioraspolozivosti likofenola (Shah 1 sar., 2010).

Urea je jedan od prvih nosaca koji su koris¢eni u ¢vrstim disperzijama. To je kristalni hidrofilni
nosa¢ sa tackom topljenja od 132 — 135°C i dobrom rastvorljivos¢u u vodi, ali ograni¢enom
rastvorljivo$¢u u vecini organskih rastvaraca, $to ogranicava njenu upotrebu metodom rastvaranja.
Nedostak uree je higroskopnost, Sto moZe uzrokovati nestabilnost ¢vrstih disperzija. Razgraduje se
na visokoj temperaturi, pa nije pogodan nosa¢ za metodu ekstruzije topljenjem. Ima gorak ukus, pa
postoji potreba za maskiranjem ukusa kod ¢vrstih disperzija izradenih sa ovim nosac¢em (Mennella 1
sar., 2014)

Kako je ranije navedeno, polimeri su danas najces¢i nosaci u ¢vrstim disperzijama. Prema podacima
iz 2024. godine, najceSc¢e koriS¢en polimer kao nosa¢ u Cvrstim disperzijama koje se nalaze u
lekovima sa dozvolom za lek je kopovidon (PVP/VA), koji se nalazi se u 18 lekova (47,8%), a
nakon toga sledi HPMCAS, koji se nalazi u 11 lekova (29,7%). Na tre¢cem mestu je HPMC (8,1%)
(Moseson i sar., 2024). Ostali nosaci su znacajno manje zastupljeni (slika 1.4.).
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Slika 1.4. Najcesce koriscéeni polimeri u cvrstim disperzijama koje se nalaze u lekovima sa
dozvolom za lek (preuzeto i prilagodeno od Moseson i sar., 2024)

1.1.2. Metode izrade/proizvodnje ¢vrstih disperzija

Konvencionalne metode za izradu Cvrstih disperzija su metode rastvaranja, metode topljenja i
kombinacija ovih metoda (Alshehri i sar., 2020; Bhujbal i sar., 2021; Krsti¢ i sar., 2020; Moseson i
sar., 2024). Danas postoje i savremenije metode za dobijanje ¢vrstih disperzija, o ¢emu ¢e biti vise
reci u nastavku.

U osnovi, svaka metoda izrade ¢vrstih disperzija ima sledeca tri koraka:

e prevodenje aktivne supstance i polimera iz c¢vrstog u te¢no stanje, topljenjem ili
rastvaranjem;

e meSanje tecne/otopljenje smeSe aktivne supstance 1 nosaca;

e prevodenje tecne/otopljene smeSe u Cvrsto stanje, procesima hladenja ili uklanjanja
rastvaraca.

Izbor metode izrade/proizvodnje znaajno uti¢e na fizickohemijske 1 farmaceutsko-tehnoloske
osobine ¢vrstih disperzija (Wilke 1 sar., 2024; Yun 1 sar., 2024). Zajednicki izazov kod svih metoda
jeste postizanje homogene smeSe nosaca i aktivne supstance i spre¢avanje razdvajanja faza nakon
izrade ¢vrste disperzije (Haser 1 Zhang, 2018). Bez obzira na metodu izrade, kod disperzija se moze
javiti delimi¢no ili potpuno razdvajanje faza. Razdvajanje faza se moZe smanjiti obezbedivanjem
niske molekularne mobilnosti aktivne supstance i nosaca u toku izrade, npr. brzim hladenjem ili
zadrZavanjem smeSe na povisenoj temperaturi, ¢ime se obezbeduje homogenost $to je duze moguce.

Metoda topljenja je prva koriS¢ena metoda za izradu Cvrstih disperzija. Kod metode topljenja
aktivna supstanca se topi zajedno sa nosaem, a zatim se otopljena smeSa hladi da ocvrsne,
usitnjava 1 prosejava (Bhujbal 1 sar., 2021). Budu¢i da se smeSa aktivne supstance i polimera
zagreva moze do¢i do degradacije aktivne supstance i/ili nosaca, te ova metoda nije pogodna za
termolabilne aktivne supstance sa visokom tackom topljenja (Moseson i1 Taylor, 2018). Kako bi se
ovaj problem prevaziSao, sve CeSce se za supstance sa visokom tackom topljenja koristi metoda
dispergovanja aktivne supstance u otopljenom nosacu. Takode, ogranicen je i broj polimera koji se
mogu koristiti u metodi topljenja, a najces¢e se koriste polimeri sa niskim tackama topljenja
(makrogoli, kopovidon, poloksameri, estri celuloze, derivati polimetakrilata 1 dr.) (Bhjubal 1 sar.,
2021). Navedeni polimeri se mogu koristiti samostalno ili u kombinaciji sa drugim polimerima.
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Ogranicavaju¢i faktor ove metode je moguénost razdvajanja faza zbog ograni¢enog mesanja aktivne
supstance 1 polimera u otopljenom stanju. Ovo razdvajanje faza moze dovesti do nastanka
nehomogenih ¢vrstih disperzija smanjene stabilnosti usled rekristalizacije aktivne supstance. Kako
bi se poboljsalo meSanje, smanjila temperature topljenja i viskozitet nastale otopljene smeSe mogu
se koristiti plastifikatori (Patil 1 sar., 2016), najceSCe triacetin, estri limunske kiseline i
polietilenglikoli niske molekulske mase. Brzina 1 nacin hladenja otopljene smeSe utice na osobine
nastale ¢vrste disperzije (Pandi i sar., 2020).

Prednost ove metode je Sto se ne koriste organski rastvaraci. Izbegavanje koriS¢enja organskih
rastvaraca je neophodno, jer su mnogi od njih toksi¢ni za ljude, povecavaju rizik od zagadenja
zivotne sredine, zahtevaju slozenu i1 skupu opremu za skladiStenje, koriS¢enje i uklanjanje, a
prisustvo rezidua organskih rastvaraca u finalnom proizvodu moze ugroziti kvalitet leka i uticati na
zdravlje pacijenata, Sto zahteva dodatna ispitivanja i poStovanje strogih regulatornih zahteva (Zhang
isar., 2023).

Metoda ekstruzija topljenjem (engl. hot-melt extrusion method, skr. HME) je savremenija verzija
metode topljenja, koja sve vise dobija na znacaju zbog niza prednosti. Jednostavna je za primenu i u
industrijskim uslovima, jer se sastoji od manjeg broja faza i nema potrebe za suSenjem cvrstih
disperzija. U toku procesa ekstruzije topljenjem, smeSa aktivne supstance i nosaca se topi ili
razmekSava pod uticajem poviSene temperature 1 pritiska u ekstruderu. Otopljena aktivna supstanca
i polimer se homogeno mesaju, a zatim ekstrudiraju u granule, pelete, eskrudat ili prasak, koji se
kasnije mogu nakon odgovaraju¢e obrade komprimovati u tablete (Patil i sar., 2016). Ova metoda
zahteva potpuno mesanje aktivne supstance i polimera u otopljenom stanju. Aktivna supstanca i
polimer se izlazu poviSenoj temperaturi kratak vremenski period, Sto je pogodno za termolabilne
supstance. Takode, prednost ove metode je smanjena mogucnost rekristalizacije aktivne supstance,
zbog velikog viskoziteta otopljenog polimera, zbog cega je smanjena mobilnost molekula (Iyer 1
sar, 2021). Ukoliko je potrebno izraditi ¢vrstu disperziju na temperaturi ispod tacke topljenja
aktivne supstance, potrebno je da se aktivna supstanca rastvara u otopljenom polimeru. Ako polimer
ima visoku Ty, dodatkom plastifikatora omogucava se odvijanje procesa pri niZim temperaturama.
Iako olakSavaju proces esktruzije, plastifikatori mogu biti 1 uzrok nestabilnosti ¢vrstih disperzija, jer
se povecava mobilnost molekula unutar kristalne reSetke, Sto moze dovesti do rekristalizacije
aktivne supstance. Ova metoda omogucava i1 kontinuiranu proizvodnju, Sto je pogodno za
proizvodnju velikih proizodnih serija. Prvi lek sa dozvolom, koji sadrzi ¢vrstu disperziju izradenu
ovom metodom su tablete Kaletra® (AbbVie). Cvrsta disperzija sadrzi kombinaciju aktivnih
supstanci lopinavir 1 ritonavir i kopovidon (PVP/VA) kao nosa¢. Danas je to jedna od najcesce
koriS¢enih metoda u farmaceutskoj industriji za proizvodnju ¢vrstih disperzija.

KinetiSol® (DisperSol Technologies LLC, SAD) je novija metoda koja omogucava dobijanje
¢vrstih disperzija sa aktivnim supstancama koje imaju visoke tacke topljenja (iznad 200 °C), a ne
mogu se rastvarati u organskim rastvaracima i nisu pogodne sa izradu ¢vrstih disperzija metodom
ekstruzije topljenjem (Budiman i sar., 2023). Kod ove metode se toplota ne uvodi u sistem spolja,
nego se zahvaljujuéi velikoj brzini rotiranja elemenata (> 1000 rpm) unutar KinetiSol® cilindri¢ne
komore, uz pomo¢ sila trenja i smicanja, omogucava nastanak toplote koja dovodi do topljenja
aktivne supstance i nosaca (Bhujbal 1 sar., 2021). Kada se dostigne Zeljena temperatura, nastala
otopljena smesa se brzo prazni iz komore u zonu hladenja. Zagrejana masa se hladi i formira se
ravni disk, koji se u nastavku procesa melje do zeljene veli¢ine Cestica (slika 1.5). Prednost ove
tehnike je znatno krac¢e vreme izlaganja supstanci poviSenoj temperaturi, u odnosu na tradicionalnu
metodu topljenja 1 ekstruziju topljenjem, Sto sprecava degradaciju aktivne supstance (Budiman i
sar., 2023). Ceo proces traje manje od 20 s, a supstance su izloZene poviSenim temperaturama
manje od 5 s (LaFountaine i sar., 2016). KinetiSol® metoda omogu¢ava dobijanje ¢vrstih disperzija
bez dodatka plastifikatora. Cak i viskozni polimeri, kao §to su povidon K30, povidon K90 i HPMC
K15M se mogu se koristiti bez dodatka plastifikatora. Jo§ jedna prednost ove metode je, za razliku
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od drugih metoda topljenja, Sto se mogu dobiti ¢vrste disperzije sa visokim udelom aktivne
supstance (Ellenberger i sar, 2018). Cvrste disperzije dobijene na ovaj nadin su pokazale visok
stepen homogenosti 1 stabilnosti (Tan i sar., 2020). Za razliku od ¢vrstih disperzija izradenih
konvencionalnom metodom topljenja na 180 °C, kod hidrokortizon-HPMC 1 hidrokrotizon-
PVP/VA ¢&vrstih disperzija izradenih metodom Kinetisol® na temperaturi od 160 °C u trajanju
manjem od 30 s ne dolazi do smanjenja sadrzaja aktivne supstance, jer ne dolazi do njene
degradacije (Dinunzio i sar., 2010). Cvrsta disperzija grizeofulvina izradena ovom metodom nije
pokazala znakove rekristalizacije aktivne supstance tokom 6 meseci skladiStenja u uslovima
temperature od 40°C i relativne vlaznosti od 43% RH (Hughey i sar., 2012).

Pracenje temperature
u realnom vremenu
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Slika 1.5. Shematski prikaz Kinetisol® metode izrade cvrstih disperzija (preuzeto i prilagodeno iz
Tambe i sar., 2022)

Kod metode rastvaranja aktivna supstanca i1 polimer se rastvaraju u pogodnom, najcesSce
organskom rastvaracu, koji se zatim uklanja primenom odgovarajuce tehnike. NajceSc¢e koriS¢eni
rastvaraCi za izradu Cvrstih disperzija metodom rastvaranja su voda, etanol, metanol, aceton,
izopropanol, dihlormetan (Bhujbal i sar., 2021). Za kvalitet dobijene ¢vrste disperzije su vazni izbor
rastvaraca, brzina i temperatura uklanjanja rastvaraca. Kod izbora rastvaraca neophodno je da se 1
nosa¢ 1 aktivna supstanca rastvaraju u odabranom rastvaracu, jer je Cesto aktivna supstanca
hidrofobna, dok su nosaci naj¢esce hidrofilni. Uklanjanje rastvara¢a moze biti izazovno, jer suSenje
na povisenoj temperaturi moze povecati mobilnost molekula, §to moZe dovesti do razdvajanja faza
(Budiman 1 sar, 2023). Ova metoda se Cesto koristi za dobijanje malih serija ¢vrstih disperzija, u
slu¢aju termolabilnih aktivnih supstanci i supstanci koje imaju visoke tacke topljenja. Problemi koji
se mogu javiti kod metode rastvaranja su nemogucénost rastvaranja aktivne supstance i nosaca u
istom rastvaracu, rekristalizacija aktivne supstance 1 rizik od naruSavanja homogenosti nastalih
¢vrstih disperzija zbog nepotpunog uklanjanja rastvaraca (Iyer i sar., 2021). Nedostatak metode
rastvaranja je 1 koriS¢enje velikih koli¢ina organskih rastvaraca, za ¢ije uklanjanje je potrebna
posebna oprema, Sto zajedno poskupljuje proces izrade (Malkawi i sar., 2022). Takode, kako je ve¢
navedeno, postoji rizik od prisustva reziuda organskih rastvaraca u finalnom proizvodu, $to moze
predstavljati zdravstveni problem za pacijente i potencijalno zagadenje zivotne okoline. U
zavisnosti od osobina aktivne supstance ponekad je moguce smanjiti udeo organskog rastvaraca ili
smese rastvaraca tako $to se jedan deo organskog rastvaraca zameni vodom. MeSanje rastvaraca sa
delom vode je dobar pristup 1 kada se Zeli poboljsati rastvorljivost polimera u rastvara¢u (Bhjubal 1
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sar, 2021). Zbog svega navedenog, potrebno je prilikom izbora rastvaraca postovati zahteve ICH
smernice Q3C (R6) (2019), koja navodi dozvoljene vrednosti ostataka rastvaraca u finalnom
proizvodu. Vrlo Cesto se mora koristi i dodatno (sekundarno) susenje, da bi izradena Cvrsta
disperzija imala Sto manje ostataka rastvaraca (Shepard 1 sar., 2020). Danas se, iz bezbedonosnih
razloga, sve viSe kao rastvaraCi koriste superkriti¢ni fluidi. PaZnja se mora posvetiti i uslovima
uklanjanja rastvaraca, jer male razlike u uslovima uklanjanja rastvaraca mogu dovesti do velikih
promena u fizickohemijskim osobinama ¢vrstih disperzija (Maniruzzaman i sar., 2012). Visok
viskozitet rastvora aktivne supstance i polimera moze dovesti do lepljenja Cvrstih disperzija na
delove opreme na kojoj se vrsi uklanjanje rastvaraca, ¢ime ¢e se smanjiti prinos. Postoje razlicite
tehnike za uklanjanje rastvaraca, od kojih su mnoge ujedno i metode za dobijajenje Cvrstih
disperzija, kao $to su izlaganje poviSenoj temperaturi, koriSéenje rotavapora, susenje rasprsivanjem,
koris¢enje superkriticnih fluida, liofilizacija, koprecipitacija (Bhjubal i sar., 2021).

Uklanjanje rastvarac¢a pomocu rotirajueg evaporatora se najc¢esce koristi u laboratoriji, za male
serije. Uklanjanje organskog rastvarace se vrSi u vakuumu, na blago povisenoj temperaturi i
pogodno je za aktivne supstance i nosace koji ne treba da se izlazu visokim temperaturama. Nakon
Sto se ukloni rastvarac, ¢vrste disperzije se melju i prosejavaju, a zatim ¢uvaju u vakum desikatoru
da se eliminiSu ostaci rastvaraca. Nedostatak ove metode je Sto uklanjanje rastvaraca dugo traje i Sto
moze dovesti do rekristalizacije aktivne supstance i razdvajanja faza (Borde i sar., 2021).

SuSenje rasprsivanjem je jedna od najcesée koris¢enih metoda u industrijskoj proizvodnji ¢vrstih
disperzija. Kod ove metode se u jednom koraku rastvor ili suspenzija aktivne supstance i nosaca
prevode u ¢vrsti oblik. Metoda omoguéava precizniju kontrolu procesa, §to dovodi do nastanka
¢vrstih disperzija odgovarajuce veli€ine Cestica, proto¢nosti i poroznosti. Zbog brzog susenja,
nastaju sitne Cestice, ujednacene veliCine, §to dovodi do poboljSanja brzine rastvaranja aktivne
supstance (Iyer i sar., 2021). PodeSavanjem procesa suSenja moguce je dobiti Cestice nanometarskih
i mikrometarskih veli¢ina. Nedostatak ove metode moze biti adhezija sitnih Cestica na delove
opreme ili gubitak sitnih Cestica iz komore, a samim tim 1 manji prinos. SuSenjem rasprSivanjem se
Cesto dobijaju Cvrste disperzije male gustine, Sto moze ograni€iti dalju formulaciju proizvoda u
obliku tableta ili kapsula. Ovaj problem se moze smanjiti dodatkom silicijum-dioksida, koji
povecava nasipnu gustinu 1 smanjuje adheziju Cestica (Tran 1 sar., 2019). Metoda suSenja
rasprSivanjem omogucava inkorporiranje vecih udela aktivne supstance u ¢vrste disperzije (i do
80%), u poredenju sa drugim metodama izrade (Lim 1 sar., 2017).

Tehnologija superkriti¢nih fluida je metoda za dobijanje Cvrstih disperzija, u kojoj se najcescée se
koristi superkriticni ugljen-dioksid, koji se moze koristiti kao rastvara¢ aktivne supstance 1
polimera, ali 1 kao antirastvara¢. Superkriti¢ni ugljen-dioksid je netoksi¢an, inertan i jeftin rastvarac.
Kada se superkriti¢ni ugljen-dioksid upotebljava kao rastvara¢, nosa¢ i aktivna supstanca se u
njemu rastvaraju, a zatim rasprSuju u komoru pod niskim pritiskom, pri ¢emu se ugljen-dioksid brzo
uklanja 1 formiraju se Cestice Cvrste disprzije. Postupak omogucava dobijanje sitnih Cestica ¢vrstih
disperzija (5-2000 nm) (Malkawi i sar., 2022). Kada se ugljen-dioksid koristi kao antirastvarac,
aktivna supstanca i1 polimer se rastvore u organskom rastvaraCu, a zatim se vr$i simultano
rasprSivanje rastvora i superkriticnog ugljen-dioksida u komoru uredaja. RasprSivanje dovodi do
ekstrahovanja rastvaraca superkritiénim fluidom, pri ¢emu dolazi do precipitacije Cestica Cvrste
disperzije. Prednost ove metode je Sto je ekoloski prihvatljiva jer u vecini slucajeva (izuzev kada se
superkriti¢ni ugljen-dioksid koristi kao antirastvarac) ne zahteva upotrebu organskih rastvaraca, a
male koli¢ine CO: koje zaostaju u CEvrstim disperzijama ne predstavljaju rizik za zdravlje.
Nedostatak ove metode je ogranicena rastvorljivost aktivnih supstanci i nosaca u superkriti¢nom
ugljen-dioksidu.

Tehnika liofilizacije podrazumeva rastvaranje aktivne supstance i nosaca u rastvaracu, a zatim

zamrzavanje (koriS¢enjem te¢nog azota ili elektricnih zamrzivaca, do - 80 °C). Nakon toga se

rastvara¢ uklanja sublimacijom, pri ¢emu nastaje Cvrsta disperzija. Prednost ove metode je $to
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obi¢no nastaju veoma porozne amorfne ¢vrste disperzije, koje imaju veliku specificnu povrsinu i
posledi¢no veliku brzinu rastvaranja (Bhujbal i sar., 2021). Metodu je moguce koristiti za dobijenje
¢vrstih disperzija sa aktivnim supstancama koje su termolabilne i higroskopne (Budiman 1 sar.,
2023). Koris¢enjem metode liofilizacije moguce je kontrolisati veli¢inu Cestica, krace je izlaganje
aktivne supstance velikim temperaturnim oscilacijama, veci je prinos, a moguce je koristiti razlicite
polimere. Medutim, treba voditi racuna da su dobijene Cestice ¢vrstih disperzija male gustine, velike
poroznosti, krte i lako lomljive, §to moze biti problem za njihovu dalju obradu (Fitriani i sar., 2018).

Oblaganje neutralnih granula ili peleta rastvorom aktivnih supstanci i hidrofilnih polimera
(engl. fluid bed coating technology) predstavlja metodu sli¢nu metodi susenja rasprSivanjem. Ova
metoda podrazumijeva rasprsivanje rastvora aktivne supstance i polimera na neutralne granule ili
pelete, pri ¢emu se nanoSenje rastvora 1 suSenje sprovodi istovremeno. Nakon isparavanja
rastvaraca, dobivaju se oblozene granule ili pelete odgovarajuée protocnosti i kompresibilnosti
pogodne za tabletiranje, oblaganje ili punjenje u kapsule (Iyer i sar., 2021). Ova metoda je
jednostavna, skra¢uje vreme izrade i poboljSava stabilnost ¢vrstih disperzija (Dereymaker i sar.,
2017). Moguce je dobiti ¢vrste disperzije sa trenutnim ili kontrolisanim oslobadanjem aktivne
supstance. Kontrolisano oslobadanje i bolja stabilnost se moze posti¢i i dodatnim oblaganjem
granula ili peleta ¢vrstih disperzija sa jo§ jednim slojem polimera. Dereymaker i sar. (2017) su
izradili ¢vrste disperzije nanoSenjem rastvora aktivne supstance (indometacin) i polimera (PVP) na
Seéerne granule, a zatim su izvrsili dodatno oblaganje rastvorom polimera Eudragit® RL kako bi se
postiglo kontrolisano oslobadanje.

Metoda koprecipitacije predstavlja metodu u kojoj se u rastvor aktivne supstance i nosaca u
organskom rastvaracu dodaje rastvarac koji se ne meSa sa rastvorom. Nastaju koprecipitati koji se
odvajaju filtriranjem, suse i usitnjavaju do zeljene veliine Cestica. Prelazak aktivne supstance u
amorfni oblik se deSava usled brze precipitacije, prilikom dodatka drugog rastvaraca. Na ovaj nacin
nastaju ¢vrste disperzije krupnijih Cestica, sa udelom aktivne supstance i do 70% (Sandhu i sar.,
2014).

Elektrorasprsivanje (engl. electrospraying) je inovativna metoda izrade ¢vrstih disperzija, koja je
dodatno dobila na zna¢aju pojavom leka Phyrago® tablete (Nanocopoeia), a koji je dobio dozvolu
2023. godine. Navedeni lek sadrzi Cvrstu disperziju dasatiniba izradenu ovom metodom.
ElektrorasprSivanje je metoda koja koristi elektricno polje za formiranje finih Cestica ili vlakana
¢vrstih disperzija. Aktivna supstanca 1 polimer se rastvaraju ili suspenduju u odgovaraju¢em
rastvaracu. Nakon toga se rastvor propusta kroz mlaznicu, na koju se primenjuje visoki napon. Pod
dejstvom elektricnog polja, rastvor se izbacuje u obliku finih kapljica (aerosola), koje se brzo suse
dok se krecu ka kolektoru. Isparavanjem rastvaraca, na kolektorskoj povrsini se taloZe ¢vrste Cestice
ili vlakna, u kojima je aktivna supstanca ravnomerno dispergovana unutar nosaca (slika 1.6).
Prednost ove metode je dobijanje sitnih Cestica i uske distribucije. Brzo isparavanje rastvaraa
sprecava aglomeraciju Cestica, a moguce je podeSavanjem parametara procesa dobiti Cestice
zeljenog izgleda, veli¢ine 1 oblika (Bhujbal 1 sar., 2021). Metoda se moze koristiti i za aktivne
supstance koje su slabo rastvorljive u vecini organskih rastvaraca i koje imaju jako visoke tacke
topljenja. Jedna od takvih aktivnih supstanci je kvercetin, koji ima tacku topljenja na 326 °C, a
nerastvorljiv je u vecini rastvaraca. Li 1 sar. (2014) su izradili ¢vrstu disperziju kvercetina sa
povidonom K25 metodom elektrorasprSivanja koriste¢i kombinaciju rastvaraca dimetilacetamida i
etanola. Oslobadanje aktivne supstance iz ove Cvrste disperzije je bilo brzo (manje od 10 s), a
ispitivanje na sublingvalnoj sluznici svinja je pokazalo povecanje permeabilnosti od 10 puta, u
poredenju sa kristalnim kvercetinom.
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Slika 1.6. Shematski prikaz principa metode elektrorasprsivanja i vaznih procesnih parametara
(preuzeto i prilagodeno iz Bhujbal i sar., 2021)

Kombinovana metoda topljenja i rastvaranja podrazumeva dobijanje Ccvrstih disperzija
kombinacijom rastvaranja aktivne supstance u odgovaraju¢em rastvaracu, a zatim direktnog
mesSanja rastvora sa otopljenim nosacem. Nakon meSanja vr$i se uklanjanje rastvaraca, pri ¢emu
nastaju C¢vrste disperzije koje se dalje usitnjavaju na Zeljenu veli¢inu Cestica. Problem koji moze
nastati kod ove metode izrade ¢vrstih disperzija je nemoguénost meSanja rastvaraca sa otopljenim
nosacem (Attia i sar., 2021).

Trodimenzionalno (3D) Stampanje je relativno nova metoda izrade ¢vrstih disperzija, koja prevodi
3D kompjuterski pripremljen model u fizi¢ki objekt (Awad i sar., 2018; Trenfield i sar., 2018). Ova
metoda ima prednost zbog mogucénosti proizvodnje ¢vrstih disperzija kontrolisanih fizickohemijskih
osobina. 3D Stampanje omogucéava brzi razvoj leka uz smanjene troskove, ali 1 izradu lekova
prilagodenih individualnim potrebama pacijenta (Awad 1 sar., 2019; Zema 1 sar., 2017). Za izradu
¢vrstih disperzija, 3D Stampa se Cesto kombinuje sa metodom ekstruzije topljenjem. Ova
kombinacija metoda se zasniva na zagrejavanju smese aktivne supstance 1 polimera i ekstruzije na
osnovu 3D modela, nakon ¢ega dolazi do hladenja i o€vr§njavanja mase u Zeljeni oblik (Vithani 1
sar., 2019). Neki od najceSc¢e koriS¢enih polimera za ovu metodologiju izrade ¢vrstih disperzija su
HPC, kopovidon, Eudragit® EPO (Tambe i sar., 2022). Nedostaci ove tehnologije su sliéni onima
koje ima metoda ekstruzije topljenjem, a to je nemogucénost koriS¢enja aktivnih supstanci koje su
osetljive na visoke temperature. Drugi problem je i udeo aktivne supstance, jer ova metoda zahteva
znacajne koli¢ine polimera sa odgovaraju¢im termoplastiénim osobinama (Infanger 1 sar., 2019).
Ispitivanja su pokazala da je u ¢vrstim disperzijama ritonavira, sa PVP/VA kao nosafem, koje su
izradene jednom od metodologija 3D Stampe (selektivno lasersko sinterovanje), doSlo do potpunog
prelaska aktivne supstance iz kristalnog oblika u amorfni. Osim toga, brzina rastvaranja ritonavira
je bila 20 puta veca, u odnosu na kristalni oblik aktivne supstance (Davis i sar., 2021). Metode 3D
Stampe bi mogle biti od znacaja za izradu ¢vrstih disperzija za preklini¢ne studije, kada je dostupna
mala koli¢ina, obi¢no jako skupih aktivnih supstanci (Bhujbal i sar., 2021).

Prema podacima iz 2024. godine, najceS¢e koriS¢ena metoda za dobijanje Cvrstih disperzija koje se
nalaze u lekovima sa dozvolom je metoda susenja rasprSivanjem (54,1%), a nakon nje sledi metoda
ekstruzije topljenjem (35,1%) (slika 1.7.) (Moseson 1 sar., 2024). Sigurno je da ¢e u buducnosti sve
viSe dobijati na znaCaju metode za izradu Cvrstih disperzija u kojima se ne koriste organski
rastvaraci.
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Slika 1.7. Najcesce koriséene metode za dobijanje c¢vrstih disperzija, koje se nalaze u farmaceutskim
oblicima lekova koji su dobili dozvolu za lek (preuzeto i prilagodeno iz Moseson i sar., 2024)

1.1.3. Klasifikacija ¢vrstih disperzija

U najsirem smislu, ¢vrste disperzije se mogu klasifikovati na dva na¢ina (Malkawi i sar., 2022) (slika
1.8):
e na osnovu vrste nosaca;
e u zavisnosti od fizickog stanja u kome se nalazi aktivna supstanca (kristalna, amorfna,
rastvorena) ili nosa¢ (kristalan, amorfan).

A

Vrste
¢vrstih
disperzija

A 4

Fizicko

Slika 1.8. Klasifikacija ¢vrstih disperzija (preuzeto i prilagodeno iz Malkawi i sar., 2022)
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Na osnovu vrste nosaca, ¢vrste disperzije se dele na Cetiri generacije (Malkawi 1 sar., 2022):

Prva generacija c¢vrstih disperzija sadrzi nosace koji su u kristalnom obliku, u koje spadaju urea, Seceri
(glukoza, laktoza, maltoza, galaktoza, manoza, dekstroza) i polihidroksilni alkoholi (sorbitol, ksilitol,
manitol). Ovi nosac¢i uglavnom imaju visoke tacke topljenja, §to nije povoljno za izradu Cvrstih
disperzija metodom topljenja. Urea ima dobru rastvorljivost u vodi i1 organskim rastvara¢ima, dok
manitol 1 sorbitol imaju slabu rastvorljivost u veéini organskih rastvaraca, zbog ¢ega se manje koriste.
Mehanizmi kojima se moze objasniti povecanje rastvorljivosti i brzine rastvaranja aktivnih supstanci iz
¢vrstih disperzija prve generacije su smanjenje veliCine Cestica, poboljSanje kvasenja i promena
polimorfnog oblika aktivne supstance. U Cvrstim disperzijama prve generacije, aktivna supstanca se
najcesce nalazi u kristalnom obliku, koji je termodinamicki stabilniji, pa je potrebno vise vremena i
utrosene energije da se ona oslobodi (Malkawi i sar., 2022).

Druga generacija cvrstih disperzija sadrzi amorfne nosace, koji su najc¢eSce hidrofilni polimeri
(Bindhani i Mohapatra, 2018). Polimeri mogu biti prirodnog ili sintetskog porekla. Prirodni polimeri
su, na primer, derivati celuloze (etil celuloza (EC), hipromeloza (HPMC), hidroksipropilceluloza
(HPC)), skrob, ciklodesktrini. Sinteticki polimeri su makrogoli, povidoni (PVP), kopovidon (PVP/VA),
hipromeloza-ftalat (HPMCP), hipromeloza-acetatsukcinat (HPMCAS) 1 polimetakrilati (Malkawi i sar.,
2022). U ¢vrstim disperzijama druge generacije aktivna supstanca se naj¢es¢e nalazi u amorfnom
stanju. Amorfni nosaci poboljSavaju kvasenje i rastvaranje aktivne supstance i inhibiraju precipitaciju
aktivne supstance (Alshehri i sar., 2020; Nair i sar., 2020).

Treca generacija c¢vrstih disperzija sadrzi povrSinski aktivne materije (PAM) kao nosace. PAM u
¢vrstim disperzijama osim poboljSanja rastvorljivosti 1 brzine rastvaranja uticu na povecanje fizicke i
hemijske stabilnosti ¢vrstih disperzija. Zahvaljuju¢i svojoj amfifilnoj strukturi, PAM mogu da
poboljSaju mesanje aktivne supstance i nosaca i time smanje rekristalizaciju aktivne supstance. PAM
koje se koriste kao nosaci za &vrste disperzije su: poloksameri, lauril makrogol-32 glicerid (Gelucir®
44/14, Gattefossé, Francuska), gliceril behenat (Compritol® 888, Gattefossé, Francuska), inulin-lauril-
karbamat (Inutec® SP-1, Beneo, Nemacka) i polietilenglikol-polivinilkaprolaktam-polivinilacetat
kalemljeni (graft) kopolimer (Soluplus®, BASF, Nemacka) (Alshehri i sar., 2020). Ostale PAM, kao $to
su natrijumlauril-sulfat (SLS), polisorbat 80, d-alfa tokoferil polietilenglikol 1000 sukcinat (TPGS
1000), polioksietilen hidrogenizovano ricinusovo ulje i saharoza-laurat se ne koriste kao samostalni
nosaci, ve¢ kao dodatne supstance za modifikaciju oslobadanja aktivnih supstanci iz ¢vrstih disperzija
(Saha i sar., 2023).

Cetvrta generacija cvrstih disperzija su &vrste disperzije sa kontrolisanim oslobadanjem aktivne
supstance. Cilj formulacije ovih Cvrstih disperzija je da se postigne poboljSanje rastvaranja uz
kontrolisano (produzeno) oslobadanje aktivne supstance. Mehanizam oslobadanja aktivne supstance iz
ovih Cvrstih disperzija je difuzija 1 erozija polimera. Kao nosaci u Cvrstim disperzijama Cetvrte
generacije se najceSc¢e koriste polimeri koji su nerastvorljivi ili se sporo rastvaraju u vodi, kao $to su:
etil celuloza (EC), hidroksipropil-celuloza (HPC), amonijum-metakrilat kopolimer tip B (Eudragit® RS,
Evonik Industries AG, Nemacka), poli(etilen-oksid) (PEO) i karbomeri (Schittny i sar., 2020).

U zavisnosti od fizickog stanja u kome se nalazi aktivna supstanca u ¢vrstoj disperziji (amorfna ili
kristalna) ili nosa¢ (amorfan ili kristalan) ¢vrste disperzije se mogu klasifikovati u pet grupa: eutekticke
smese, Cvrsti rastvori, staklasti rastvori, staklaste suspenzije 1 amorfni precipitati u kristalnom nosacu
(slika 1.9) (Attia i sar., 2021; Malkawi sar., 2022).
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Slika 1.9. Klasifikacija ¢vrstih disperzija na osnovu fizickog stanja aktivne supstance i nosaca
(preuzeto i prilagodeno iz Attia i sar., 2021)

Eutekticka smesa predstavlja smeSu dve komponente (aktivna supstanca i nosac), koje se potpuno
mesaju kada se nalaze u teCnom stanju, ali se vrlo ograni¢eno mesaju kada su u ¢vrstom stanju. U
eutekti¢noj smesi, tacka topljenja smese je niza od tacki topljenja i aktivne supstance i nosaca. Izraduju
se brzim hladenjem otopljene smese aktivne supstance i nosaca. Aktivna supstanca i nosac kristalisu
istovremeno u toku hladenja, Sto dovodi do homogenog dispergovanja aktivne supstance i utie na
poboljSanje brzine rastvaranja (Ma 1 Williams, 2019). Prilikom kontakta eutekticke smese sa vodenim
medijumom, hidrofilni nosa¢ se rastvara, a aktivna supstanca oslobada u obliku disperzije finih kristala.
Zahvaljuju¢i povecanju slobodne povrSine aktivne supstance koja je izlozena medijumu, aktivna
supstanca iz eutekticke smeSe ima vecéu brzinu rastvaranja, u poredenju sa samom aktivhom
supstancom. U ovakvom sistemu dolazi i do slabljenja privlacnih sila unutar kristalne reSetke aktivne
supstance, te je manje energije potrebno za rastvaranje aktivne supstance (Alshehri i sar., 2020).

Kod cvrstih rastvora obe komponente, 1 aktivna supstanca 1 nosac, kristaliSu zajedno 1 nastaje homogen
sistem u kojem je aktivna supstanca dispergovana do molekulskog nivoa. U ovom slu¢aju dolazi do
smanjenja veli¢ine Cestica aktivne supstance, Sto poboljSava brzinu rastvaranja.

U zavisnosti od stepena mesSanja aktivne supstance sa nosacem Cvrsti rastvori mogu biti (Ma i
Williams, 2019):

e kontinuirani, gde se komponente ¢vrstog rastvora mesaju u svim odnosima. Ovo znaci da su
veze izmedu dve komponente snaznije, u poredenju sa ja¢inom veza pojedina¢nih komponenti.

e diskontinuirani, gde je rastvorljivost jedne komponente u drugoj ograni¢ena. Prema nacinu na
koji je aktivna supstanca distribuirana u nosacu, ¢vrsti rastvori mogu biti (Ma 1 Williams, 2019;
Pandi i sar., 2020):
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e supstitucioni, kod kojith su u kristalnoj reSetki molekule aktivne supstance zamenjene
molekulama nosaca;
¢ intersticijalni, kod kojih molekule aktivne supstance zauzimaju mesta izmedu molekula nosaca.

Staklasti cvrsti rastvori su homogeni sistemi kod kojih su molekule aktivne supstance rastvorene unutar
nosaca, dok su kod staklastih suspenzija Cestice aktivne supstance suspendovane u nosacu. Kod
ovakvih sistema energija kristalne resetke je niska, a tacka topljenja nema ostar pik. Nosaci koji se
koriste za izradu staklastih rastvora i suspenzija su urea, limunska kiselina, PEG, povidon, i Seceri kao
Sto su saharoza, dekstroza i galaktoza (Ma i Williams, 2019).

Kod amorfnih precipitata u kristalnom nosacu aktivna supstanca moze da precipitira, odnosno bude
dispergovana u kristalnom nosacu, umesto da se desava istovremena kristalizacija aktivne supstance 1
nosaca, kao $to je slucaj kod eutektickih smeSa. Brzina rastvaranja aktivne supstance je poboljSana
najverovatnije zahvalju¢i amorfnom obliku aktivne supstance (Pandi i sar., 2020).

Tacno odredivanje vrste ¢vrste disperzije je veoma sloZen i tezak zadatak, za koji se moraju primeniti
sloZzene analiticke metode. Zbog toga se ¢vrste disperzije Cesto klasifikuju na tri kategorije: kristalne
¢vrste disperzije, amorfne ¢vrste disperzije 1 ¢vrsti rastvori (slika 1.10). Kod ¢vrstih rastvora aktivna
supstanca je rastvorena/dispergovana na molekulskom nivou (jednofazni sistem), dok kod amorfnih
¢vrstih disperzija 1 kristalnih ¢vrstih disperzija vidljive faze koje sadrze kristalnu/amorfnu aktivnu
supstancu unutar nosaca (dvofazni sistem) (Sun i Lee, 2014).

Kristalna cvrsta disperzija Amorfna cvrsta disperzija Cursti rastvor
{Dvofazni sistem) {Dvofazni sistem) ({Jednofazni sistem)

'

Kristalna aktivha Amorfna aktivna Rastvorena aktivna
supstanca supstanca supstanca

Polimerni nosac

Slika 1.10. Shematski prikaz kristalnih i amorfnih cvrstih disperzija i ¢vrstih rastvora (preuzeto i
prilagodeno iz Sun i Lee, 2014)

1.1.4. Mehanizmi oslobadanja aktivnih supstanci iz ¢vrstih disperzija

Na oslobadanje/rastvaranje aktivne supstance iz Cvrstih disperzija uti¢u razliCiti faktori, kao Sto su:
fizicko stanje i udeo aktivne supstance/nosaca, stepen homogenosti ¢vrste disperzije, medumolekulske
interakcije, prisustvo surfaktanta, i spoljasnji faktori (zapremina, pH vrednost 1 sastav medijuma).
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Postoje dva osnovna mehanizma oslobadanja/rastvaranja aktivne supstance iz C¢vrstih disperzija:
oslobadanje/rastvaranje kontrolisano aktivhom supstancom i oslobadanje/rastvaranje kontrolisano
nosacem/polimerom (Schittny i sar., 2020) (slika 1.11). Kada se c¢vrste disperzije disperguju u
vodenom medijumu, a nosa¢ se ne rastvara, nego formira viskozni sloj, Cestice aktivne supstance se
sporo oslobadaju difuzijom kroz pore. U ovom slucaju, nosa¢ ograni¢ava oslobadanje aktivne
supstance, Sto predstavlja mehanizam oslobadanja kontrolisan nosa¢em (slika 1.11). Oslobadanje je
bazirano na kontinuiranoj difuziji aktivne supstance iz matriksa nosaca u medijum, u zavisnosti od
koncentracionog gradijenta. Koncentracija aktivne supsance u medijumu nece biti veca od
koncentracije unutar matriksa nosaca i do¢i ¢e do oslobadanja aktivne supstance u medijum kada se
koncentracija aktivne supstance u medijumu smanji (usled apsorpcije, na primer). Na ovaj nacin se
nosa¢ ponasa kao depo, kontroliSu¢i maksimalnu koncentraciju aktivne supstance u medijumu
(Schittny 1 sar., 2019). Ukoliko je koncentracija aktivne supstance u medijumu veca od njene
rastvorljivosti, dolazi do formiranja faza bogatih aktivnom supstancom.

Ako se polimer rastvara u medijumu bez bubrenja i nastanka viskoznog sloja (gela), tada su Cestice
aktivne supstance izlozene medijumu i rastvaranje ¢e zavisiti od osobina aktivne supstance. Takode, u
slucaju brzeg rastvaraja ili erozije nosaca u odnosu na aktivnu supstancu, moze do¢i do rekristalizacije
aktivne supstance i smanjenja rastvorljivosti, jer nosac vise ne stabilizuje aktivnu supstancu. Teorijski, i
kod ovakvog oslobadanja aktivne supstance iz ¢vrste disperzije moze do¢i do nastanka faza bogatih
aktivnom supstancom, ali nema eksperimentalnih rezultata koji to potvrduju (Schittny i sar., 2020).

Ova dva mehanizma oslobadanja (oslobadanje kontrolisano nosadem i oslobadanje kontrolisano
aktivnom supstancom) se mogu deSavati istovremeno, jer aktivna supstanca moze biti delimi¢no
rastvorena u medijumu, a delimi¢no ,,zarobljena” u koncentrovanom sloju nosaca.

Rastvaranje moze biti kontrolisano i medijumom, kao tre¢im mehanizmom oslobadanja aktivne
supstance iz ¢vrstih disperzija. Tada se aktivna supstanca i nosa¢ rastvaraju istovremeno i dolazi do
nastanka prezasi¢enog rastvora, u kojem se nosa¢ ponasa kao stabilizator aktivne supstance i sprecava
njenu rekristalizaciju. Ovakvo rastvaranje zavisi od koli¢ine aktivne supstance i zapremine medijuma
(Schittny 1 sar., 2020). Han 1 Lee (2017) navode da se rekristalizacija aktivne supstance nece desiti ako
je koncentracija aktivne supstance u medijumu ispod kriti¢ne koncentracije potrebne za kristalizaciju.
Saboo 1 sar. (2019) sugeriSu da je istovremeno rastvaranje aktivne supstance i nosaca (oslobadanje
kontrolisano medijumom) neophodno za nastanak faza bogatih aktivhom supstancom koje su
stabilizirane nosacem.

Indulkar 1 sar. (2017) su dokazali nastanak faza bogatih aktivnom supstancom i kod ¢vrstih disperzija
kod kojih je oslobadanje aktivne supstance kontrolisano nosacem, ispitujuci ¢vrste disperzije nifedipina
sa HPMC 1 PVP/VA. Autori navode dve moguc¢nosti nastanka faza bogatih aktivnom supstancom u
medijumu. Prva moguénost je da je oslobadanje aktivne supstance kontrolisano nosacem, te da do
razdvajanja faza 1 nastanka faza bogatih aktivnom supstancom dolazi ukoliko je koncentracija aktivne
supstance veca od njene rastvorljivosti u medijumu. Druga moguénost je da su unutar ¢vrste disperzije i
pre kontakta sa medijumom postojale faze bogate aktivnom supstancom, koje su se oslobodile prilikom
rastvaranja polimera. Primenom nuklearne magnetne rezonance, autori su dokazali da je za ispitivane
¢vrste disperzije nastanak faza bogatih aktivnom supstancom odgovorna prva moguénost, odnosno da
ove faze nastaju prilikom rastvaranja koje je kontrolisano nosacem.
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Oslobadanje kontrolisano Oslobadanje kontrolisano Oslobadanje kontrolisano
nosacem medijumom aktivnom supstancom

Slika 1.11. Shematski prikaz mehanizama oslobadanja aktivne supstance iz cvrstih disperzija (preuzeto
i prilagodeno iz Schittny i sar., 2020)

Brojna istrazivanja su pokazala povecanje brzine rastvaranja aktivne supstance s povecanjem udela
nosaca zbog boljeg dispegovanja i smanjene kristalizacije aktivne supstance (Chen i sar., 2016; Shi i
sar., 2022; Tres i sar, 2014; Tres i sar., 2018; Yao i sar., 2019). Tres i sar. (2018) su pokazali da se
ritonavir brze rastvara iz Cvrste disperzije sa kopovidonom kada je prisutan u manjem udelu (10%),
nego u vecem (50%). Isti autori su pokazali da je stepen rekristalizacije aktivne supstance manji kod
¢vrstih disperzija sa manjim udelom aktivne supstance. Kod ovakvih ¢vrstih disperzija glavni
mehanizam oslobadanja aktivne supstance je oslobadanje kontrolisano aktivnom supstancom. Nasuprot
tome, drugo istrazivanje je pokazalo da s povecanjem udela nosaca (poloksamera) u ¢vrstoj disperziji
sa desloratadinom, i povecanjem sile kompresije prilikom tabletiranja, dolazi do smanjenja brzine
rastvaranja desloratadina (KolaSinac 1 sar., 2012). To se moZe objasniti mehanizmom oslobadanja
kontrolisanog nosa¢em, kod koga se formira koncentrovani ili gel sloj polimera, koji deluje kao barijera
za difuziju 1 uti¢e na sporije oslobadanje aktivne supstance iz ¢vrstih disperzija.

Oslobadanje aktivne supstance iz homogene amorfne Cvrste disperzije ¢e biti drugacije u poredenju sa
oslobadanjem aktivne supstance iz ¢vrstih disperzija koje nemaju homogeno dispergovanu aktivnu
supstancu u polimeru (Zhao i sar., 2019). Wang i sar. (2018) su pokazali da homogenost cvrste
disperzije moze da utiCe na brzinu rastvaranja aktivne supstance iz ¢vrste disperzije posakonazola sa
HPMCAS. Kod homogene ¢vrste disperzije dolazi do istovremenog rastvaranja aktivne supstance i
polimera, Sto znaci da je rastvaranje posakonazola kontrolisano medijumom. Za razliku od toga, kod
nehomogene ¢vrste disperzije posakonazola dolazi do brZzeg rastvaranja polimera u odnosu na aktivnu
supstancu 1 oslobadanje je kontrolisano aktivnom supstancom (Wang 1 sar., 2018).

PoboljSano kvaSenje aktivne supstance u ¢vrstim disperzijama ima direktan uticaj na brzinu rastvaranja.
Sto je bolje kvasenje, to je veéa brzina rastvaranja. Povrsina &vrstih disperzija je uvek hidrofilnija u
poredenju sa aktivnom supstancom (Schittny 1 sar., 2020). Medumolekulske interakcije izmedu aktivne
supstance i1 polimera dovode do reorganizacije polimera, tako da se hidrofilne grupe okrecu ka povrsini
¢vrste disperzije, Sto dovodi do boljeg kvasenja i rastvaranja aktivne supstance. SliCan je efekat
upotrebe PAM, koji takode poboljsavaju kvasenje aktivne supstance, ali oni pored toga utiCu na
formiranje finih Cestica bogatih aktivnom supstancom (nano-agregati), i na solubilizaciju molekulom
pomocu micela PAM (Malkawi i sar., 2022). Meng i sar. (2019) su pokazali uticaj surfaktanta tokoferil
polietilenglikol sukcinata (TPGS) na rastvaranje celekoksiba iz Cvrste disperzije sa PVP. TPGS u
koncentraciji od 20% u ¢vrstoj disperziji je poboljSao kvasenje aktivne supstance, uticao na nastanak
faze bogate aktivnom supstancom u medijumu, kao i solubilizaciju aktivne supstance pomocu micela
TPGS.
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Medumolekulske interakcije takode mogu da imaju uticaj na oslobadanje aktivne supstance iz ¢vrstih
disperzija. Chen 1 sar. (2016) su istrazivali uticaj medumolekulskih interakcija na oslobadanje
ketokonazola iz Cvrstih disperzija izradenih sa razli¢itim polimerima (PVP, PVP/VA, HMPC, ili
HPMCAS). Kada su postojale znacajne medumolekulske interkacije izmedu aktivne supstance i
polimera, $to je bio slucaj kod ¢vrstih disperzija ketokonazola sa PVP, PVP/VA, HPMCAS, supstanca i
polimer su se rastvarali istovremeno tj. radilo se o oslobadanju koje je kontrolisano medijumom. Kod
¢vrste disperzija sa slabim medumolekulskim interkacijama, koja je kao nosa¢ imala HPMC,
rastvaranje aktivne supstance je bili sporo, nezavisno od brzine rastvaranja polimera tj. oslobadanje je
bilo kontrolisano aktivhom supstancom. Nasuprot tome, odredeni podaci (Kaushal i sar., 2004) ukazuju
da jake medumolekulske interakcije smanjuju brzinu rastvaranja aktivne supstance iz ¢vrstih disperzija,
verovatno sprecavaju¢i difuziju aktivne supstance kroz pore polimera, pa je i u ovom slucaju
oslobadanje aktivne supstance kontrolisano polimerom.

1.1.5. Karakterizacija ¢vrstih disperzija

Karakterizacija ¢vrstih disperzija obuhvata ispitivanje fizickog stanja aktivne supstance u Cvrstim
disperzijama, ispitivanje medumolekulskih interakcija izmedu aktivne supstance i nosaca, stepen
mesSanja aktivne supstance i nosaca, kao 1 ispitivanje brzine rastvaranja aktivne supstance iz ¢vrstih
disperzija. Postoje brojne instrumentalne i analiticke metode za karakterizaciju Cvrstih disperzija.
Metode koje se Cesto koriste za karakterizaciju amorfnih ¢vrstih disperzija su tehnike termalne analize,
difrakcija X-zraka na prasku, spektrofotometrijske tehnike (infracrvena spektroskopija, fluorescentna
spektroskopija, atomska apsorpciona spektrometrija) i mikroskopske metode (Malawi i sar., 2022). Cilj
primene ovih tehnika je objasnjenje mehanizma kojim se povecava rastvorljivost aktivne supstance,
kao i potvrda da nastali amorfni oblik aktivne supstance tokom izrade cvrstih disperzija ostaje
nepromenjen tokom predvidenog roka upotrebe (Ma i Williams, 2019). Ispitivanje brzine rastvaranja
aktivne supstance je metoda koja se koristi za procenu uspesnosti uticaja formulacije ¢vrstih disperzija
na brzinu rastvaranja slabo rastvorljivih aktivnih supstanci. Budu¢i da je osnovni nedostatak Cvrstih
disperzija njihova nestabilnost, odekuje se i ispitivanje stabilnosti. Cvrste disperzije nisu finalni
farmaceutski oblici lekova, ve¢ predstavljaju meduproizvode u proizvodnji Cvrstih farmaceutskih
oblika, najCesce tableta 1 kapsula. Za ispitivanje mogucnosti dalje obrade ¢vrstih disperzija u tablete ili
kapsule, Cesto se koriste sledece metode: odredivanje veli€ine i raspodele veliCina Cestica, odredivanje
stvarne, nasipne i tapkane gustine, odredivanje poroznosti, proto¢nosti i kompresibilnosti, odredivanje
sadrZzaja vlage (Parekh 1 sar., 2023; Shah 1 sar., 2023).

Klasi¢éne metode ispitivanja farmaceutsko-tehnoloskih osobina ¢vrstih disperzija su korisne 1 lako
dostupne, ali one Cesto ne pruzaju dovoljno informacija o ponaSanju ¢vrstih disperzija u dinamic¢kim
uslovima, koji se javljaju tokom proizvodnje (Almansour 1 sar., 2022; Janssen 1 sar., 2021; Mariano,
2024). Za procenu osobina praskastih materijala (praskovi, granule, ¢vrste disperzije) u dinamickim
uslovima od izuzetnog su znacaja reoloska ispitivanja. Ispitivanje reoloSkih karakteristika praskastih
materijala postaje sve interesantnija oblast istraZivanja, jer daje jasniju sliku o ponaSanju ovih
materijala prilikom obrade u finalni farmaceutski oblik. Savremeni reometri za praskove omogucavaju
merenje velikog broja parametara kao §to su na primer: zapreminski protok koji dovodi do fluidizacije
Cestica (engl. pressure drop), vreme za koje se Cestice slegnu nakon fluidizacije (engl. deaereation),
jacina kohezije (eng. cohesion strength), ugao trenja (engl. wall friction angle), koeficijent trenja (engl.
wall friction coefficient), prividni viskozitet (engl. appaernt viscosity; powder shear rate sweep),
zatezna Cvrstoa (eng. temsile strength), permeabilnost (eng. permeability) 1 kompresibilnost (eng.
compresibility). Poznavanje reoloSkih karakteristika praSkastih materijala, ukljucujuéi 1 Cvrste
disperzije, doprinosi uStedi troSkova proizvodnje i smanjuje mogucnost proizvodnje serija leka
neodgovarajuc¢eg kvaliteta (Parekh 1 sar., 2023; Macho 1 sar., 2021). Kako je ranije navedeno, tehnike
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termalne analize, kao Sto su diferencijalna skeniraju¢a kalorimetrija (engl. Differential Scanning
Calorimetry, skr. DSC) i termogravimetrijska analiza (engl. Thermogravimetric analysis, skr. TGA) su
neizostavne za proucavanje fizickohemijskih osobina cvrstih disperzija. Ove tehnike omogucéavaju
detekciju energetskih procesa, pruzaju uvid u oblik aktivne supstance i medumolekulske interakcije
(Bhujbal i sar., 2021).

Diferencijalna skenirajuca kalorimetrija se koristi za ispitivanje Tg, temperature topljenja (Tm)
aktivne supstance i polimera, procenu fizickog stanja aktivne supstance u Cvrstim disperzijama,
medumolekulske interakcije, stepena meSanja aktivne supstance 1 polimera pri razli¢itim
temperaturama (Tambe 1 sar., 2022). Kod DSC analize uzorci se zagrevaju i detektuje se koli¢ina
energije potrebna da se kristalna struktura otopi. Ukoliko na DSC termogramu nedostaje pik koji
predstavlja tacku topljenja aktivne supstance, moze se reci da se aktivna supstanca nalazi u amorfnom
obliku. Takode, pomeranja pika Ty polimera ukazuje na prisustvo medumolekulskih interakcija izmedu
aktivne supstance i polimera. (Medarevi¢ i sar., 2019). Prednosti ove metode su §to su potrebne male
koli¢ine uzorka, $to je brza i jednostavna. Ogranicenja metode su nemogucnost detektovanja supstance
u udelu manjem od 2%, $to je desktruktivna za uzorak i1 §to postoji mogucnost rastvaranja kristalne
supstance u otopljenom polimeru na temperaturi nizoj od tacke topljenja supstance, Sto moze dovesti
do pogresnih zaklju¢aka o amorfnom obliku aktivne supstance u ¢vrstoj disperziji (Iyer i sar., 2021).

Termogravimetrijska analiza (engl. Thermogravimetric Analysis skr. TGA) je metoda termalne analize
koja meri promenu mase uzorka u funkciji vremena i temperature, kada je uzorak izlozen
kontrolisanom zagrevanju u odredenoj atmosferi (npr. azot, vazduh, argon). Merenje mase se obavlja u
realnom vremenu, kada dolazi do termickih promena, kao Sto su isparavanje, oksidacija ili
dekompozicija uzorka. Na ovaj nacin se mogu dobiti podaci o kompatibilnosti i stabilnosti komponenti
¢vrstih disperzija pod uticajem temperature (Norizan i sar., 2021). Ova metoda moze odrediti i sadrzaj
rastvaracCa, detektovati temperature isparavanja i sublimacije. Nedostatak metode je S$to se ne moze
primeniti kod supstanci kod kojih ne dolazi do promene u masi ispitivanog uzorka pri zagrevanju
(Malkawi 1 sar., 2022). Metoda je jednostavna, ali je destruktivna za uzorak i ne moZe da se odreduje
hemijski sastav uzorka (Tambe 1 sar., 2022).

Difrakcija X-zraka na praSku (engl. Powder X-ray Diffraction, skr. PXRD) je tehnika kojom se moZze
utvrditi fizicki oblik aktivne supstance u ¢vrstoj disperziji (kristalni ili amorfni), kao 1 polimorfni oblik
aktivne supstance (Pandi i sar., 2020). Kristalne supstance na difraktogramu pokazuju karakteristi¢ne
uske 1 oStre pikove, koji su specificni za kristalni oblik supstance. Pikovi za amorfni oblik su razvuceni,
cesto imaju tzv. ,,oreol* bez izraZenih karakteristicnih pikova za kristalni oblik supstance (De Araujo 1
sar., 2017). Za razliku od termalnih tehnika, ova metoda nije destruktivna za uzorak, jer se merenje ne
v§i na poviSenoj temperaturi, pa se na taj nacin moze izbeci loSa interpretacija rezultata, kao Sto je
slucaj sa DSC analizom, kada moze do¢i do rastvaranja aktivne supstance u polimeru i pogreSnog
zakljucka da se radi o amorfnom obliku supstance. Potrebne su male koli¢ine uzorka za analizu, a
mogu da se detektuju udeli kristalne aktivne supstance u ¢vrstoj disperziji ve¢ u koncentraciji od 1%
(Ma 1 Williams, 2019; Tambe i sar., 2022).

Infracrvena spektrofotometrija sa Furjeovom transformacijom (engl. Fourier transform infrared
spectroscopy, skr. FT-IR) se koristi za prouavanje medumolekulskih interakcija izmedu aktivne
supstance 1 polimera. Pomeranje traka karakteristicnih za funkcionalne grupe ispitivanih supstanci
ukazuje na prisustvo medumolekulskih interakcija izmedu aktivne supstance i polimera. Kod ove
metode dolazi do apsorpcije infracrvenih zraka razli¢itih frekvencija i moguce je odrediti da li postoje
fizicke ili hemijske interakcije izmedu aktivne supstance i polimera (Ma i Williams, 2019). Najcesce
detektovane medumolekulske interakcije u Cvrstim disperzijama su jonske, vodoni¢ne i van der
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Walsove (Cools i Van den Mooter, 2025; Lalge i sar., 2023). FT-IR metoda moze detektovati i razlike
u kristalnoj strukturi aktivne supstance i moze se koristiti za kvalitativnu analizu razli¢itih polimorfnih
oblika aktivne supstance ukoliko postoje dovoljno jasne razlike u pozicijama karakteristicnih traka.
Ovo nije primarna metoda za analizu polimorfnih oblika, i moze se koristiti uz druge metode (Tambe i
sar., 2022).

Termomikroskopija (mikroskopija na zagrejanoj ploCi, eng. Hot-stage mikroskopy, skr. HSM)
predstavlja kombinaciju tehnika mikroskopije i termalne analize. Metoda omogucava vizuelno pracenje
fizickih karakteristika materijala, u funkciji temperature i vremena. Zahvaljujuéi polarizacionom
mikroskopu, primenom metode mikroskopije na zagrejanoj ploci moguce je odrediti da li je supstanca
u kristalnom ili amorfnom obliku. Odsustvo dvojnog prelamanja svetlosti ukazuje da se radi o amorfnoj
supstanci. Ovom metodom moguce je odrediti i polimorfizam aktivnih supstanci, na osnovu tacke
topljenja ili u nekim sluc¢ajevima izrazene razlike u obliku kristala. Metoda je pogodna i za odredivanje
stepena meSanja polimera 1 aktivne supstance, kao 1 za detekciju stepena rekristalizacije (Ma 1
Williams, 2019).

Dinamicka sorpcija pare (engl. Dynamic vapour sorption, skr. DVS) se koristi za proucavanje
higroskopnosti materijala, tj. sposobnosti uzorka da apsorbuje i desorbuje vlagu pod kontrolisanim
uslovima temperature i relativne vlaznosti. Polimeri u ¢vrstim disperzijama su ¢esto higroskopniji, u
poredenju sa aktivnim supstancama, a apsorbovana vlaga u ¢vrstim disperzijama moze smanjiti Ty 1 biti
uzrok nestabilnosti. Dobijeni podaci mogu ukazivati na potrebne uslove prilikom proizvodnje,
pakovanja i ¢uvanja ¢vrstih disperzija (Chen i sar., 2019).

Ispitivanje brzine rastvaranja aktivne supstance je znacajna metoda jer daje uvid u podatke o brzini
rastvaranja aktivne supstance iz ¢vrstih disperzija. Uobicajeno se ispitivanje uporedo sprovodi sa
uzorcima cvrstih disperzija, fizickih smeSa aktivne supstance i polimera i Ciste aktivne supstance
(Bertoni 1 sar., 2020; Kushwah 1 sar., 2024). Ukoliko postoji zna¢ajno povecanje brzine rastvaranja
aktivne supstance iz Cvrstih disperzija, u poredenju sa fizickim smeSama i1 samom aktivnom
supstancom, moZe se zakljuciti da je formiranje ¢vrstih disperzija uspesno. Ispitivanje se koristi 1 za
objasnjavanje procesa oslobadanja aktivne supstance iz formulacije, za potvrdu robusnosti i
reproducibilnosti proizvodnog procesa, kao 1 za potvrdu kvaliteta gotovog leka. Kada se ispitivanje
brzine rastvaranja aktivne supstance ponovi u funkciji vremena, moZe se koristi i za procenu stabilnosti
¢vrstih disperzija tokom skladiStenja, tj. u predvidenom roku upotrebe. Izbor odgovaraju¢ih uslova
izvodenja testa, kao Sto su, na primer, izbor medijuma (zapremina medijuma, pH vrednost, jonska
jacina, dodatak surfaktanta), brzine okretanja korpice/lopatice, temperature medijuma 1 intervali
uzorkovanja su veoma vazni (Kokott 1 sar., 2024).

Ispitivanje se moZe sprovesti tako da se oponaSaju promene uslova u GIT (sastav i1 zapremina GIT
teCnosti, promena pH vrednosti, uticaj prisustva enzima i1 zu¢nih soli, prisustvo i odsustvo hrane, vreme
praznjenja zeluca, vreme prolaska kroz creva, motilitet creva (Iyer i sar., 2021). U okviru FDA (engl.
Food and Drug Administration, skr. FDA) baze podataka se takode mogu naci preporuceni uslovi za
ispitivanje brzine rastvaranja razli¢itih aktivnih supstanci iz farmaceutskih oblika sa trenutnim ili
produZenim oslobadanjem (FDA, 2022;
https://www.accessdata.fda.gov/scripts/cder/dissolution/dsp getallData.ctfm).

Ispitivanje stabilnosti se sprovodi prema ICH (engl. International Conference on Harmonization, skr.

ICH) smernicama. Svrha testiranja stabilnosti je da pokaze kako se kvalitet aktivne supstance i leka

menja sa vremenom pod uticajem razli¢itih faktora sredine kao Sto su temperatura, vlaznost 1 svetlost,

kao 1 da se odredi rok upotrebe leka i preporuceni uslovi skladiStenja (ICH Q1A R2, 2003). Studije

stabilnosti treba da obuhvate testiranje onih parametara farmaceutskog oblika koji su podlozni
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promenama tokom skladiStenja i koji bi mogli uticati na kvalitet, bezbednost i1 efikasnost leka. Tokom
ispitivanja stabilnosti, u odredenim vremenskim intervalima ispituje se da li je doSlo do promene
parametara ispitivanog uzorka kao Sto su: izgleda uzorka, sadrzaj aktivne supstance, in vitro ispitivanje
brzine rastvaranja aktivne supstance, sadrzaj necistoca, mikrobioloska cisto¢a (Huynh-Ba i Dong,
2020). Prema smernici za ispitivanje stabilnosti (ICH Q1A R2) dugotrajno ispitivanje stabilnosti bi
trebalo da traje najmanje 12 meseci pri uslovima 25°C + 2°C/60% RH + 5% RH ili 30°C + 2°C/65%
RH £ 5% RH (EMA, 2003).

Velic¢ina i raspodela veli¢ina Cestica su znacajne karakteristike koja uti¢e na procese koji se deSavaju
tokom dalje obrade ¢vrstih disperzija u finalni farmaceutski oblik. Odredivanje ovog parametra utice na
nasipnu gustinu, protocnost i kompresibilnost praskova koji se podvrgava daljoj obradi u kapsule i
tablete. Osim toga, veliCina Cestica utiCe 1 na brzinu rastvaranja aktivne supstance, $to posledicno moze
da utic¢e na terapijsku efikasnost leka (Mariano, 2024). Metode koje se najceSce koriste za odredivanje
veliine Cestica su: sitana analiza, metoda laserske difrakcije, opticka mikroskopija 1 skenirajuca
elektronska mikroskopija (skr. SEM) (Madarasz i sar., 2018). Metoda sitane analize prestavlja
jednostavnu i lako dostupnu metodu odredivanja raspodele veli¢ina Cestica. Nedostatak je Sto ne daje
precizan podatak za prosecnu veli¢inu Cestica, ve¢ samo opsege, unutar kojih se precnici Cestica nalaze.

Laserska difrakcija uobiCajena je metoda za odredivanje velicine i raspodele veli¢ina Cestica. Zasniva
se na preusmeravanju laserskog snopa svetlosti, usled interakcije sa Cesticama koje su rasprSene u
te¢noj suspenziji ili u struji vazduha. Uobicajeno, ovom metodom se moze meriti veli¢ina Cestica u
rasponu od 0,02 um do 2000 um. Nije pogodna za merenje veli¢ina Cestica koje imaju izduZen oblik
(Briimmer, 2008). Kratko vreme analize, robusnost, preciznost i ponovljivost doprineli su da je metoda
laserske difrakcije postala standardna metoda za odredivanje veliCine Cestica u farmaceutskoj industriji
(Shekunov i sar., 2007).

Metoda mikroskopske analize je jedna od preciznijih metoda za merenje veliine Cestica praskova, jer
podrazumeva da se Cestice u vidnom polju mere pojedina¢no (Almoazen i Felton, 2013). Danas se
dominatno koriste softveri za automatsku obradu slike, koji omogucavaju automatsko merenje veli¢ine
velikog broja Cestica (Liang 1 sar., 2023). Opti¢ka mikroskopija se moZe koristiti za osnovnu analizu
veliine 1 oblika Cestica, ali nije idealna za precizne kvantitativne analize posebno kod vrlo malih
Cestica. SEM je metoda za precizniju analizu veli¢ine i oblika Cestica. SEM metodom se moZe
odredivati 1 veli¢ina cCestica koje su manje od 1 pum. Osim toga, SEM moze dati uvid u
trodimenzionalnu sliku Cestica, pa se na ovaj nain moZe analizirati oblik i izgled povrSine Cestica
(Almoazen 1 Felton, 2013).

Sadriaj vlage je vazan parametar koji je potrebno poznavati i kontrolisati kako bi se obezbedila
odgovaraju¢a dalja obrada 1 stabilnost Cvrstih disperzija. Predstavlja gubitak mase uzorka nakon
suSenja izrazen u procentima (m/m). SadrZaj vlage se meri termogravimetrijski, prema metodi opisanoj
u Ph. Eur. ili pomoc¢u metode dinamicke sorpcije pare (Crouter i sar., 2014). Kod termogravimetrijske
metode, koja se najceS¢e koristi, uzorak se izlaze uslovima poviSene temperature do postizanja
konstantne mase, ili u propisanom vremenskom roku. Kod praskastih materijala (ukljucujuéi i ¢vrste
disperzije) se vrlo Cesto odreduju 1 stvarna, nasipna i tapkana gustina.

Stvarna gustina predstavlja gustinu uzorka bez meducesti¢nih pora. NajceS¢e se meri pomocu gasnog

piknometra, prema metodi opisanoj u Ph. Eur. Odredivanje stvarne gustine koriS¢enjem gasnog

piknometra je brza, precizna i neinvazivna metoda. Za merenje se koriste inertni gasovi, najcesce

helijum, azot i1 argon. Od svih navedenih gasova, helijum se najviSe preporucuje jer moze da prodre u

pore veli¢ine i do 0,1 nm i1 ponaSa se kao idealni gas. Pre merenja praskasti uzorak se prvo

kondicionira, kako bi se uklonila oneciS¢enja, koja mogu ispuniti ili blokirati pore i na taj nacin uticati
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na rezultate merenja. Ovaj proces se sprovodi zagrevanjem uzorka, nakon cega se u sistem uvodi
inertni gas. Na ovaj nacin se ukljanja i eventualno prisutna vlaga u uzorku, jer ona moze da uti¢e na
preciznost rezultata. Gasni piknometar odreduje zapreminu ¢vrstog uzorka na osnovu promena pritiska
referetne i komore sa uzorkom. Iako se piknometri smatraju uredajima za merenje gustine, oni zapravo
mere samo zapreminu, dok se gustina izracunava kao odnos mase i zapremine, pri ¢emu se masa
odreduje posebno, merenjem uzorka. U gasnom piknometru, merena zapremina predstavlja prostor
nepristupacan gasu. Zatvorene pore, tj. one koje nemaju kontakt sa povrSinom c¢vrstog uzorka,
ukljucene su u merenu zapreminu (Tamari, 2004).

Nasipna gustina predstavlja odnos izmedu mase uzorka i zapremine koju taj uzorak zauzima,
ukljucujuéi i prostor izmedu cCestica (pore i meducestiCne praznine). Zavisi od stvarne gustine i
organizacije Cestica u uzorku (eng. powder bed). Merenje nasipne gustine je teSko izvodljivo sa dobrom
reproduktivno$¢u. I mala pomeranja mernog suda mogu dovesti do promene organizacije Cestica u
uzorku, §to moze dovesti do promene nasipne gustine. Nasipna gustina se odreduje prema metodi
opisanoj u Ph. Eur.,, merenjem zapremine (Vo) poznate mase uzorka (m) u graduisanom sudu i
izraunavanjem odnosa mase i zapremine (m/Vo).

Tapkana gustina predstavlja gustinu dobijenu mehanic¢kim tapkanjem uzorka u graduisanom sudu, do
konstantne zapremine, na uredaju za odredivanje tapkane zapremine. Ispitivani uzorci se tapkaju 10,
500 1 1250 puta, frekvencijom od 250 udar/min. Na osnovu poznate mase uzorka (m) i tapkane
zapremine (Vi) uzorka, tapkana gustina se izraCunava iz odnosa m/V:. Poredenje nasipne i tapkane
gustine omogucava procenu meducesti¢nih interakcija unutar uzorka koje uti€u na protocnost i
kompresibilnost, a izrazavaju se preko Hausner-ovog odnosa i Carr-ovog indeksa (indeksa
kompresibilnosti) (Ph. Eur. 11.0).

Protocnost je vazna karakteristika praSkastih materjala. LoSa proto¢nost dovodi do problema tokom
faza proizvodnje kao $to su meSanje, granulacija, suSenje, ekstruzija, tabletiranje, a to moze da dovede
do varijacija u sadrzaju aktivne supstance i kvalitetu finalnog leka (Mariano, 2024). Cvrste disperzije
obi¢no imaju loSu proto€nost, koja prouzrokuje probleme tokom svake faze proizvodnje u finalni
farmaceutski oblik, §to se nepovoljno moZe odraziti na kvalitet leka (Szabd 1 sar., 2019). Na protocnost
uti¢u brojni faktori, kao §to su: veli¢ina 1 oblik Cestica, sadrzaj vlage, stvarna, nasipna i tapkana gustina
1 porozitet.

Proto€nost se moZe odrediti eksperimentalnim metodama, kao $to su odredivanje nasipnog ugla,
merenje brzine proticanja kroz levak, metoda uz koriS¢enje Celije za smicanje ili izracunavanjem
Hausner-ovog odnosa 1 Carr-ovog indeksa (indeksa kompresibilnosti) iz nasipne i tapkane gustine
(Janssen 1 sar., 2021; Ph. Eur. 11.0). Svaka od metoda ima svoje prednosti i nedostatke. 1zazov
predstavlja odabir metode, jer rezultati proto¢nosti dobijeni razliCitim metodama merenja praskova
¢esto se mogu razlikovati (Shah 1 sar., 2023). Merenje nasipnog ugla je najcesc¢e koriS¢ena metoda za
procenu proto¢nosti praskova. Prema Ph. Eur., nasipni ugao je ugao koji formira kupa praskastog
uzorka, u odnosu na horizontalnu osnovu. lako je ova metoda Siroko koriS¢ena, moZe biti nepouzdana
za praSkove sklone segregaciji, konsolidaciji ili zadrZzavanju vazduha unutar uzorka tokom formiranja
kupe. Nedostatak ove metode je Sto jako zavisi od uredaja kojim se merenje vrsi (Shah 1 sar., 2023).

Iako je procena proto¢nosti na osnovu Hausner-ovog indeksa i Carr-ovog odnosa jednostavna metoda
za odredivanje protocnosti, koju propisuje Ph. Eur., veoma zavisi od koriS¢enih uredaja za merenje
nasipne i tapkane gustine.

Brzina proticanja materijala kroz levak je pogodnija metoda, koju takode propisuje Ph. Eur., a koja
predstavlja dinamicko odredivanje protocnosti. Brzina protoka kroz levak se obi¢no izrazava kao masa
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uzorka, koja isti¢e iz posude u jedinici vremena. Zavisi od vrste posude u kojoj se nalazi praSak,
veli¢ine 1 oblika otvora levka (Capece i sar., 2016). Vazno je kontinuirano proticanje uzorka, s obzirom
da je zaustavljanje proticanja primeceno i kod praskova sa dobrom proto¢nos¢u. Osim toga, mogu se
primetiti promene u brzini proticanja kako se levak prazni.

Koris¢enjem celije za smicanje, prema Ph. Eur. 11.0, mogu se meriti razli¢iti parametri koji opisuju
proticanje praSkova pod uticajem razlicitih sila koje deluju na uzorak, kao Sto su: otpor kretanju praska
pod delovanjem sile (engl. yield locus), ugao unutrasnjeg trenja (engl. the angle of internal friction),
sila kompresije (eng. the compressive strength), zatezna CvrstoCa (eng. temsile strength), odnos
protoCnosti (eng. flowability ratio). Postoje razliCite celije za smicanje za merenje protocnosti
praskova. Jedan tip ¢elije je translaciona Celija (engl. tramslational shear cell), koja moze biti
cilindri¢ng ili pravougaonog oblika, i formira ravan smicanja izmedu donje nepokretne baze 1 gornjeg
pokretnog dela, prstena za smicanje. Nakon konsolidacije uzorka, odreduje se sila neophodna da
pomeri uzorak pomocu gornjeg prstena. Drugi tip je rotaciona Celija (engl. rotational shear cell) koja
moze biti cilindri¢na ili u obliku prstena. Za ovu ¢eliju je potrebno manje uzorka, ali dizajn ¢éelije ne
omogucava ujednacenu raspodelu smicanja u svim delovima ¢elije (Ph. Eur. 11.0).

Za ispitivanje proto¢nosti cCelijom za smicanje Ph. Eur. 11.0 propisuje princip izvodenja
jednoosovinskog testa kompresije (engl. uniaxial compression test), koji podrazumeva primenu sile,
obi¢no vertikalne, na uzorak. Kao §to je prikazano na slici 1.12, Suplji cilindar se napuni uzorkom. Na
uzorak se primenjuje vertikalna sila konsolidacije (o1). Sto je veée smanjenje zapremine uzorka, to je
uzorak kompresibilniji. Prilikom primene sile konsolidacije, sa pove¢anjem naspine gustine dolazi do
povecanja otpora uzorka. Na ovaj nacin je uzorak konsolidovan i komprimovan. Nakon toga, prestaje
se sa delovanjem sile konsolidacije 1 Suplji cilindar se uklanja. Na konsolidovani cilindriéni uzorak se
primenjuje rastuéa vertikalna sila kompresije i1 pri odredenoj sili uzorak ne moze da se odupre (dolazi
do pucanja) 1 pocinje da se krece (protice). Sila kompresije (cc) je sila koja je dovoljna da izazove
kretanje uzorka i predstavlja specifiénu granicu proto¢nosti uzorka (eng. yield limit). Sto je veéa sila
konsolidacije (c1), vece su nasipna gustina (py) 1 sila kompresije (o).
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Slika 1.12. Jednoosovinski test kompresije (preuzeto iz Ph. Eur. 11.0)

Ukoliko se test izvodi tako da se na uzorak primenjuje vise razli€itih sila konsolidacije (o1) 1 da graficki
prikaz (o1, oc) 1 (o1, pv) zavisnosti sile kompresije (oc) 1 nasipne gustine (pp) od sile konsolidacije,
uocava se da se sa porastom sile konsolidacije povecavaju sila kompresije i nasipna gustina uzorka
(slika 1.13 a., kriva uzorka A). Kriva zavisnosti sile kompresije od sile konsolidacije se naziva funkcija
protocnosti (eng. flow function). Kriva B (slika 1.13 a) predstavlja redi slucaj krive funkcije
protoc¢nosti, gde se u levom delu krive vidi pad sile kompresije sa porastom sile konsolidacije. Funkcija
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protoCnosti se moze iskoristiti za objasSnjenje proto¢nosti praskova, tako $to se izracuna odnos
protocnosti (ffc) (eng. flowability ratio) prema jednacini (1):

ff.=2 (1)

Oc

Sto je veca vrednost ff., bolja je protoénost. Klasifikacija proto¢nosti na osnovu ff. vrednosti je
prikazana u tabeli 1.2 i slici 1.13(b).

Tabela 1.2. Klasifikacija proto¢nosti na osnovu vrednosti odnosa proto¢nosti ftc

Odnos protocnosti Klasifikacija
(ffe) protoc¢nosti
ff.<1 Neprotocan

1 <ffe<2 Veoma kohezivan

2 <ft.<4 Kohezivan

4 <ft.<10 Lako protocan

10 < ffe Veoma lako protocan
a)
K
P,
b)
ff.=1 ff=2

neprotodan

veoma lako protodan

1] =, ———

Slika 1.13. Prikaz zavisnosti nasipne gustina (gore) i sile kompresije (dole) u zavisnosti od sile
konsolidacije (a) i klasifikacija protocnosti na osnovu vrednosti ffc (b) (preuzeto iz Ph. Eur. 11.0)
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Prednost odredivanja proto¢nosti ¢elijom za smicanje je bolja kontrola izvodenja eksperimenta, ali je
metoda vremenski zahtevna, potrebne su velike koli¢ine uzorka i dobro obucen analitiar (Shah i sar.,
2023).

Uprkos jednostavnosti nabrojanih metoda za odredivanje protocnosti u pogledu izvodenja i
interpretacije rezultata, Cesti su problemi kao §to su ponovljivost, predvidljivost i osetljivost. Takode,
izazovno je uspostaviti korelaciju izmedu dobijenih rezultata i stvarnog ponaSanja praskova tokom
granulacije ili tabletiranja.

U novom poglavlju Americke farmakopeje (engl. United States Pharmacopeia, skr. USP) (USP
47/NF42, 2024), metodologija ispitivanja protocnosti na celiji za smicanje (engl. Shear cell
methodology for powder flow testing), se navodi da je ova metoda ispitivanja protocnosti praskova
jedna od najvaznijih, jer moze da se predvidi ponasanje praskova tokom proizvodnje. Ovo poglavlje
daje opis najceSce koriS€enih celija za smicanje, nacin pripreme uzorka i instrumenta, izbor uslova
merenja i interpretaciju rezultata.

Za merenje protoc¢nosti koriste se i razli¢ite vrste reometara (Dangre i sar., 2022; Moravkar i sar., 2022;
Wilkinson i sar., 2023). Reometar omogucava ponovljivo i jednostavno odredivanje proto¢nosti, kao i
simulaciju ponaSanja praskova pod uticajem razliCitih uslova, kao Sto su fluidizacija, trenje,
konsolidacije praskova pod uticajem sile kompresije (Davis 1 sar., 2018; Shimada 1 sar., 2018).

Kompresibilnost praskova predstavlja njihovu sposobnost da smanje zapreminu nakon primene sile
kompresije, $to je klju¢no tokom procesa tabletiranja. Niska kompresibilnost moze dovesti do nastanka
tableta (i kapsula) neodgovarajué¢eg kvaliteta (Brubaker i Moghtadernejad, 2024). Na kompresibilnost
uticu veli¢ina Cestica, nasipna 1 tapkana gustina, sadrzaj vlage i1 porozitet praskova. Procena
kompresibilnosti se moze vrsiti na osnovu vrednosti Hausner-ovog odnosa i Carr-ovog indeksa,
testova merenja sile tokom sabijanja pomocu prese koriste¢i Heckel-ovu 1 Kawakita-ovu jednacinu,
éelije za smicanje (jednosovinski test kompresije) i pomoéu reometra (Ozalp i sar., 2020; Wiinsch i
sar., 2019).

Poznavanjem reoloskih karakteristika praSkastih materijala olakSavaju se procesi u farmaceutskoj
industriji, smanjenjuje mogucnost proizvodnje serija leka neodgovarajuceg kvaliteta 1 povecava
efikasnost proizvodnje (Parekh i sar., 2023; Macho i sar.; 2021, Mariano, 2024). Upotreba reometara
koji simuliraju ponaSanje praSkova pod uticajem razlicitih uslova (izloZenost pritisku, struji vazduha,
trenju) predstavlja veoma koristan alat za optimizaciju formulacije i1 procesa proizvodnje. Savremeni
reometri sa specijalizovanim c¢elijama (kao Sto su celije za merenje proticanja praSkova 1 Celija za
smicanje praSkova) i naprednim softverom nude viSe metoda za karakterizaciju 1 predvidanje razli¢itih
osobina praskova tokom proizvodnje, rukovanja i skladiStenja. Razlika izmedu ove dve vrste Celija se
ogleda u tome Sto se na Celiji za proticanje praskova lakse ispituju praskovi koji imaju bolju proto¢nost,
dok je Celija za smicanje pogodnija za ispitivanje kohezivnijih praskova. Na celiji za proticanje
praskova mogu se ispitivati slede¢i parametri: zapreminski protok vazduha potreban za fluidizaciju
Cestica (engl. pressure drop), vreme potrebno da se cestice slegnu nakon fluidizacije (engl.
deaereation), sila kohezije (engl. cohesion strength), koeficijent trenja (engl. wall friction coefficient),
ugao trenja (engl. wall frinction angle), kompresibilnost (engl. compresibility), prividni viskozitet
(engl. apparent viscosity;, powder shear rate sweep), segregacija (razdvajanje) Cestica (engl.
segregation), zatezna ¢vrstoca (engl. fensile strength), permeabilnost (engl. permeability), dinamicko
proticanje (engl. dynamic flow). Na ¢eliji za smicanje praSkova se mogu ispitivati: otpor kretanju
praSkova pri delovanju sile (engl. yield locus analysis), funkcija protocnosti (engl. flow function),
vreme konsolidacije (sabijanja) uzorka (engl. time consolidation), koeficijent trenja (engl. wall friction
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coefficient), ugao trenja (engl. wall frinction angle) 1 kompresibilnost (engl. compresibility)
(Introduction in Powder Rheology, Anton Paar).

Od navedenih parametara, za procenu reoloskih karakteristika praskova najCesce se Kkoriste:
zapreminski protok vazduha potreban za fluidizaciju Cestica, vreme potrebno da se Cestice slegnu
nakon fluidizacije, sila kohezije, trenje koje nastaje izmedu Cestica praska i zida opreme (uredaja) sa
kojim su kontaktu, kompresibilnost, prividni viskozitet, dinamicko proticanju, otpor proticanju praska
pod delovanjem sile, segregacija i sl.

1.1.6. Prednosti i nedostaci ¢vrstih disperzija

Osnovni razlog za formulaciju ¢vrstih disperzija je poboljSanje rastvorljivosti slabo rastvorljivih
aktivnih supstanci. Zbog poboljSanja rastvorljivosti dolazi do povecanja i bioraspolozivosti aktivne
supstance, Sto moze voditi ka smanjenju terapijske doze i nezeljenih efekata leka (Rauseo i sar., 2021).
Zahvaljujuci disperziji aktivne supstance u amorfnom obliku unutar nosaca, brzina rastvaranja aktivne
supstance je veca, jer dolazi do naruSavanja kristalne reSetke aktivne supstance 1 nije potrebna dodatna
energija prilikom rastvaranja. U amorfnim c¢vrstim disperzijama moze do¢i do smanjenja veli¢ine
Cestica do molekulskog nivoa. Nakon rastvaranja nosaca, supstanca je izlozena medijumu u vidu finih
Cestica vecée specificne povrsine, §to rezultira boljom rastvorljivoséu i, ocekivano, ve¢om apsorpcijom i
bioraspolozivos¢u (Greeshmika i sar., 2021; Malkawi i sar., 2022). U ovakvom sistemu, nosa¢ moze
spreciti naknadnu agregaciju Cestica, koja bi mogla negativno uticati na rastvorljivost aktivne
supstance. U zavisnosti od kori§¢enog nosafa, mogu nastati poroznije ¢vrste disperzije u odnosu na
aktivhu supstancu, $to moze rezultirati boljim kvasenjem i rastvaranjem. Odredeni nosa¢i imaju
osobine povrsinski aktivnih materija (PAM), Sto moZe dodatno olakSati kvaSenje supstance i povecati
njenu rastvorljivost (Greeshmika i sar., 2021). Odabrani nosa¢, zahvaljuju¢i svojim osobinama i
nastalim medumolekulskim interakcijama sa aktivnom supstancom, moze da inhibira rekristalizaciju
aktivne supstance 1 na taj nacin utice na rastvorljivost, kao 1 na stabilnost ¢vrste disperzije (Bhujbal i
sar, 2021).

Jedna od prednosti primene amorfnih Cvrstih disperzija u farmaceutskoj industriji je mogucnost
inkorporiranja mnogo vecih doza slabo rastvorljivih aktivnih supstanci, uz smanjenje mase tablete
(Mudie 1 sar., 2020a; Mudie 1 sar; 2020b). Formulacijom ¢vrstih disperzija moZe se znacajno povecati
udeo aktivne supstance u finalnom farmaceutskom obliku, u poredenju sa konvencionalnim
formulacijama. Ovakav pristup je izabrala kompanija Astra Zeneca kada je reformulisala lek
Lynparza® kapsule, koje sadrze 50 mg olapariba. Lek je namenjen za lecenje karcinoma jajnika, u
terapijskoj dozi od 800 mg (16 kapsula dnevno), $to je neprakti¢no i teSko za primenu. Reformulisane
tablete su sadrZale ¢vrstu disperziju olapariba (u dozi 150 mg i 200 mg ) sa nosa¢em kopovidonom, i na
ovaj nacin je doza aktivne supstance uvecana 3 1 4 puta, u odnosu na konvencionalne kapsule. Takode,
primenom tableta sa ¢vrstom disperzijom je znacajno povecana bioraspolozivosti olapariba, ¢ime je
omoguceno smanjenje terapijske doze na 300 mg, Sto je znacajno povecalo komplijansu pacijentkinja
(Bechtold i sar., 2013; Mudge 1 sar, 2016).

Sli¢no, drugi autori (Mudie i sar., 2020a) su formulacijom ¢vrstih disperzija povecali udeo aktivne
supstance erlotinib u tabletama sa 18% na 29%, pri ¢emu je masa tableta smanjena sa 585 mg na 350
mg. Za dobijanje &vrstih disperzija kori$éen je polimer Eudragit® L100 (metakrilna kiselina —
metilmetakrilat kopolimer 1:1) i metoda susenja raspriivanjem. Cvrste disperzije su zatim granulisane
sa 29% rastvorom HPMCAS H, pomeSane sa laktozom 1i silicijum dioksidom 1i tabletirane. Brzina
rastvaranja aktivne supstance iz obe formulacije tableta (pre 1 posle povecanja doze/smanjenja mase
tablete) je bila slicna. Formulacijom cvrste disperzije je omoguéeno povecanje doze erlotiniba u
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tabletama 1 smanjenje mase tablete za 40%, bez negativnog uticaja na brzinu rastvaranja aktivne
supstance.

Studije na Zivotinjama su pokazale dobru podnosljivost Cvrstih disperzija kada se za njihovu
proizvodnju koriste poznati, provereni, dugo upotrebljavani nosaci, koje FDA navodi kao bezbedne
(He 1 Ho, 2015). Koris¢enjem jednog ili kombinacije viSe nosaca, u zavisnosti od aktivne supstance 1
terapijske primene, moze se obezbediti primena leka sa trenutnim, produzenim ili kontrolisanim
oslobadanjem aktivne supstance (Tambe i sar., 2022). Cvrste disperzije su, u mnogim objavljenim
studijama, pokazale poboljSanje in vitro brzine rastvaranja, ali i poboljSanje bioraspolozivosti u in vivo
studijama na Zivotinjama i ljudima (Jergensen i sar., 2023; Huang i sar., 2022; Nupur 1 sar., 2023;
Oliveira i sar., 2020; Tran i sar., 2013). Jedan od novijih primera za znacajno povecanje
bioraspoloZivosti itrakonazola su kapsule Tolsura® (Mayne). Ovaj lek sadrzi ¢évrstu disperziju sa
itrakonazolom i polimerom hipromeloza-ftalatom kao nosa¢em, a koja je proizvedena metodom suSenja
rasprSivanjem. Polimer ima pH-zavisnu rastvorljivost 1 rastvara se u crevima. Konvencionalno
proizvedena formulacija kapsula sa itrakonazolom sadrzi aktivnu supstancu u kristalnom obliku, koja
se oslobada i rastvara u Zelucu. Primenom leka Tolsura®, aktivna supstanca se rastvara u tankom crevu,
S$to je postignuto formulacijom cvrste disperzije, a in vivo studija na ljudima je pokazala povecanje
bioraspolozivosti itrakonazola do 90%, u poredenju sa konvencionalnim kapsulama. Takode, smanjena
je terapijska doza itrakonazola, kao 1 interindividualne varijacije u terapiji (Rauseo i sar., 2021).

Tokom razvoja ¢vrstih disperzija mogu se pojaviti razliCiti izazovi, kao Sto su fizicka i hemijsku
nestabilnost tokom izrade/proizvodnje i1 roka upotrebe, izbor odgovaraju¢e metode izrade/proizvodnje i
potreba za odredenom specificnom opremom za proizvodnju, ograni¢ena reproduktivnost proizvodnog
procesa 1 fizickohemijskih karakteristika ¢vrstih disperzija, problemi obrade ¢vrstih disperzija u finalne
farmaceutske oblike, kao i otezan prenos proizvodnje sa laboratorijskog na industrijski nivo (Iyer i sar.,
2021; Pandi 1 sar., 2020; Samsoen 1 sar., 2024). Stabilnost ¢vrstih disperzija moze biti ugrozena zbog
uticaja spoljasnjih uslova (vlage, temperature), nedovoljne homogenosti ¢vrstih disperzija, razdvajanja
faza, rasta kristala ili rekristalizacije aktivne supstance iz amorfnog u stabilni kristalni oblik. Da bi se
osigurala optimalna stabilnost ¢vrste disperzije, molekulska mobilnost unutar ¢vrstih disperzija se mora
smanjiti na najmanji mogu¢i nivo, §to se moze posti¢i, koris¢enjem odgovarajucih nosaca, koji ¢e
obezbediti dobro meSanje, povecati Ty Cvrste disperzije, 1 obezbediti uspostavljanje medumolekulskih
interakcija izmedu nosaca 1 aktivne supstance (Haser i Zhang, 2018). Poznavanje osobina aktivne
supstance kao Sto su rastvorljivost, lipofilnost i tendencija ka rekristalizaciji su neophodni pilikom
formulisanja Cvrstih disperzija. Aktivna supstanca koja pokazuje manju i sporiju rekristalizaciju ¢e
imati bolju rastvorljivost 1 stabilnost. Higroskopan nosa¢ moze biti uzrok nestabilnosti, pa je
razmatranje fiziCkohemijskih osobina i aktivne supstance i nosaa neophodno za izbegavanje problema
nestabilnosti Cvrstih disperzija (Mariano, 2024). Pravilan izbor vrste 1 udela nosaca, kao 1 metode
izrade/proizvodnje su kljuéni za postizanje dugotrajne stabilnosti ¢vrstih disperzija (Lee 1 sar., 2021;
Patel i sar., 2022; Yu i Hoag, 2024).

Veliki udeo nosaca u ¢vrstoj disperziji je Cesto neophodan, kako bi se postiglo Zeljeno povecanje brzine
rastvaranja aktivne supstance, a to moze da otezava izradu/proizvodnju finalnog farmaceutskog oblika
sa ¢vrstim disperzijama. Veliki izazov predstavlja formulacija tableta 1 kapsula sa ¢vrstim disperzijama,
jer su navedeni farmaceutske oblici lekova ograni¢eni masom i dimenzijama.

Izrada/proizvodnja ¢vrstih disperzija moze biti oteZana na standardnoj opremi zbog Ceste lepljivosti ili
zilave konzistencije, sliéne vosku. Prenos proizvodnje sa laboratorijskog na industrijski nivo moze
predstavljati problem, Sto je jedan od glavnih razloga Sto se farmaceutski oblici lekova sa Cvrstim
disperzijama ne nalaze na trziStu u ve¢em obimu. Procesi, kao $to su topljenje 1 hladenje tokom
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izrade/proizvodnje Cvrstih disperzija, kao i isparavanje vece koliine rastvarata kada se proizvode
velike serije ¢vrstih disperzija mogu biti otezani, jer zahtevaju dugo vreme i veliki utroSak energije,
zbog Cega ovakva proizvodnja moze biti neekonomicna i1 ekoloski neprihvatljiva.

1.2. In silico modeli za procenu apsorpcije, distribucije i bioraspoloZivosti aktivne
supstance

Primena racunarski podrzanog modelovanja i simulacija (in silico modelovanje) sve vise dobija na
znacaju u razvoju farmaceutskih oblika lekova. Jedan od alata in silico modelovanja 1 simulacija jeste
,fizioloski zasnovano farmakokinetiCko modelovanje* (engl. Physiologically-based pharmacokinetic
modelling, skr. PBPK), koje predstavlja alat za analizu 1 predvidanje procesa apsorpcije, distribucije,
metabolizma i eliminacije (ADME) aktivne supstance u organizmu.

Nedavno je uveden i noviji termin ,fizioloski zasnovano biofarmaceutsko modelovanje* (engl.
Physiologically Based Biopharmaceutics Modeling, skr. PBBM), koje predstavlja alat za mehanisti¢ku
interpretaciju i predvidanje apsorpcije 1 distribucije aktivne supstance, jer uspostavlja vezu izmedu
fizickohemijskih osobina aktivne supstance, karakteristika formulacije i1 farmaceutskog oblika i
specifi¢nih fizioloskih uslova u organizmu, kako bi se razumeo uticaj ovih faktora na rastvaranje,
apsorpciju i distribuciju aktivne supstance u GIT (Heimbach i sar., 2019; Wu i Li, 2023). PBBM moze
da predvidi kako promene u formulaciji, koje imaju uticaj na in vitro profil rastvaranja aktivne
supstance, mogu da uti¢u na in vivo apsorpciju i farmakokineticki profil aktivne supstance (Bhattiprolu
1 sar. 2022; Laisney i sar., 2022; Mackie i sar., 2024). KoriS¢enjem PBBM mozZe se ispitati kako
promena odredenih osobina aktivne supstance i formulacije (veli¢ina Cestica, rastvorljivost, brzina
rastvaranja aktivne supstance), ili fizioloSkih karakteristika, uti¢e na apsorpciju i biolosku raspolozivost
aktivne supstance i na taj nacin se mogu identifikovati najznacajniji faktori koji uti¢u na brzinu i obim
apsorpcije, distribucije 1 bioraspolozivosti aktivne supstance. PBBM se moze koristiti u razlicitim
fazama razvoja leka, ukljucujuci izbor formulacije, razvoj bio-prediktivnih metoda za ispitivanje brzine
rastvaranja, ispitivanje uticaja hrane na bioraspoloZivost aktivne supstance i predvidanje lek-lek
interakcija (Wu 1 Li, 2023). In silico modelovanje zahteva manje vremena i resursa za ispitivanje
uticaja osobina aktivne supstance i farmaceutskog oblika leka na bioraspolozivost, u poredenju sa in
vivo ispitivanjima (Cviji¢ 1 sar., 2018). MozZe se koristiti kao prakti¢no reSenje za ekstrapolaciju
farmakokinetickih profila razli¢itih doza ili puteva primene, etnickih i populacija razli¢itog uzrasta, kao
1 u slucajevima gde je teSko sprovesti kliniCke studije (Cviji¢ i sar., 2018; Shi 1 sar., 2021).
Komercijalni softverski paketi nude moguénost izbora fizioloskih parametara i moguénost modelovanja
za razliite zivotinjske vrste, a za ljudsku populaciju se mogu odabrati fizioloski parametri ispitanika
(telesna masa, pol 1 uzrast) i etniCka pripadnost. Veliki izazov prilikom dizajna modela predstavlja
pravilan izbor i unos podataka. Podaci koji opisuju fizioloske procese, ukoliko su dostupni, se
preuzimaju iz literature i odnose se na prosetne podatke za ciljnu populaciju ljudi ili zZivotinja.
Medutim, ovi podaci su ponekad teSko dostupni zbog ogranicenih ili nedovoljnog broja objavljenih
studija, posebno kada je reC¢ o specificnim populacijama kao S§to su pedijatrijska i gerijatrijska
populacija, trudnice i populacije sa razliitim bolestima (Hartmanshenn i sar., 2016). OlakSavajuca
okolnost je Sto savremeni softveri danas poseduju integrisane podatke za fizioloSke procese za razliCite
populacije i zdravstvena stanja. PBPK/PBBM modelom se mogu simulirati uslovi odredenih
patofizioloskih stanja (bolesti jetre, bubrega, transportnih sistema), koja uti¢u na farmakokinetiku
aktivne supstance. Stalni razvoj softvera i1 proSirenje softverskih baza podataka omogudili su
modelovanje za posebne populacije, kao $to su trudnice, dojilje, pedijatrijska 1 gerijatrijska populacija.
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Razvoj PBBM modela temelji se na poznavanju tri grupe ulaznih podataka: biofarmaceutskih osobina
aktivne supstance (fizickohemijska i farmakokineti¢ka svojstva), osobina formulacije leka i fizioloskim
karakteristikama organizma. Ulazni podaci za izgradnju modela mogu se dobiti eksperimentalno,
koristiti in silico predvideni podaci iz odgovarajuceg softvera ili se mogu preuzeti iz literature. Pored
podataka specifi¢nih za aktivnu supstancu i fizioloskih karakteristika organizma, za PBBM model je
neophodno odabrati i/ili uneti podatke koji se odnose na ispitivanu formulaciju, kao $to su, na primer,
profil brzine rastvaranja aktivne supstance, farmaceutski oblik, veli¢ina Cestica aktivne supstance, doza
i nain doziranja, zapremina uzete tecnosti sa lekom, primena leka u stanju sitosti/gladi.

Jedan od znacajnih programskih softvera koji se koristi za in silico modelovanje je GastroPlus™
(Simulation Plus Inc., SAD), softverski paket zasnovan na mehanistickim modelima, koji simulira
brzinu oslobadanja, apsorpciju, farmakokinetiku, farmakodinamiku i bioraspolozivost aktivne
supstance kod ljudi ili zivotinja. Omogucava prilagodavanje izgradenih farmakokinetickih modela na
osnovu podataka iz objavljenih klinic¢kih studija, a zatim koriS¢enje dobijenih modela za predvidanje
uticaja promene doze, farmaceutskog oblika i1 rezima doziranja na apsorpciju, distribuciju i
bioraspolozivost aktivne supstance. Softver omogucava i uspostavljanje korelacija izmedu in vitro i in
vivo podataka (Cviji¢ 1 sar., 2021). Na ovaj nacin moguce je predvideti kriticna svojstva aktivne
supstance 1 farmaceutskog oblika, koja uti¢u na brzinu rastvaranja i bioraspolozivot leka, ¢ime se moze
ubrzati razvoj i izbor formulacije (Heimbach i sar., 2019).

Regulatorna tela, kao Sto su Evropska agencija za lekove (engl. European Medicine Agency, skr. EMA)
1 Americka uprava za hranu 1 lekove (engl. Food and Drug Administration, skr. FDA) su prepoznale
vaznost in silico modelovanja u farmaceutskoj industriji i objavile su smernice za njihovu upotrebu
(EMA: Guideline on Reporting of physiologically based pharmacokinetics (PBPK) modeling and
simulation (2018); FDA: Physiologically Based Pharmacokinetic Analyses — Format and Content
Guidance for industry (2018)), kako bi se obezbedilo da se modeli razvijaju 1 koriste na odgovarajuci 1
transparentan nacin.

Matematicki modeli, koji prikazuju prolazak aktivne supstance kroz GIT, kao 1 brzinu 1/ili stepen njene
apsorpcije, ¢ine sastavni deo PBBM modela za predvidanje ponasanja lekova primenjenih oralnim
putem. Jedan od prvih fizioloSki zasnovanih modela, koji je razvijen za predvidanje brzine i stepena
apsorpcije aktivne supstance nakon peroralne primene je tzv. CAT model (engl. Compartamental
Absorption and Transit Model, skr. CAT). CAT model obuhvata Zeludac, tanko crevo i kolon, a
apsorpcija aktivne supstance se prema ovom modelu predvida samo u tankom crevu. Tanko crevo je
podeljeno na sedam regiona, koji se razlikuju prema duzini i zapremini tecnosti 1 nisu u vezi sa
anatomskim celinama, a vreme prolaska leka kroz svaki segment je jednako (SimulationPlus Inc.,
SAD). Unapredenjem CAT modela, dobijen je unapredeni prostorni model apsorpcije i transporta
aktivne supstance kroz GIT (engl. Advanced Compartmental Absorption and Transit Model, skr.
ACAT), koji pruza detaljan prikaz humanog GIT-a i1 procesa kroz koje lek prolazi u razliitim
regionima GIT-a. Za razliku od osnovnog prostornog modela apsorpcije i transporta aktivne supstance
kroz GIT (CAT), po kojem je, kako je navedeno, tanko crevo podeljeno na sedam regiona, ACAT
model deli GIT na devet regiona, gde su pored tankog creva kao regioni uklju€eni i zeludac i1 kolon.
Svaki od regiona je okarakterisan zapreminom tecnosti, pH vrednos¢u 1 viemenom prolaska (Bermejo 1
sar., 2020). Ovo poboljSanje modela je doprinelo preciznosti predvidanja apsorpcije aktivnih supstanci
kod kojih apsorpcija nije potpuna u tankom crevu, a omogucava predvidanje apsorpcije 1 za preparate
sa modifikovanim oslobadanjem. ACAT model predvida da se u svakom regionu GIT-a aktivna
supstanca moze nalaziti u Sest oblika: neoslobodena, nerastvorena, rastvorena, degradirana,
metabolizovana i apsorbovana. Takode, model uzima u obzir pH-zavisnu rastvorljivost i brzinu
rastvaranja aktivne supstance, apsorpciju u svim delovima GIT-a, metabolizam prvog prolaza u zidu
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creva 1 jetri, kao 1 precipitaciju 1 degradaciju aktivne supstance. Kada supstanca ude u enterocite,
smatra se da je apsorbovana (SimulationPlus Inc., SAD).

ACAT model, u okviru Gastroplus™ softvera, je povezan sa prostornim (engl. compartmental)
farmakokinetiCkim modelom (jednoprostorni, dvoprostorni i troprostorni) i kompletnim fizioloski-
zasnovanim farmakokinetickim (engl. full’'whole body Physiologically-Based Pharmacokinetic, skr.
PBPK) modelom, kako bi se simulirali distribucija i metabolizam leka i1 predvideli farmakokineticki
parametri. Shematski prikaz ACAT prostornog i kompletnog PBPK modela u sklopu GastroPlus™ je
dat na slici 1.14. Prostorni model je relativno jednostavan, ali zahteva prethodno poznavanje
farmakokinetickih parametara aktivne supstance, kao Sto su klirens (Cr), volumen distribucije (V) i
konstante distribucije izmedu pojedinih prostora (ki2, ko1, ki3, ksi). Aktivna supstanca se u ovom
modelu raspodeljuje u jedan (centralni) i/ili dva, odnosno tri prostora u organizmu. Ovi prostori ne
predstavljaju anatomske ili fizioloske celine, nego hipoteticke, farmakokineticke celine. Kompletan
PBPK model se sastoji iz organa (srce, mozak, pluca, bubrezi, koza, reproduktivni organi) i tkiva
(masno 1 mi$i¢no), koji su medusobno povezani sistemskom cirkulacijom. Kompletan PBPK model
detaljnije opisuje fizioloske karakteristike odabrane populacije u odnosu na prostorne modele i
omogucava, osim predvidanja koncentracije leka u plazmi tokom vremena, predvidanje izloZenosti
leku razli¢itih tkiva ili organa. Kompletni PBPK model je komplikovaniji za izgradnju i zahteva
poznavanje veceg broja podataka. Svaki organ ili tkivo opisan je odgovarajuéim parametrima (sastav,
veli¢ina, masa, prokrvljenost, metaboli¢ka aktivnost tkiva, ekspresija transportera) dok su organi i tkiva
medusobno povezani ,,regionima” koji predstavljaju arterijski 1 venski krvotok. Raspodela aktivne
supstance unutar svakog organa/tkiva je ogranicena perfuzijom krvi kroz tkivo ili permeabilnoséu
aktivne supstance (Jones i Rowland-Yeo, 2013). Koji od modela ¢e biti odabran zavisi od ciljeva
istrazivanja, dostupnosti podataka, zahtevnosti aktivne supstance i nivoa zeljenih podataka za
simulaciju (Lin i Wong, 2017; Olivares-Morales i sar., 2016).
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Slika 1.14. Shematski prikaz ACAT prostornog i kompletnog PBPK modela u sklopu GastroPlus™
softvera (prilagodeno iz Simulation plus, Inc., SAD)

Tacnost 1 pouzdanost modela se proverava validacijom modela, na osnovu klini¢kih studija. Podaci iz
klinickih studija, koji se koriste za prilagodavanje i validaciju modela se preuzimaju iz objavljenih
studija, zbog ¢ega su obi¢no dostupni samo prosecni podaci za ispitivanu populaciju, a ne individualni
profili koncentracije leka u plazmi u toku vremena. Obi¢no se porede profili koncentracije leka u
plazmi tokom vremena i farmakokineti¢ki parametri, kao $to su maksimalna koncentracija leka u
plazmi (Cmax), vreme postizanja maksimalne koncentracije leka u plazmi (tmax) 1 vrednosti ,,povrSine
ispod krive” (PIK). Ukoliko nisu dostupni podaci iz klini¢kih studija, validacija modela se moze izvrsiti
1 na osnovu pretklinickih ili in silico predvidenih podataka (Kesisoglou i Mitra, 2017). Ovakav pristup
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moze da pokaze neusaglasenost izmedu predvidenih podataka 1 in vivo podataka iz kasnije sprovedenih
studija. Prednost se uvek daje eksperimentalnim podacima, bilo da se radi o in vitro ili in vivo
podacima, kada god je to moguce izvesti. Takode, ako neki parametri nisu dostupni, potrebno ih je
optimizovati. Preporucuje se da se validacija radi sa viSe doza i puteva primene, ukoliko za to postoje
dostupni podaci (Kuepfer i sar., 2016).

Jedna od kljuc¢nih karakteristika PBBM modela je analiza osetljivosti parametara (engl. Parametar
Sensitivity Analysis, skr. PSA), koja se koristi za procenu uticaja ulaznih parametara, kao $to su osobine
aktivne supstance i1 formulacije (veli¢ina Cestica, rastvorljivost, brzina rastvaranja) ili fizioloskih
karakteristika (promena pH vrednosti u GIT-u, vremena prolaska kroz GIT) na apsorpciju i
bioraspolozivost aktivne supstance. Na ovaj na¢in se mogu identifikovati kriticni faktori koji uti¢u na
brzinu i obim apsorpcije aktivne supstance i optimizovati razvoj formulacije kako bi se dobio zeljeni
terapijski ishod (Cviji¢ i sar., 2021). Tokom razvoja formulacije leka vazno je proceniti kako promene
u formulaciji uti¢u na oslobadanje aktivne supstance in vivo i1 kako te promene uti¢u na koncentraciju
aktivne supstance u plazmi tokom vremena. Podaci o in vifro rastvaranju aktivne supstance
predstavljaju jedan od klju¢nih ulaznih parametara za primenu PBBM modela (Han i sar., 2022).
Ukoliko se poznaju i razumeju faktori formulacije koji uticu na in vitro brzinu rastvaranja aktivne
supstance, a koji mogu imati uticaj na in vivo farmakokineti¢ki profil, mogu se spreciti promene u
formulaciji koje uticu na efikasnost 1 bezbednost leka prilikom primene na pacijentima (Laisney 1 sar.,
2022). Zbog toga je vazno razviti i odgovarajucu metodu za ispitivanje in vitro brzine rastvaranja, koja
¢e na adekvatan nacin pokazati uticaj varijabilnosti uslova u GIT na brzinu rastvaranja aktivne
supstance iz formulacije (Kollipara i sar., 2024). Kao ulazni podatak u PBBM modelu moze se koristiti
1 predvideni profil rastvaranja, zasnovan na Johnsonovoj jednacini (Han i sar., 2022).

Prakti¢na upotreba PBBM je znaajno porasla poslednjih nekoliko godina (Anand i sar., 2022, Han i
sar., 2022, Heimbach i sar., 2021, Wu 1 sar., 2021, Wu 1 sar., 2023). Cinjenica da PBBM moze da
simulira in vivo ponaSanje aktivne supstance prilikom izmena u formulaciji 1 uporedi njihovu relativnu
bioraspolozivost, ostavlja moguénost da se ovaj in silico alat u buduénosti vise koristi umesto studija
bioekvivalencije. Zbog mogucnosti koje trenutno nudi i uzimajuéi u obzir aktualne trendove, PBBM
modelovanje bi uskoro moglo postati sastavni deo procesa razvoja formulacija lekova, Sto bi svakako
olakSalo i1 ubrzalo razvoj novih lekova.
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1.3. Klopidogrel-hidrogensulfat

Fizickohemijske osobine

Klopidogrel (hemijski naziv: metil (2S)-2-(2-hlorofenil)-2 [6,7-dihidrotieno[3,2-c]piridin-5(4H)-
il)acetat (slika 1.15)) je uljasta, veoma viskozna teCnost, nestabilna na poviSenoj temperaturi i u
prisustvu vlage, zbog cCega se koristi u obliku soli, najc¢es¢e klopidogrel-hidrogensulfata (sin.
klopidogrel-bisulfat). Postoje i druge soli (besilat, hidrohlorid, napadisilat, rezinat) koje se zbog
nedovoljno studija o bezbednosti i efikasnosti retko koriste (Tsoumani 1 sar., 2015; Zupancic 1 sar.,
2010).

Klopidogrel-hidrogensulfat pripada klasi I BSK, jer ima nisku rastvorljivost i visoku permeabilnost.
Niska rastvorljivost ogranicava njegovu bioraspolozivost 1 terapijsku efikasnost (Collete i sar., 2021;
Coons 1 sar., 2022). Dodatni problem predstavlja i pH-zavisna rastvorljivost (s povecanjem pH
vrednosti, rastvorljivost klopidogrel-hidrogensulfata opada), $to uzrokuje loSu apsorpciju iz creva i
smanjenu efikasnost (Chen i sar., 2022; El-Laithy i sar., 2019; Irshad i sar., 2019). Takode, moze do¢i
do precipitacije lekovite supstance u crevima (Singh 1 sar., 2023) kao i do problema vracanja
apsorbovanog klopidogrel-hidrogensulfata u lumen creva posredstvom P-glikoproteinskog transportnog
sistema (El-Laithy 1 sar., 2019). Klopidgrel-hidrogensulfat se moZe na¢i u vise polimorfnih oblika, ali
se jedino polimorfni oblici I i II koriste u proizvodnji farmaceutskih oblika, zbog vece stabilnosti i
bioraspolozivosti (Koradia i sar., 2004; Zupancic i sar., 2010).

|
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N
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—

Slika 1.15. Strukturna formula klopidogrela (preuzeto od Cvetkovski i sar., 2024)

Zbog specificnih fiziCkohemijskih osobina, postoje problemi i1 tokom procesa proizvodnje
farmaceutskih oblika sa klopidogrel-hidrogensulfatom. Budu¢i da sadrzi estarsku vezu i hiralni C-atom,
koji su uzrok nestabilnosti molekula, pod uticajem poviSene temperature 1 vlage moze da dode do
degradacije molekula ili inverzije hiralnog centra (prelazak D-izomera u L-izomer) §to utiCe na
stabilnost leka. Ova promena se moZe desiti 1 tokom procesa tabletiranja, pod uticajem visokih sila/
pritisaka kompresije. L-izomer ne ispoljava terapijski efekat inhibicije agregacije trombocita, a moZze
da dovede do konvulzija (Zhao, 2014). Takode, klopidogrel-hidrogensulfat jako adsorbuje vlagu, pa se
moze javiti i problem lepljenja na delove masine u toku procesa tabletiranja (Zhao, 2014; Sherman,
2002).

Dugi niz godina se sprovode istraZivanja u cilju prevazilaZzenja navedenih problema vezanih za
klopidogrel-hidrogensulfat, koriS¢enjem razli¢itth formulacionih pristupa kao S§to su teno-Cvrsti
sistemi (Ali 1 sar., 2021); ¢vrste disperzije (Correa Soto i sar., 2022); submikronske emulzije (Chen i

43



Ehlimana Osmanovi¢ Omerdié Doktorska disertacija

sar., 2022); kubozomi (El-Laithy i sar., 2019; Hakeem 1 sar., 2020); upotreba plutaju¢ih mikronosaca
(Irshad i sar., 2019) i gradenje kompleksa sa ciklodekstrinima (Singh i sar., 2023).

Mehanizam delovanja i indikacije

Klopidogrel je inhibitor aktivacije i1 agregacije trombocita, jer ima afinitet da se ireverzibilno vezuje za
purinski P>Y12 receptor trombocita, zbog Cega spreCava aktivaciju trombocita i nastanak tromba.
Dokazano smanjuje ucestalost ishemijskog mozdanog udara, infarkta miokarda i nestabilne angine
pektoris kod pacijenata sa kardiovaskularnim aterosklerotskim oboljenjima (FDA, 2009; Jourdi i sar.,
2022).

Klopidogrel je pro-lek, 85-90% primenjene doze prolazi intenzivni metabolizam prvog prolaza kroz
jetru, gde se posredstvom enzima hidrolizira u nekativni metabolit, klopidogrel karboksilnu kiselinu.
Ostatak od 10-15% primenjene doze se metaboliSe u dve reakcije oksidacije u aktivni oblik
klopidogrela (Lee i sar., 2022). Samo oko 2% primenjene doze klopidogrela se metaboliSe u aktivni
oblik, koji stize u sistemsku cirkulaciju (FDA, 2009; Jiang 1 sar., 2015). Zbog ovih osobina
klopidogrela, u terapiji se koriste visoke doze (300 - 600 mg), pogotovo u akutnim i hitnim stanjima
(Singh 1 sar., 2023). Kod znacajnog broja pacijenata (5 - 40%), koji su na terapiji klopidogrelom se ne
postize ocekivani terapijski odgovor, a ispoljavaju se nezeljeni efekti, od kojih je najozbiljniji pojava
krvarenja (intrakranijalna krvarenja i krvarenja u GIT-u), a postoji 1 povecan rizik od ponovljenog
kardiovaskularnog incidenta (Chen i sar., 2022). Lo$§ odgovor na terapiju i izraZzene interindividualne
varijacije mogu biti uzrokovane staroS¢u pacijenta, genetiCkim polimorfizmom citohromskog
enzimskog sistema CYPss0 (0od Cega je za metabolizam klopidogrela najvazniji CYP2Cio), velikom
reaktivno$¢u trombocita 1 interakcijama sa drugim lekovima.

Iako su uvedeni noviji P2Y 12 inhibitori, kao Sto su prasugrel i tikagrelol, klinicke studije na velikom
broju pacijenata nisu pokazale znacajne prednosti novih lekova u pogledu efikasnosti 1 bezbednosti u
odnosu na klopidogrel (Patti i sar., 2022; van den Broek 1 sar., 2022). U isto vreme, upotreba
tikagrelola 1 prasugrela je povezana sa povecanim rizikom od nezeljenih dejstava, u prvom redu
krvarenja, koja mogu biti 1 fatalna, ali 1 efekata koji nisu povezani sa krvarenjem, kao $to je Cesta
pojava apneje, posebno kod upotrebe tikagrelola (Coons i sar., 2022; De Luca i sar., 2016; Zocca i sar.,
2017).

Mnogo je ¢es¢i prekid terapije novim lekovima zbog nezeljenih dejstava, u poredenju sa klopidogrelom
(Neumann 1 Sousa-Uva, 2019; van den Broek i sar., 2022). Klopidogrel je odobren za veéi broj
indikacija, u poredenju sa tikagrelolom i prasugrelom. Takode, prasugrel se ne preporucuje kod
pacijenata sa niZom telesnom masom, starijih pacijenata i pacijenata sa prethodnom istorijom
ishemijskog napada 1 mozdanog udara (Essa i sar., 2023). Noviji lekovi zbog svoje cene, ucestalosti
kardiovaskularnih bolesti 1 dugotrajnosti le¢enja, podrazumevaju i velike troSkove lecenja, Sto
predstavlja opterecenje za ekonomski siromaSnije zemlje (Essa i1 sar., 2023). Zbog navedenih
nedostataka leCenja novijim lekovima, uveden je termin “de-eskalacije” koji podrazumeva prebacivanje
pacijenata leCenih novijim P>Y 2 inhibitorima na klopidogrel, u slu€aju pojave nezeljenih efekata, kao 1
zbog smanjenja troskova lecenja (Neumann i Sousa-Uva, 2019; Sibbing i sar., 2017; van den Broek i
sar., 2022). Kod starijih pacijenata, pacijenata sa dijabetesom 1 onih sa ve¢im rizikom od krvarenja,
daje se prednost klopidogrelu za lecenje bolesti u odnosu na novije lekove i aspirin (Ferlini i sar., 2018;
Gimbel i sar., 2020; Neumann i Sousa-Uva, 2019; Rhee i1 sar., 2023; Tscharre i sar., 2017).

S obzirom na prisustvo P>Yi2 receptora u mnogim imunoloskim ¢elijama primecena je uloga
klopirogrela u moduliranju upalnih procesa u organizmu, te se sve vise istrazuje primena klopidogrela
kod bolesti kao Sto multipla skleroza (Micklewright 1 sar., 2018), Alchajmerova bolest (Khalaf i sar.,
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2020), pluéne bolesti kao Sto su upala pluca i astma (Mansour i sar., 2020), sepsa (Assinger 1 sar., 2018;
Wang i sar., 2018) i ateroskleroza (Kuszynski i Lauver, 2022; Mansour i sar., 2020; Zhang 1 sar.,
2022). Primec¢eno je i pozitivno delovanje klopidogrela kod promena na krvnim sudovima nastalih
zbog delovanja visokog krvnog pritiska (Kuszynski i Lauver, 2022; Wang i sar., 2019) i prevenciji
demencije (Pan i sar., 2022). Klopidogrel je ispitivan i kao potencijalni novi lek za tretman virusa
gripa, 1 pokazalo se da smanjuje broj inficiranih ¢elija, kao i smanjenje replikacije virusa gripa
(Kuszynski i Lauver, 2022; Orr-Burks 1 sar., 2021).

Moguénost primene klopidogrela dobila je na znacaju otkricem da su trombociti vazan deo
mikrookruzenja razlicitih karcinoma, a njihova aktivacija dovodi do pogorSanja stanja bolesti, rasta
tumora i nastanka metastaza. Iz ovih razloga se intenzivno sprovode istrazivanja o ulozi trombocita u
nastanku i progresiji karcinoma, kao 1 terapije koja bi delovala na njih, kako bi se pronasli novi pristupi
za dijagnozu, prognozu i leCenju razlicitih tipova karcinoma (Ankus 1 sar., 2018; Huong i sar., 2019;
Marx 1 sar., 2019; Pavlovic 1 sar., 2019; Zhang i sar., 2023). Do sada, primena klopidogrela je dala
znacajne rezultate u leCenju melanoma (Jantsch i sar., 2023); karcinoma pankreasa (Palacios-Acedo i
sar., 2021), karcinoma kolona (Kuan 1 sar., 2019; Jovani i sar., 2019; Rodriguez-Miguel i sar. 2018)
karcinoma prostate i karcinoma dojke (Porshneva i sar., 2018; Smeda i sar., 2018). U dve velike studije
sa preko 180 000 pacijenata, i trajanju studije duzem od 5 godina, dokazano je da pacijenti koji su
koristili klopidogrel i aspirin u terapiji imaju manji rizik od obolevanja od kancera u poredenju sa
ispitanicima koji su koristili samo aspirin ili nisu uopste koristili antitrombocitnu terapiju. S obzirom na
ove rezultate, pozitivan efekat na smanjenju incidence novih karcinoma se moze pripisati klopidogrelu
(Leader i sar., 2015; Leader i sar., 2017).

Farmakokineticke osobine

Klopidogrel se brzo apsorbuje u GIT-u nakon inicijalne i ponovljene doze od 75 mg. Srednje vrednosti
maksimalne koncentracije nepromenjenog klopidogrela u plazmi su oko 2,2 - 2,5 ng/ml nakon
inicijalne oralne doze od 75 mg 1 postizu se za oko 45 minuta nakon primene leka. Cmax aktivnog
metabolita nakon primene jednokratne inicijalne doze od 300 mg klopidogrela je dvostruko veca od
Cmax nakon 4 dana primene doze od 75 mg. Cmax za dozu 300 mg postiZe se 30 do 60 minuta nakon
doziranja. Horenstein 1 sar. (2014) navode da je sa povecanjem doze klopidogrela sa 75 mg na 150 mg 1
300 mg doSlo do povecanja koncentracije aktivnog metabolota za 1,5 1 2,2 puta, §to ukazuje da
metabolizam klopidogrela nije linearan. Rezultati in vitro studija (Taubert 1 sar., 2006) pokazuju da je
apsorpcija klopidogrela u Caco-2 ¢elije ogranicena P-glikoproteinom, Sto ukazuje na vaznost P-
glikoproteina za apsorpciju u crevima i bioraspoloZivost klopidogrela.

Klopidogrel se najve¢im delom metaboliSe u jetri. CYP2Cio je glavni enzim zaduZen za formiranje
intermedijernog metabolita (2-okso klopidogrela) 1 aktivnog metabolita. Ovaj enzim ima jako izraZen
polimorfizam, sa preko 2000 genetskih varijnti. Farmakokinetika 1 antitrombocitno delovanje aktivnog
metabolita klopidogrela, odredeni u ex vivo testovima agregacije trombocita, razlikuju se u zavisnosti
od genotipa CYP2Co.

Oko 50% doze klopidogrela izluci se putem urina se, dok se putem fecesa izluci 46% primenjene doze,
120h nakon primene. Nakon incijalne doze od 75 mg poluvreme eliminacije klopidogrela iznosi 6h.
Poluvreme eliminacije glavnog neaktivnog metabolita (klopidogrel karboksilna kiselina) nakon
inicijalne 1 ponovljene doze od 75 mg klopidogrela je 8h.
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CILJ ISTRAZIVANJA
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Sveobuhvatni cilj istrazivanja ove doktorske disertacije je formulacija, izrada i1 farmaceutsko-
tehnoloska i biofarmaceutska karakterizacija ¢vrstih disperzija sa slabo rastvorljivom model aktivnom
supstancom, klopidogrel-hidrogensulfatom, u cilju povecanja brzine rastvaranja navedene aktivne
supstance.

Pojedinacni ciljevi istrazivanja su:

e Formulacija i izrada ¢vrstih disperzija sa razli¢itim vrstama i udelima hidrofilnih polimera, u
cilju povecanja in vitro brzine rastvaranja aktivne supstance klopidogrel-hidrogensulfata.

e Farmaceutsko-tehnoloska karakterizacija odabranih ¢vrstih disperzija prihvatljive stabilnosti,
radi procene mogucnosti obrade/procesuiranja u finalni farmaceutski oblik (tablete ili kapsule).

e Razvoj klopidogrel-specificnog PBBM modela, koriS¢enjem programskog softvera
GastroPlus™ za predvidanje apsorpcije nakon peroralne primene aktivne supstance, kao i
primena razvijenog modela za procenu uticaja vrste i udela hidrofilnog polimera na apsorpciju i
farmakokineticke parametre, te posledi¢no i na bioraspolozivost klopidogrela iz odabranih
¢vrstih disperzija.
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EKSPERIMENTALNI DEO
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Materijali i metode
3.1.1. Materijali

Za izradu ¢vrstih disperzija koriS¢ena je model aktivna supstanca klopidogrel-hidrogensulfat (Ph. Eur.)
(skr. CHS), polimorfnog oblika II i &etiri hidrofilna polimera: kopovidon (Kollidon® VA 64, BASF,
Nemacka), makrogol 6000 (Polyglycol® 6000 S, Clariant SE, Svajcarska), poloksamer 407 (Kolliphor®
P 407, BASF, Nemacka) i povidon K30 (Kollidon® 30, BASF, Nemacka). Najvaznije osobine
koris¢enih polimera navedene su u tabeli 3.1.

Za izradu Cvrstih disperzija, metodom rastvaranja, koris¢en je etanol 96% (V/V) (Gyor Distillery,
Madarska) kao rastvarac.

Za izradu medijuma za ispitivanje rastvorljivosti i1 in vitro ispitivanje brzine rastvaranja su koriS¢ene
slede¢e supstance: hlorovodoni¢na kiselina (35-38%) (Macron Fine Chemicals™, SAD), natrijum-
acetat (Sigma-Aldrich Chemie, Nemacka), glacijalna siréetna kiselina (> 99,7 %) (Fischer Scientific,
Belgija), natrijum-hidroksid (Sigma-Aldrich Chemie, Nemacka), kalijum-dihidrogenfosfat (Sigma-
Aldrich Chemie, Nemacka).

Za pripremu mobilnih faza za reverzno-faznu te¢nu hromatografiju velike mo¢i razdvajanja (engl.
Reversed-Phase High-Performance Liquid Chromatography, skr. RP-HPLC) metodu za odredivanje
sadrzaja klopidogrel-hidrogensulfata u Cvrstim disperzijama kori§¢eni su acetonitril (= 99,9 %)
(Honeywell, Nemacka) i metanol (> 99,9 %) (Honeywell, Nemacka).

Za izradu standardnih rastvora za RP-HPLC analizu je koriS¢en referentni standard klopidogrel-
hidrogensulfata (Ph.Eur., HPLC Ccistoce).

KoriS¢ena kolona za RP-HPLC analizu je C-18 (4,6 mm x 150 mm; 5 um; Agilent, SAD).

Za filtriranje uzoraka tokom ispitivanja rastvorljivosti je koriS¢en membranski filter od celuloznih
estara veli¢ine pora od 0,45 um (Merck Millipore, Merck KGaA, SAD), a tokom RP-HPLC analize je
koriS¢en polietilenski filter sa veli¢inom pora od 35 um (Micron Full Flow Filter, Agilent, SAD).
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Tabela 3.1. Pregled najvaznijih osobina hidrofilnih polimera koriS¢enih za izradu ¢vrstih disperzija

CH;

- N

Kopovidon Makrogol 6000 Poloksamer 407 Povidon K30
Polimer Copovidone Macrogol 6000 Poloxamer Povidone
(Ph.Eur.) (Ph.Eur.) (Ph. Eur.) (Ph.Eur.)
faozri‘f“”alm Kollidon® VA 64  Polyglycol® 6000 S Kolliphor® P 407 Kollidon® 30
Proizvodac, BASEF, Clariant SE, BASF, BASF,
zemlja Nemacka Svajcarska Nemacka Nemacka
Beo ili zuckasto- Bele ljuspice ili Beo do skoro beo Beo do skoro beo
beo amorfni komadi sli¢ni prasak. prasak, bez
Izgled prasak, blagog vosku. mirisa.
mirisa i slabog
ukusa.
Fizicko stanje Amorfan Kristalan Semikristalan Amorfan
Temperatura 100 - 107 °C 55-63°C 56 -57°C 163 °C
topljenja
Lako rastvorljiv u Lako rastvorljivu  Lako rastvorljivu vodi  Lako rastvorljiv u
vodi, etanolu, vodi, etanolu 1 1 etanolu. vodi, etanolu,
metanolu 1 metilen- acetonu. metanolu,
Rastvorljivost hloridu. Slabo Nerastvorljiv u hloroformu 1
rastvorljiv u nepolarnim kiselinama.
nepolarnim rastvaracima.
rastvaracima.
Hemij ska (C()HgNO)n (C2H4O)HH20 Cs72H11460259 (C6H9N0)n
formula (C4H602)m
Molekulska 45000 - 70000 6000 10000 - 14600 66800
masa
Strukturna ' o i ] B oy ¥ ok
N < o I 25 S
AU . \f O 0 q .
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3.1.2. Metode

3.1.2.1. I faza eksperimentalnog rada

3.1.2.1.1. Ispitivanje rastvorljivosti klopidogrel-hidrogensulfata

Rastvorljivost klopidogrel-hidrogensulfata je odredena u medijumima razli¢itth pH vrednosti:
hlorovodoni¢noj kiselini (pH 1,2), acetatnom puferu (pH 4,5) i fosfatnom puferu (pH 6,8). Odredena
masa supstance u visku je dodavana u 25 ml medijuma, nakon Cega je vrSeno muckanje na Sejkeru
(LSB Aqua Pro Shaking Bath, Grant Instruments, Velika Britanija), pri 100 obr/min, na temperaturi 37
+ 0,5 °C, u toku 24 h. Nakon toga su uzorci profiltrirani kroz 0,45 um membranski filter (Merck
Millipore, Merck KGaA, SAD), a sadrzaj rastvorenog klopidogrela je odreden koris¢enjem RP-HPLC
metode. Rezultati predstavljaju srednju vrednost tri merenja, = standradna devijacija.

Na osnovu dobijenih vrednosti za rastvorljivost aktivne supstance izratunavan je dozni broj (Do) prema
jednacini (2):

D

gde je D - primenjena doza (mg), Vo - zapremina vode uzeta s lekom (250 ml), a Co - maksimalna
rastvorljivost u vodi (mg/ml).

3.1.2.1.2. Formulacija i izrada ¢vrstih disperzija

Tokom istrazivanja, izradeno je 20 formulacija ¢vrstih disperzija, Ciji je sastav prikazan u tabeli 3.2.
Odnos aktivna supstanca/polimer u ¢vrstim disperzijama bio je 1:1, 1:2, 1:3, 1:51 1:9.

Cvrste disperzije su izradivane metodom rastvaranja, kori$éenjem etanola 96% (V/V), kao rastvaraca.
Postupak izrade je podrazmevao da se odgovarajuca koli¢ina klopidogrel-hidrogensulfata 1 hidrofilnog
polimera (kopovidon, makrogol 6000, poloksamer 407 ili povidon K30) rastvori u odredenoj zapremini
etanola u ca$i, uz meSanje, nakon ¢ega se rastvara¢ uklanjao koriS¢enjem rotiraju¢eg evaporatora
(Rotavapor® R-205, Biichi, Svajcarska), na temperaturi od 55 °C i konstantnoj brzini me$anja od 95
obr/min. Dobijena Cvrsta masa se usitnjavala u tarioniku uz pomo¢ pistila 1 prosejavala kroz sito 500
(Ph. Eur.). Izradene cvrste disperzije su pakovane u boce od tamnog stakla sa polietilenskim
zatvaraCem 1 skladiStile do planiranih ispitivanja na sobnoj temperaturi, pod kontrolisanim uslovima
(22 £2°C, 55+ 10% RH).

Fizicke smeSe (udeo aktivne supstance i polimera odgovara udelima u ¢vrstim disperzijama) (tabela
3.2.) su izradivane meSanjem odgovarajuce koli¢ine aktivne supstance i polimera u tarioniku sa
pistilom, da se dobije homogena smesa, nakon ¢ega su prosejane kroz sito 500 (Ph. Eur.), pakovane 1
cuvane na isti nacin kao i ¢vrste disperzije.
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Tabela 3.2. Sastav ¢vrstih disperzija i fizickih smeSa

Redni broj Oznaka ¢vrste . Udeo CHS/ Oznaka
uzorka disperzije ECHITEY polimer fizickih smeSa
1 Cl Kopovidon 1:1 CPM1
2 C2 Kopovidon 1:2 CPM2
3 C3 Kopovidon 1:3 CPM3
4 C5 Kopovidon 1:5 CPM5
5 c9 Kopovidon 1:9 CPM9
6 M1 Makrogol 6000 1:1 MPMI1
7 M2 Makrogol 6000 1:2 MPM2
8 M3 Makrogol 6000 1:3 MPM3
9 M5 Makrogol 6000 1:5 MPM5
10 M9 Makrogol 6000 1:9 MPM9
11 P1 Poloksamer 407 1:1 PPM1
12 P2 Poloksamer 407 1:2 PPM2
13 P3 Poloksamer 407 1:3 PPM3
14 P5 Poloksamer 407 1:5 PPM5
15 P9 Poloksamer 407 1:9 PPM9
16 K1 Povidon K30 1:1 KPM1
17 K2 Povidon K30 1:2 KPM2
18 K3 Povidon K30 1:3 KPM3
19 K5 Povidon K30 1:5 KPM5
20 K9 Povidon K30 1:9 KPM9

3.1.2.1.3. In vitro ispitivanje brzine rastvaranja klopidogrel-hidrogensulfata iz ¢vrstih disperzija

In vitro ispitivanje brzine rastvaranja klopidogrel-hidrogensulfata iz ¢vrstih disperzija i fizi€kih smesa,
punjenih u tvrde Zelatinske kapsule (tako da svaka kapsula sadrzi 75 mg klopidogrela), sprovedeno je
na aparaturi sa rotiraju¢im korpicama (Ph. Eur. aparatura 1) (VanKel 7010, sa automatskim
uzorkovacem Varian 8000, Agilent, SAD). Ispitivanje je sprovedeno i za fizicke smeSe, komercijalne
tablete 1 aktivnu supstancu klopidogrel-hidrogrensulfat. Kao medijum za ispitivanje brzine rastvaranja
koris¢en je fosfatni pufer pH 6,8, zapremine 900 ml, zagrejan na temperaturu od 37 + 0,5 °C. Brzina
okretanja korpice bila je 75 obr/min. Uzorkovanje (po 1,5 ml) je vrSeno automatski, uz pomo¢
autosemplera, u definisanim vremenskim intervalima (15, 30, 45 i 60 min), uz nadoknadu medijuma.
Uzoreci su filtrirani kroz filter veli¢ine pora 35 pm (Micron Full Flow Filter, Agilent, SAD) direktno u
HPLC vialu. Koncentracija rastvorenog klopidogrela je odredena prethodno razvijenom i validiranom
RP-HPLC metodom, na HPLC uredaju sa UV detektorom (Agilent 1100 Series HPLC Sistem, Agilent,
SAD). Finalno odabrani RP-HPLC uslovi su podrazumevali koriS¢enje kolone C-18 (Agilent, SAD), na
temperaturi od 30 °C. Mobilna faza se sastojala od acetonitrila—metanola—fosfatnog pufera pH 3.0
(500:70:430, V/V/V). Brzina protoka mobilne faze kroz kolonu je iznosila 1,2 ml/min, a zapremina
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injektovanja bila je 20 pl. Vreme trajanja analize po uzorku bilo je 6 min. Odredivanje sadrzaja
klopidogrela je sprovedeno koris¢enjem UV detektora, na talasnoj duzini apsoprcionog maksimuma od
240 nm.

Ispitivanje brzine rastvaranja je sprovedeno u triplikatu, a rezultati su prikazani kao srednja vrednost +
standardna devijacija.

3.1.2.2. Il faza eksperimentalnog rada

U II fazi eksperimentalnog rada sprovedena je karakterizacija odabranih uzoraka ¢vrstih disperzija
korisS¢enjem metoda diferencijalne skeniraju¢e kalorimetrije (engl. Differential scanning calorimetry,
skr. DSC), infracrvene spektrofotometrije sa Furijeovom transformacijom (engl. Fourier transform
infrared spectroscopy, skr. FT-IR) i difrakcije X-zraka na prasku (engl. Powder X-ray Diffraction, skr.
PXRD). Takode je odreden sadrzaj klopidogrela u ovim ¢vrstim disperzijama.

U cilju dobijanja podataka o dugotrajnoj stabilnosti ¢vrstih disperzija, odabrani uzorci su ¢uvani u
komorama za pracenje stabilnosti (Pharma 2000, Weiss Technik, Nemacka), na temperaturi od 25 °C +
2 °C 1 vlaznosti vazduha od 60% + 5%, u trajanju od 12 meseci.

Inicijalno 1 nakon jednogodis$njeg skladiStenja uzoraka pod navedenim uslovima, ponovljena su sledeca
ispitivanja: DSC, FT-IR, PXRD, odredivanje sadrzaja klopidogrela, kao i in vitro ispitivanje brzine
rastvaranja aktivne supstance iz ¢vrstih disperzija.

Karakterizacija ¢vrstih disperzija
3.1.2.2.1. Diferencijalna skenirajuca kalorimetrija

DSC merenja su vrSena koriS¢enjem DSCI diferencijalnog skenirajuceg kalorimetra (Mettler Toledo,
Nemacka). Precizno odmerena koli¢ina uzorka (1-5 mg) u perforiranoj aluminijumskoj posudi
zapremine 40 pl zagrevana je na temperaturama od 20 °C do 250 °C. Brzini zagrevanja je bila 10
°C/min, pri konstantnom protoku azota od 50 ml/min.

3.1.2.2.2. Infracrvena spektrofotometrija sa Furijeovom transformacijom

FT-IR spektrofotometrijska analiza je sprovedena koriS¢enjem uredaja Nicolet iS10 (Thermo
Scientific, Waltham, SAD), sa ATR sistemom za pojedinacnu refleksiju zraka (Smart iTR, Thermo
Scientific, SAD) sa dijamantskom plo¢om i1 Zn-Se so€ivima. Ispitivani uzorci su stavljani direktno na
nosac¢ za uzorke, a spektri su snimani u intervalu od 4000 cm™ do 650 cm™!, sa rezolucijom od 4 cm™,
pri ¢emu je izvrSeno 16 skeniranja za svaki uzorak.

3.1.2.2.3. Difrakcija X-zraka na prasku

Merenja difrakcije X-zraka na praSku su izvrSena koriS¢enjem uredaja D4 Endeavor (Bruker AXS,
Nemacka). Difraktometar je opremljen bakarnom anodom, kao izvorom zrafenja (talasna duZina X-
zraka A = 1,54060 A, napon od 50 kV omoguéava bolje prodiranje X-zraka u uzorak, snaga od 1,5 kW
utice na koli¢inu emitovanih X-zraka, dimenzije efektivnog fokusa X-zraka iz anode: 0,4 mm x 0,8
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mm). Merenja su vrSena na sobnoj temperaturi (25 °C), a uzorci su postavljeni na kvarcnu plocu (26 x
26 mm) sa aluminijumskim drzacem u obliku prstena, precnika 51,5 mm. Uzorci su snimani u opsegu
26 uglova od 8° do 65°, sa povecanjem od 1°, brzinom snimanja od 25 °/s, a reflektovana svetlost je
detektovana na LYNXEYE XE-T detektoru.

3.1.2.2.4. Odredivanje sadrzaja klopidogrela

Sadrzaj klopidogrela u ¢vrstim disperzijama je odredivan ranije opisanom RP-HPLC metodom.
Priprema uzoraka za odredivanje sadrzaja klopidogrela je sprovedena na slede¢i nacin: odmerena
koliCina Cvrste disperzije, koja sadrzi 75 mg klopidogrela, je preneta u odmerni sud od 100 ml, dodato
je 75 ml mobilne faze (acetonitril-metanol-fosfatni pufera pH 3,0 (500:70:430, V/V/V) i muckano u
ultrazvuénom kupatilu 15 minuta. Sud se do oznake dopuni mobilnom fazom, a sadrzaj filtrira kroz
membranski filter veli¢ine pora 0,45 pm. U odmerni sud od 10 ml se prenese 1 ml filtrata i sud dopuni
do oznake mobilnom fazom.

3.1.2.2.5. In vitro ispitivanje brzine rastvaranja klopidogrel-hidrogensulfata iz ¢vrstih disperzija
nakon studija stabilnosti

In vitro ispitivanje brzine rastvaranja klopidogrel-hidrogensulfata iz odabranih ¢vrstih disperzija, nakon
12 meseci skladiStenja pod kontolisanim uslovima, sprodedeno je na isti nacin kao u I fazi
eksperimentalnog rada (deo 3.2.2.1.).

Matematicko modelovanje kinetike i mehanizama oslobadanja klopidogrela iz évrstih disperzija

Matematickim modelovanjem kinetike oslobadanja aktivne supstance iz ispitivanih ¢vrstih disperzija
(inicijalno 1 nakon studije stabilnosti) identifikovani su modeli koji najbolje opisuju profil oslobadanja 1
ukazuju na mehanizam oslobadanja klopidogrela iz ¢vrstih disperzija. Za modelovanje su koris¢eni
slede¢i modeli: kinetika nultog reda, kinetika prvog reda, Higuchi-jev, Korsmeyer-Peppas-ov 1 Hixson-
Crowell-ov model. Da bi se objasnili mehanizmi, kojima se klopidogrel oslobada iz ¢vrstih disperzija,
analizirani su in vitro profili brzine rastvaranja klopidogrela iz Cvrstih disperzija 1 pomocu
matematickih jednadina za svaki model su izradunati koeficijenti determinacije (R?). Model za koji je
dobijena najveéa vrednost R? najbolje opisuje oslobadanje klopidogrela iz &vrstih disperzija.

Kinetika nultog reda opisuje oslobadanje aktivne supstance konstantnom brzinom tokom vremena,
nezavisno od preostale koncentracije aktivne supstance. Model se moZe opisati slede¢om jednacinom
(3) (Costa 1 Suosa Lobo, 2001):

Wt:WO_koxt (3)

gde W; predstavlja koli¢inu nerastvorene aktivne supstance nakon vremena t, Wy predstavlja pocetnu
koliCina aktivne supstance, ko je konstanta brzine oslobadanja aktivne supstance kinetikom nultog reda.

Kinetika prvog reda opisuje oslobadanje aktivne supstance tako da je brzina oslobadanja aktivne
supstance proporcionalna koli¢ini neoslobodene aktivne supstance. To znaci da ¢e se na pocetku
aktivna supstanca oslobadati ve¢om brzinom, a s vremenom ¢e se oslobadanje usporavati (Lu 1 ten
Hagen, 2020). Model se opisuje slede¢om jednac¢inom (4):

ant = anO - kl X t (4)
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gde W¢ predstavlja koli¢inu nerastvorene aktivne supstance nakon vremena t, Wo predstavlja pocetnu
koli¢ina aktivne supstance, ki je konstanta brzine oslobadanja aktivne supstance kinetikom prvog reda.

Higuchi-jev model opisuje oslobadanje aktivne supstance iz nerastvorljivog matriksa i zasnovan je na
Fick-ovom zakonu difuzije, gde se aktivna supstanca oslobada kroz porozni matriks. Najéesée opisuje
oslobadanje aktivne supstance iz farmaceutskih oblika sa modifikovanim oslobadanjem (Higuchi,
1963). Model se opisuje sledecom jednacinom (5):

Q = ky xt'/? 5)
gde je Q koli¢ina oslobodene aktivne supstance nakon vremena t, a ky Higuchi-jeva konstanta.

Korsmeyer-Peppas-ov model najc¢esce opisuje oslobadanje aktivne supstance iz polimernog matriksa.
Kod ovog modela je zastupljena kombinacija razli¢itih mehanizama oslobadanja aktivne supstance, kao
Sto su na primer difuzija 1 erozija (Costa i Suosa Lobo, 2001). Model se opisuje sledeCom jednacinom

(6):
Q = kyp X t" (6)

gde je Q koli¢ina oslobodene aktivne supstance nakon vremena t, ki, predstavlja Korsmeyer-Peppas-
ovu konstantu brzine rastvaranja, a n je eksponent difuzije.

U sluéaju Korsmeyer-Peppas-ovog modela, na osnovu vrednosti eksponenta difuzije procenjuje se
mehanizam oslobadanja aktivne supstance. Ukoliko je vrednost eksponenta difuzije n < 0,45 radi se o
Fick-ovoj difuziji. Ako je vrednost eksponenta difuzije n izmedu 0,45 i 0,89, mehanizam oslobadanja je
ne-Fick-ova difuzija ili tzv. anomalni transport, a mehanizmi oslobadanja aktivne supstance su difuzija
1 erozija polimera. Za vrednosti eksponenta difuzije n = 0,89 radi se o ,,slucaju transporta I koji
odgovara kinetici nultog reda, dok se za vrednosti n > 0,89 radi o ,,super slucaju transporta II*, kod
kojeg dolazi do ubrzanog bubrenja i erozije polimera (Costa i Suosa Lobo, 2001).

Hixson-Crowell-ov model opisuje oslobadanje aktivne supstance iz farmacuutskog oblika cija se
povrSina smanjuje tokom vremena, a oblik ostaje konstantan (Hixson i Crowell, 1931). Jednacina koja
opisuje ovaj model je sledeca (7):

W;,l/3 _ Wt1/3 —k, Xt %

gde Wy predstavlja pocetnu koli¢ina aktivne supstance, W; predstavlja koli¢inu nerastvorene aktivne
supstance nakon vremena t, a k¢ je kostanta brzine rastvaranja za Hixson-Crowell-ov model (Lu 1 ten
Hagen, 2020).
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3.1.2.3. III faza eksperimentalnog rada

U III fazi eksperimentalnog rada sprovedena je karakterizacija odabranih Cvrstih disperzija prihvatljive
stabilnosti, radi procene mogucnosti obrade/procesuiranja u finalni farmaceutski oblik.

Uradena su sledeca ispitivanja: odredivanje veli¢ine i raspodele veli¢ina Cestica Cvrstih disperzija,
odredivanje stvarne, nasipne i1 tapkane gustine, odredivanje protoCnosti, izraCunavanje poroziteta,
odredivanje sadrzaja vlage i odredivanje reoloskih karakteristika.

Karakterizacija ¢vrstih disperzija
3.1.2.3.1. Odredivanje veli¢ine i raspodele veli¢ina ¢estica

Velicina i raspodela veli¢ina Cestica odabranih ¢vrstih disperzija je odredivana pomoc¢u dve metode:
metodom sitane analize i metodom laserske difrakcije.

3.1.2.3.1.1. Sitana analiza

Metoda sitane analize je izvedena prema metodi opisanoj u vazecoj Evropskoj farmakopeji (Ph. Eur.
11.0). Za analizu se koristio uredaj za granulometrijsko odredivanje veli¢ine ¢estica AS200 (Retsch
GmbH, Nemacka) sa sistemom vibracionih sita slede¢ih veli¢ina: 710, 500, 355, 250, 180, 125, 90.
Odmeravana je koli¢ina uzorka od 25 g, postavljena je na sistem sita i prosejavana u trajanju od 10
minuta. Po zavrSetku ispitivanja, odmeravana je svaka frakcija uzorka i izraunavan je maseni udeo.
Rezultati su prikazani graficki.

3.1.2.3.1.2. Laserska difrakcija

Za merenje veliCine 1 raspodele velicina Cestica metodom laserske difrakcije koriS¢en je uredaj PSA
1190 (Anton Paar, Austrija). Kao te¢ni nosa¢ kori$¢eno je suncokretovo ulje, a uzorci su dispergovani
60 sekundi uz koriS¢enje brzog mesanja 1 ultrazvuka snage 50 W. VeliCina Cestica je odredena prema
Fraunhoferovoj teoriji (Xu 1 sar., 2014). Rezultati su predstavljeni preko vrednosti pre¢nika D1o (Sto
znaci da 10% cestica ima manji precnik od izmerene vrednosti), pre¢nika Dso (50% Cestica ima manji
pre¢nik od izmerene vrednosti), Doo (90% cCestica ima manji precnik od izmerene vrednosti), Da3
(srednje vrednosti prec¢nika svih Cestica) 1 span vrednosti (mera raspodele veli¢ina Cestica).

Span vrednost se izraCunava preko sledece jednacine (8) (Trivedi i sar., 2017):

Dgg —D19
Dso

(8)

span =

3.1.2.3.2. Odredivanje stvarne gustine

Stvarna gustina Cestica ¢vrstih disperzija odredivana je gasnim piknometrom, prema metodi opisanoj u
vazecoj Ph. Eur. 11.0. Za merenje je koriS¢en uredaj UltraPyc 5000 Gaspycnometer (Anton Paar,
Austrija). Za odredivanje stvarne gustine uzoraka koriSten je gas argon. Odmeravano je oko 35 g
uzorka, koji se postavlja u ¢eliju uredaja zapremine 135 cm’. Putanja gasa je usmerena tako da on prvo
prolazi kroz referentnu ¢eliju, a zatim kroz ¢eliju sa uzorkom. Merenja su vrSena na temperaturi od 20
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°C = 0,5 °C 1 pritisku o 0,69 bara. Za pripremu uzoraka pre merenja koriS¢eno je 9 ciklusa impulsnog
protoka gasa, tako da je pritisak doveden do 0,2 bara, a zatim naglo smanjen. Ovo se radi da bi se
uklonio ,,zarobljeni* vazduh 1 postiglo stabilno i precizno merenje stvarne gustine Cestica. Za svaki
uzorak je uradeno najmanje pet uzastopnih merenja, a merenje je zavrseno kada je odstupanje izmedu
pojedinaénih rezultata merenja bilo manje od 0,1%. Dobijene vrednosti stvarne gustine (g/cm?)
predstavljaju srednju vrednost pet uzastopnih merenja.

3.1.2.3.3. Odredivanje nasipne i tapkane gustine

Nasipna 1 tapkana gustina uzoraka klopidogrel-hidrogensulfata, polimera i odabranih ¢vrstih disperzija
odredene su u skladu sa metodom opisanom u vaze¢oj Ph. Eur. 11.0. Za odredivanje nasipne i tapkane
gustine je koriS¢en graduisani cilindar od 100 ml, klase tacnosti A.

Nasipna gustina je odredivana tako sto je uzorak, prethodno prosejan kroz sito 500 (Ph. Eur.), pazljivo
sipan u graduisani cilindar od 100 ml postavljen na vagu. Nakon odmeravanja mase (m) od 25,0 g
ocitana je zapremina uzorka u cilindru (Vo). IzraCunavanje nasipne gustine (po) je izvrSeno na osnovu
jednacine (9):

Po= Vﬂo ©)

Tapkana gustina je odredena tapkanjem uzoraka do konstantne zapremine, na uredaju Erweka SWM 22
(Erweka GmbH, Nemacka). Ispitivani uzorci su tapkani 10, 500 i 1250 puta, frekvencijom od 250
udara/min. Na osnovu izmerene mase (m) i tapkane zapremine (Vi) uzorka, izvrSeno je izraCunavanje
tapkane gustine (p;) koriS¢enjem sledece jednacine (10):

m

e (10

Prikazani rezultati nasipne i tapkane gustine predstavljaju srednje vrednosti tri merenja.

3.1.2.3.4. Odredivanje proto¢nosti

Odredivanjem nasipne 1 tapkane gustine se mogu izracunati vrednosti za Carr-ov indeks (indeks
kompresibilnosti) 1 Hausner-ov odnos, a iz njih se posredno moze opisati proto¢nost. Carr-ov indeks 1
Hausner-ov odnos su izracunati preko jednacina (11) 1 (12) (Ph. Eur. 11.0.).

. tapkana gustina—nasipna gustina
Carr — ov indeks = 100 x =2 g pna g

(11)

tapkana gustina

tapkana gustina
Hausner — ov odnos = —2-2"2 905714

(12)

nasipna gustina

Veza izmedu Carr-ovog indeksa, Hausner-ovog odnosa i1 protocnosti je preuzeta iz Ph. Eur 11.0. 1
prikazana u tabeli 3.3.
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Tabela 3.3. Opisivanje proto¢nosti na osnovu vrednosti Carr-ovog indeksa i Hausner-ovog odnosa (Ph.
Eur. 11.0.; poglavlje 2.9.36.)

Carr-ov indeks .
. . Protocnost Hausner-ov odnos
(% kompresibilnosti)

1-10 odli¢na 1,00-1,11
11-15 dobra 1,12-1,18
16-20 prose¢na 1,19-1,25
21-25 prihvatljiva 1,26-1,34
26-31 losa 1,35-1,45
32-37 jako losa 1,46-1,59
> 38 izuzetno loSa > 1,60

3.1.2.3.5. Odredivanje poroziteta

Dobijene vrednosti nasipne (po) i stvarne gustine (pr) uzoraka koriséene su za izraCunavanje poroziteta
(€;) Cvrstih disperzija na osnovu jednacine (13) (Janssen i sar., 2022):

€ =1- % (13)
3.1.2.3.6. Odredivanje sadrzaja vlage

Sadrzaj vlage (gubitak suSenjem) uzoraka klopidogrel-hidrogensulfata, polimera i odabranih ¢vrstih
disperzija je odredivan termogravimetrijski na uredaju Mettler-Toledo HG63 (Mettler-Toledo, SAD),
na temperaturi od 80 °C, u trajanju od 7 minuta. Masa uzorka je bila 3,0 g. Prikazani rezultati
predstavljaju srednje vrednosti dva uzastopna merenja.

3.1.2.3.7. Odredivanje reoloskih karakteristika

Za reoloSku karakterizaciju odabranih Cvrstih disperzija koriS¢en je reometar Modular Compact
Rheometer MCR 302 (Anton Paar, Austrija), sa integrisanim softverom (RheoCompass, Anton Paar,
Austria). U radu su koriS¢ene dve merne ¢elije: Celija za proticanje praskova (engl. Powder Flow Cell) 1
¢elija za smicanje praskova (engl. Powder Shear Cell) (slika 3.1). Odredivani su slede¢i reoloski
parametri: zapreminski protok vazduha potreban za fluidizaciju Cestica (engl. Pressure drop), vreme
potrebno da se Cestice slegnu nakon fluidizacije (engl. Deareation), prividni viskozitet (engl. Apparent
viscosity), dinamicko proticanje uzorka (engl. Dinamic Flow), trenje izmedu Cestica 1 zida uredaja
(engl. Wall coefficient) 1 kompresibilnost (engl. Compressibility).

Ispitivanja su sprovedena u uslovima sobne temperature i vlaznosti vazduha (22 °C £ 2 °C; 45 - 55%).
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a)

Slika 3.1. Modular Compact Rheometer MCR 302 (Anton Paar, Austrija) (a), celija za proticanje
praskova (b) i ¢elija za smicanje praskova (c) (preuzeto iz Introduction in powder rheology, 2023)

3.1.2.3.7.1. Zapreminski protok vazduha potreban za fluidizaciju Cestica

Odredivanje zapreminskog protoka vazduha koji je potreban za fluidizaciju Cestica (engl. Pressure
drop) je izvedeno kori$¢enjem celije za proticanje praSkova i sa mernim sistemom sa meSacem sa dve
lopatice (slika 3.2a). U mernu ¢eliju sa poklopcem je odmereno 50 g uzorka. Brzina okretanja mesaca
je podeSena na 8 obr/min. Merenje se zasnivalo na povecanju zapreminskog protoka vazduha kroz
bazni deo ¢elije, koji dovodi do kretanja Cestica uzorka. Postepenim poveéavanjem zapreminskog
protoka vazduha, koji je podeSen na maksimalnu vrednost od 7 1/min, dolazi do sve brzeg kretanja
Cestica i njihove fluidizacije. Sa povecanjem zapreminskog protoka vazduha pritisak unutar ¢elije raste,
jer cCestice uzorka pruzaju otpor kretanju. Do fluidizacije Cestica dolazi kada se postigne dovoljan
protok vazduha, $to zavisi od osobina Cestica. Pocetak fluidizacije oznacava pad pritiska (slika 3.2b),
nakon ¢ega dolazi do potpune fluidizacije, sa povecanjem zapreminskog protoka vazduha. Potpuna
fluidizacija je postignuta kada je pritisak konstantan, a kriva pritiska na grafiku je ravna linija (slika
3.2b). MeSanjem pomocu meSaca sa lopaticama se poboljSava fluidizacija, narocito kod uzoraka koje je
teSko fluidizovati (Wu 1 sar., 2024).
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Rezultati zapreminskog protoka vazduha potrebnog za fluidizaciju Cestica su prikazani tabelarno 1
graficki.

a) )
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Slika 3.2. Mesac sa dve lopatice (a) graficki prikaz fluidizacije cestica (b) (preuzeto i prilagodeno iz
Introduction in powder rheology, 2023)

3.1.2.3.7.2. Vreme potrebno da se Cestice slegnu nakon fluidizacije

Vreme potrebno da se Cestice potpuno slegnu nakon fluidizacije (engl. Deareation) je mereno na
reometru automatski, nakon zavrSetka merenja zapreminskog protoka vazduha koji dovodi do potpune
fluidizacije Cestica. Princip merenja se zasniva na tome da se nakon postizanja potpune fluidizacije
Cestica zaustavlja protok vazduha i meri se vreme koje je potrebno da se Cestice slegnu (istaloze). Ovo
vreme se oCitava sa grafika (primer je prikazan na slici 3.3), koji daje zavisnost promene vrednosti
pritiska od proteklog vremena ispitivanja. Kada vrednosti pritiska na grafiku postanu konstantne (ne
menjaju se s vremenom), tada je doslo do potpunog sleganja (taloZenja) Cestica.

Rezultati merenja su prikazani tabelarno i graficki.
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Slika 3.3. Graficki prikaz vremena potrebnog da se Cestice potpuno slegnu nakon fluidizacije, za tri
razlicita uzorka (preuzeto i prilagodeno iz Introduction in powder rheology, 2023)
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3.1.2.3.7.3. Prividni viskozitet

Odredivanje prividnog viskoziteta (engl. Apparent viscosity) je izvedeno na reometru, koriSéenjem
¢elije za proticanje praskova i sa mernim sistemom sa mesSacem sa profilisanim cilindrom (slika 3.4).
Profilisani cilindar nema ravnu povrsinu, ve¢ na njoj postoje udubljenja. Prividni viskozitet je meren u
zavisnosti od brzine smicanja i zapreminskog protoka vazduha. U toku izvodenje testa, zapreminski
protok vazduha se povecéava, u opsegu od 0 do 15 1/min da se postigne potpuna fluidizacija uzorka.

Rezultati su prikazani graficki.

Slika 3.4. Mesac sa profilisanim cilindrom (preuzeto iz Introduction in powder rheology, 2023)

3.1.2.3.7.4. Dinamicko proticanja uzorka

Odredivanje dinamickog proticanja uzorka (engl. Dinamic Flow) je izvedeno na reometru sa ¢elijom za
proticanje praSkova 1 mernim sistemom sa meSacem sa dvostrukim izvijenim lopaticama (slika 3.5a).
Princip merenja zasniva se na tome da se 100 ml uzorka sipa u mernu ¢eliju (do oznake). Odredivanje
dinamickog proticanja se sastoji od jedanaest ciklusa (tacaka) merenja. Svaki ciklus podrazumeva
pripremu uzorka i merenje uzorka. Kod pripreme uzorka mesac se okrece u pravcu kretanja kazaljke na
satu brzinom -0,4 s uranjajuéi u uzorak konstantnom brzinom od -5,3 mm/s. Dubina uranjanja mesaca
je bila od -100 mm do -10 mm.

Merenje se odvija u dve faze. Prva faza (naziva se i test stabilnosti) obuhvata prvih osam ciklusa
merenja i izvodi se u uslovima konstantne brzine uranjanja (-5,3 mm/s) i brzine okretanja mesaca (-0,4
s, suprotno od kretanja kazaljke na satu.

Druga faza podrazumeva merenje poslednja tri ciklusa merenja, kod kojih se brzina uranjanja i brzina
okretanja meSaca menjaju, odnosno smanjuju se za 30%, 60% i 90%, u poredenju sa vrednostima
brzine uranjanja i brzine okretanja tokom testa stabilnosti. Dok se meSa¢ uranja u uzorak, meri se
normalna sila (koja deluje vertikalno kroz uzorak) i obrtni moment sile (sila potrebna za rotaciju
mesSaca). Ova dva parametra omogucavaju procenu otpora koji materijal pruza kretanju mesaca. Za
svaki od jedanaest ciklusa merenja, raCuna se ukupna energija proticanja (Ew¢). Ukupna energija
proticanja se izraCunava kao integral normalne sile i obrtnog momenta sile, u odnosu na unapred
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definisanu poziciju merenja, tj. dubinu uranjanja meSaca u uzorak i prikazana je jednacinom (14)
(Introduction in powder rheology, 2023):

h
Etor = fo( -

rxtana

+Fx) dh (14)

gde je Ewt ukupna energija protocnosti (mJ); M je obrtni moment sile (mNm); r je precnik lopatice
mesaca (mm); o je ugao izvijenosti mesaca (°); Fn je normalna sila (N); h je merna pozicija meSaca
(dubina uranjanja meSaca u uzorak, koja moze biti od 100 mm do 10 mm). Princip merenja sa
parametrima potrebnim za izracunavanje ukupne energije proticanja su prikazani na slici 3.5b.

Ukupna energija proticanja pokazuje koliko je energije potrebno za pomeranje i meSanje uzorka na
odredenoj dubini uranjanja meSaca. Na osnovu ukupne energije proticanja izracunavaju se sledeci
parametri: osnovna energija proticanja (engl. Basic flowability energy skr. BFE), indeks stabilnosti
(engl. Stability index skr. SI); indeks brzine proticanja (engl. Flow rate index skr. FRI) i specifi¢na
energija (engl. Specific energy skr. SE).

a)

t-.

=100 mm

Slika 3.5. Mesac sa dvostrukim izvijenim lopaticama (a) i shematski prikaz uranjanja i okretanja
mesaca i parametara potrebnih za izracunavanje ukupne energije dinamickog proticanja (b)(preuzeto i
prilagodeno iz Introduction in powder rheology, 2023)

Osnovna energija proticanja (BFE) opisuje proticanje uzorka pod uticajem kompresije (sabijanja) i
predstavlja energiju koja je potrebna da se mesac¢ uroni u uzorak. Rotacijom meSaca u smeru suprotnom
od smera kazaljke na satu uzorak se komprimuje i smanjuje mu se zapremina. Osnovna energija
proticanja se definiSe kao ukupna energija proticanja sedmog ciklusa (tatke) merenja (jednacina 15)
(Introduction in powder rheology, 2023) (slika 3.6).

BFE = Ett7 (15)

Indeks stabilnosti (SI) se koristi za procenu stabilnosti uzorka pod konstantnim uslovima merenja
(brzine uranjanja i1 okretanja meSaca). Nakon 7 ciklusa merenja izraCunava se odnos ukupne energije
proticanja izmedu sedmog i prvog ciklusa merenja (jednacina 16), Sto predstavlja indeks stabilnosti
(Introduction in powder rheology, 2023) (slika 3.6).

SI = otz (16)

Etot1
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Indeks brzine proticanja (FRI) opisuje osetljivost uzorka, odnosno uticaj promena brzine okretanja i
uranjanja mesaca na njegovu proto¢nost. Odreduje se za zadnja Cetiri ciklusa merenja, kada dolazi do
smanjenja brzine okretanja mesaca, a predstavlja odnos izmedu ukupne energije proticanja poslednjeg 1
osmog ciklusa merenja (Introduction in powder rheology, 2023) (jednacina 17) (slika 3.6).

FRI = Zetn (17)

Etot,s

Specificna energija (SE) se moze definisati kao energija koja nastaje tokom kretanja meSaca prema
gore (nakon §to je uranjen u uzorak), Sto omogucava Sirenje uzorka (jednacina 18) (slika 3.6). Ova
vrednost se koristi za procenu tendencije nastajanja medusobnih interakcija i veza izmedu Cestica
uzorka. Prisustvo jakih interakcija moze dovesti do loSeg proticanja i nedovoljnog meSanja uzorka.
Specificna energija se meri tokom kretanja mesaca prema gore, tokom Sestog i sedmog ciklusa merenja
(Introduction in powder rheology, 2023).

SE = (Etot,Gup ‘;Etotiup )/m (18)

gde je m masa uzorka koji se meri.

Rezultati merenja su prikazani tabelarno i graficki.

Ukupna energija proticanja (mJ
; i\*
L J
=
tr
<

Tacke merenja

Slika 3.6. Grafik ukupne energije proticanja u 11 tacaka merenja, koje se koriste za izracunavanje
parametara koji karakterisu dinamicko proticanje uzoraka (preuzeto i prilagodeno iz Introduction in
powder rheology,2023)

3.1.2.3.7.5. Trenje izmedu Cestica uzorka i zida uredaja

Trenje izmedu cCestica uzorka i zida mernog uredaja (engl. Wall friction) se koristi za odredivanje
interakcija izmedu povrSine zida mernog uredaja 1 uzorka koji se ispituje. U praksi, na primer u
farmaceutskoj industriji, prilikom proizvodnje tableta i kapsula, znacajno je poznavati podatke o trenju,
koje nastaje izmedu Cestica praskastog materijala i povrSina delova opreme i uredaja koji se koriste u
proizvodnji (kontejneri, levkovi i dr.).

Za ovo ispitivanje je koriS¢ena merna celija za smicanje praskova i merni sistem PSC43-21-0 (slika
3.7). U mernu ¢eliju zapremine 18,9 ml pazljivo je sipani uzorak do vrha. Na uzorak se primenjuje
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normalna sila (6,) od 3, 6 1 9 kPa, pri brzini rotacije mernog sistema od 0,5 obr/min. Za razliCite
vrednosti normalne sile meri se sila smicanja (engl. shear stress), potrebna da pokrene uzorak.
Rezultati merenja se prikazuju kao ugao koji kriva proticanja zatvara sa x osom (¢pw), adhezija Cestica
na zidove uredaja (taq), koeficijent trenja (W) 1 srednji ugao trenja (pwra).

Kriva proticanja uzorka duz zida uredaja opisuje zavisnost sile smicanja (1), (koja je potrebna da se
uzorak kontinuirano kre¢e duz zida uredaja) od normalne sile (slika 3.8a). Kada se postigne konstantna
vrednost sile smicanja (tw), tada je proticanje uzorka duz zida ujednaceno. Ugao krive proticanja
predstavlja ugao koji kriva proticanja zatvara sa X-osom (slika 3.8a). Ugao trenja (¢) predstavlja ugao
koji linija koja prolazi kroz koordinatni pocetak i odredenu tacku na krivoj proticanja zatvara sa x-
osom (slika 3.8.b). Koeficijent trenja (p) opisuje odnos izmedu konstantne vrednosti sile smicanja (tw) 1
normalne sile (6,) (Introduction in powder rheology, 2023) (jednacina 19).

Tw

p== (19)

Rezultati odredivanja trenja izmedu Cestica Cvrstih disperzija i zida uredaja su prikazani tabelarno i
graficki.

Slika 3.7. Merna celija za smicanje (levo) i merni sistem PSC43-21-0 (desno) (preuzeto iz Introduction
in powder rheology, 2023)
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Sila smicanja (Pa)
Sila smicanja (Pa)

Normalna sila (Pa) Normalna sila (Pa)

Slika 3.8. Zavisnost ugla krive proticanja uzorka duz zida (o) (a) i srednjeg ugla trenja (dwra)(b) od
normalne sile (preuzeto i prilagodeno iz The Field Guide to Pharmaceutical Powder Characterization,
2023 )

3.1.2.3.7.6. Kompresibilnost

Kompresibilnost uzoraka je odredivanja koris¢enjem merne celije za smicanje praskova, sa mernim
sistemom PSC43-21-0 (slika 3.7). U mernu ¢eliju zapremine 18,9 ml paZljivo je sipan uzorak do vrha.
Odredivanje se zasnivalo na merenju promene relativne zapremine uzorka, u zavisnosti od primenjene
sile na uzorak. Sa povecanjem sile kompesije dolazi do sabijanja uzorka i1 smanjenja njegove
zapremine. Zapremina pre i posle kompresije se odredivala kao razlika izmedu tacke u kojoj merni
sistem dodirne uzorak na pocetku merenja (pre primene sile) i nakon primene sile (slika 3.9)
(Introduction in powder rheology, 2023) u odnosu na nultu tacku (odgovara dnu merne ¢elije). U toku
ispitivanja, na uzorke je primenjivana sila kompresije od 0 do 45 kPa.

Slika 3.9. Prikaz merenja zapremine uzorka pre i posle kompresije preuzeto i prilagodeno iz The Field
Guide to Pharmaceutical Powder Characterization, 2023)
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Nasipna gustina pre i posle kompresije je izraCunavana na osnovu poznate mase i zapremine uzorka,
pre i nakon kompresije.

Carr-ov indeks 1 Hausner-ov odnos su se izracunavali na osnovu jednac¢ina 20 i 21 (Ph.Eur. 11.0):

Carr — ov indeks = 100 x Z2=T (20)
B
gde je VB zapremina uzorka pre primene sile kompresije, V1 zapremina uzorka nakon primene sile
kompresije.

Hausner — ov odnos = £- (21)

PB

gde je ps nasipna gustina pre primene sile kompresije, pr nasipna gustina nakon primene sile
kompresije.

Rezultati su prikazani tabelarno i graficki.
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3.1.2.4. IV faza eksperimentalnog rada

3.1.2.4.1. In silico modelovanje

U cetvrtoj fazi istrazivanja razvijen je i validiran in silico PBBM klopidogrel-specifican model za
procenu apsorpcije i farmakokinetickih parametara klopidogrela. Razvijeni model je koriséen za
procenu uticaja vrste i1 udela hidrofilnih polimera na apsorpciju i farmakokneticke parametre aktivne
supstance, nakon peroralne primene Cvrstih disperzija, kao i za razmatranje eventualnog povecanja
bioraspolozivosti aktivne supstance.

U ovom delu istrazivanja, eksperimentalno je sprovedeno ispitivanje in vitro brzine rastvaranja
klopidogrel-hidrogensulfata u uslovima izmene medijuma tako da se oponasaju promene fizioloske pH
vrednosti kroz gastrointestinalni trakt. Dobijeni rezultati su kori$¢eni za modelovanje.

3.1.2.4.1.1. In vitro ispitivanje brzine rastvaranja klopidogrel-hidrogensulfata iz ¢vrstih
disperzija pomocéu aparature sa cilindrom sa povratnim kretanjem

Ispitivanje in vitro brzine rastvaranja klopidogrela iz ¢vrstih disperzija, punjenih u tvrde zelatinske
kapsule (sadrze uobicajenu terapijsku dozu klopidogrela od 75 mg), sprovedeno je na aparaturi sa
cilindrom sa povratnim kretanjem (Bio-Dis Extended Release Tester, VanKel Technology Group,
SAD), pri ¢emu je vrSena izmena medijuma u toku ispitivanja, tako da se oponasaju promene fizioloske
pH vrednosti kroz gastrointestinalni trakt. Eksperimentalni uslovi izvodenja testa su prikazani u tabeli
3.4. Uzrokovanje (5 ml) je vrSeno prema protokolu ispitivanja, u definisanim vremenskim intervalima,
uz nadoknadu medijuma nakon uzorkovanja. Uzorci su profiltrirani kroz 0,45 pm membranski filter
(Merck Millipore, Merck KGaA, SAD), a sadrzaj klopidogrela je odredivan kori§¢enjem ranije opisane
RP-HPLC metode. Analiza je uradena u triplikatu za svaki medijum, a rezultati su predstavljeni kao
srednja vrednost & standradna devijacija.

Tabela 3.4. Uslovi in vitro ispitivanja brzine rastvaranje klopidogrela pomocu aparature sa cilindrom sa
povratnim kretanjem

Red I 11 11 v A\

Region GIT seludac duodenum proksimalni distalni distalni
& jejunum jejunum ileum

pH vrednost pH 1,2 pH 6,0 pH 6,4 pH 6,9 pH 7,4

Vreme zadrZavanja (min) 15 15 90 60 150

Zapremina medijuma (ml) 240

Vreme odlaganja (s) 30

Vreme cedenja (s) 60
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3.1.2.4.1.2. Razvoj i validacija PBBM klopidogrel specific(nog modela

Razvoj klopidogrel-specificnog PBBM modela je podrazumevao izbor ulaznih parametara,
opzimizaciju 1 validaciju modela. Za in silico modelovanje koriS¢en je programski softver
GastroPlus™ (verzija 9.8.2000, Simulation Plus Inc., SAD). Klopidogrel-specifi¢an model je razvijen
na osnovu ulaznih podataka koji su se odnosili na fizickohemijska i biofarmaceutska svojstva
klopidogrela, kao i fizioloSke uslove u organizma. Odgovaraju¢i ulazni parametri (tabela 3.5.) su
odabrani iz literature, odredeni eksperimentalno ili predvideni koris¢enjem GastroPlus™ softvera.

Za predvidanje apsorpcije i1 distribucije klopidogrela u gastrointestinalnom traktu koriS¢en je
unapredeni prostorni model apsorpcije 1 transporta (engl. Advanced Compartmental Absorption and
Transit Model, skr. ACAT). Odabrani ACAT model, u okviru GastroPlus™ softvera, koristio je
podrazumevane vrednosti fizioloSkih parametara za zdravu odraslu osobu, telesne tezine od 70 kg, u
stanju gladovanja, osim procenta zapremine tecnosti u tankom crevu (23%) i kolonu (0,5%), koje su
preuzete iz literature (Jereb i sar., 2019; Porat i sar., 2022).

GastroPlus™ PKPlus™ modul, pomoéni modul GastroPlus™ softvera, koriséen je za dobijanje
farmakokineti¢kih parametara klopidogrela (vrednosti ukupnog klirensa Ci, volumena distribucije Vg i
konstanti distribucije ki, ko1, ki3, k3/1) analizom in vivo profila koncentracije klopidogrela u plazmi u
toku vremena, nakon intravenske (i.v.) primene razli¢itih doza klopidogrela (1 mg, 10 mg, 100 mg i
300 mg) (Cushing i sar., 2012). In vivo brzina rastvaranja klopidogrela iz tableta sa trenutnim
oslobadanjem (IR) procenjena je koriS¢enjem Johnsonove jednaine (Lu i sar., 1993). Vrednost za
permeabilnost klopidogrela je izraCunata pomocu GastroPlus™ integrisanog konvertera, na osnovu
podatka o permeabilnosti klopidogrela na Caco-2 ¢elijama, preuzetih iz literature (Djebli 1 sar., 2015).

Validacija modela je izvrSena poredenjem rezultata predvidanja sa podacima iz in vivo studija nakon
1.v. primene (za doze 1 mg, 10 mg, 100 mg 1 300 mg) (Cushing i sar., 2012) 1 peroralne (p.o.) primene
(za doze 75 mg i 300 mg) (Karazniewicz-tada i sar., 2014). Program WebPlotDigitizer v4.4
(Automeris LLC, SAD) je koriS¢en za ocitavanje vrednosti in vivo podataka sa grafickih prikaza iz in
vivo studija (Cushing i sar., 2012; Karazniewicz-Lada i sar., 2014).

3.1.2.4.1.3. Primena PBBM klopidogrel specificnog modela

U drugoj fazi in silico modelovanja razvijeni 1 validirani model je kori$¢en za predvidanje apsorpcije 1
raspodele klopidogrela nakon peroralne primene odabranih ¢vrstih disperzija. Da bi se procenila mo¢
predvidanja izgradenog modela koriS¢ena je jednaCina za izraCunavanje vrednosti nivoa greske FE
(engl. fold error), koja opisuje odnos izmedu vrednosti iz in vivo studija i1 in silico predvidenih
podataka (jednacina 22) (Zhang i sar., 2015; Park i sar., 2017).

in silico predvidena vrednost

FE =

(22)

in vivo vrednost

Ukoliko se predvidene vrednosti farmakokinetickih parametara nalaze u dvostrukom opsegu in vivo
vrednosti, odnosno ako je vrednost nivoa greske FE bliska vrednosti 1, predvidanje se smatra uspesnim
(Zhang 1 sar., 2015; Park i sar., 2017; Medarevic i sar., 2018).
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Tabela 3.5. Ulazni parametri za in silico predvidanje aspsorpcije i distribucije klopdiogrela

Parametar Vrednost

Molekulska masa 321,82

log D (pH 7.,4) 3,9?

pKa vrednost 4,55°

Rastvorljivost na 37 °C (mg/ml) Rezultati prikazani u tabeli 4.1°¢
Efektivna permeabilnost kroz humani jejunum Pegr(cm/s) 4,7767 x 1044

Koeficijent difuzije (cm?/s) 0,7397 x 107°¢

Preénik Gestica (um) 150 (Dso); 250 (Doo)"

Doza (mg) 1, 10, 100, 300 (i.v.)&; 75, 300 (p.o.)"
Zapremina tecnosti uzeta sa lekom (ml) 200"

Slobodna frakcija aktivne supstance u plazmi (%) 2i

Odnos koncentracije aktivne supstance u krvi/plazmi 0,72°

Presistemski metabolizam u jetri (FPE %) 96,5

Ukupni klirens Cr. (I/h/kg) 1,2k

Volumen distribucije Vg4 (I/kg) 0,073k

Konstanta distribucije ki, (h™!) 9,285k

Konstanta distribucije ko1 (h™) 2,058k

Konstanta distribucije ki3 (h™) 1,243k

Konstanta distribucije k31 (h™) 0,17%

Poluvreme eliminacije ti/2 (h) 4.4

? Podatak preuzet iz literature (Sanofi-Aventis, Plavix product monograph, 2020)

b Podatak preuzet iz literature (Djebli i sar., 2015)

¢ Eksperimentalne vrednosti

4Vrednost izraCunata pomocu konvertera integrisanog u softver GastroPlus™, na osnovu podataka za
permeabilnost u Caco-2 ¢elijama (Djebli i sar., 2015)

¢ GastroPlus™ izracunata vrednost na osnovu molekulske mase

fPodaci preuzeti sa sertifikata proizvodaca aktivne supstance

¢ Podatak preuzet iz literature (Cushing i sar., 2012)

hPodatak preuzet iz literature (Karazniewicz-f.ada i sar., 2014)

i Podatak preuzet iz literature (El-Sadek i sar., 2011)

i Optimizovana vrednost tako da predvideni profil koncentracije u plazmi odgovara in vivo profilu (Jiang i sar.,
2015)

KVrednost izraCunata pomoc¢u GastroPlus™ PKPlus™ modula, na osnovu i.v. vrednosti iz literature (Cushing i
sar., 2012)

! GastroPlus™ izracunata vrednost

69



Ehlimana Osmanovi¢ Omerdié Doktorska disertacija

REZULTATI I DISKUSIJA
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1. I faza eksperimentalnog rada

4.1.1. Ispitivanje rastvorljivosti klopidogrel-hidrogensulfata

Rezultati ispitivanja rastvorljivosti klopidogrel-hidrogensulfata u medijumima razli¢ite pH vrednosti
prikazani su u tabeli 4.1. Rezultati ispitivanja rastvorljivosti su pokazali pH-zavisnu rastvorljivost
aktivne supstance, S$to je u saglasnosti sa literaturnim podacima (FDA, 2009; Jassim 1 Hussein, 2017;
Singh 1 sar., 2013; Sravani i sar., 2012; Qureshi i sar., 2017). Klopidogrel-hidrogensulfat je lako
rastvorljiv u medijumu pH 1,2 (268,750 mg/ml), dok je u medijumima visih pH vrednosti rastvorljivost
znacajno niza (0,055 mg/ml u medijumu pH 4,5 1 0,016 mg/ml u medijumu pH 6,8) (tabela 4.1). 1z
dobijenih rezulatata se vidi da s porastom pH vrednosti dolazi do opadanja rastvorljivosti klopidogrel-
hidrogensulfata. Budu¢i da se radi o slaboj bazi, rezultati su u skladu sa ocekivanjima. Literaturni
podaci za rastvorljivost klopidogrel-hidrogensulfata variraju u jako velikom opsegu, u zavisnosti od
veceg broja faktora, a pre svega od vrste medijuma u kojem je ispitivanje radeno. Tako se navode
vrednosti rastvorljivosti u opsegu 0,01-0,1 mg/ml u precis¢enoj vodi (Renuka i sar., 2016; Sharma 1 sar,
2017; Singh 1 sar., 2013). Vrednosti rastvorljivosti u medijumima pH 1,2 su u opsegu 40,0 mg/ml —
694,5 mg/ml, dok su vrednosti u medijumu pH 6,8 u opsegu 0,08 mg/ml — 13,3 mg/ml (Jassim i
Hussein, 2017; Singh 1 sar., 2013; Sravani i sar., 2012; Rao 1 Lakshmi, 2014). Razlog ovako velikih
odstupanja u rezultatima rastvorljivosti nije uvek lako naci, jer autori u svojim istrazivanjima vrlo ¢esto
ne navode detaljne uslove izvodenja ovog testa (sastav 1 zapremina medijuma, temperatura, brzina
muckanja, duzina trajanja testa). Ono u ¢emu su svi autori saglasni jeste da klopidogrel-hidrogensulfat
pokazuje pH-zavisnu rastvorljivost i da sa porastom pH vrednosti dolazi do opadanja rastvorljivosti
aktivne supstance (FDA, 2009; Jassim i Hussein, 2017; Singh i sar, 2013; Sravani i sar., 2012; Qureshi
et al, 2017). Treba ista¢i da podaci u vezi sa rastvorljivos¢u klopidogrel-hidrogensulfata navedeni u Ph.
Eur. 11.0 (lako rastvorljiv u vodi i metanolu, prakti¢no nerastvorljiv u cikloheksanu) ne ukazuju na pH-
zavisnu rastvorljivost ove aktivne supstance.

Na osnovu izracunate vrednosti doznog broja (jednacina 2), aktivna supstanca se moze smatrati dobro
rastvorljivom ako je dozni broj manji od 1, a slabo rastvorljivom ako je dozni broj ve¢i od 1 (Wolk 1
sar., 2014). Izratunavanjem doznog broja za terapijske doze klopidogrela od 75 mg, 300 mg i 600 mg,
potvrdena je pH-zavisna rastvorljivost, jer je dozni broj manji od 1, za medijum pH 1,2, dok je za
medijume pH vrednosti 4,5 1 6,8 vrednost doznog broja ve¢a od 1 (Wolk 1 sar., 2014) (Tabela 4.1).

Table 4.1. Rastvorljivosti klopidogrel-hidrogensulfata u medijumima razli¢itih pH vrednosti 1 vrednosti
izraCunatog doznog broja

Rastvorljivost (mg/ml) Terapijska doza (mg)
astvorljivost (mg/m
pH vrednost ! E 75 300 600
+ S.D.
Dozni broj (Do)

1,2 268,750 £ 6,159 0,001 0,004 0,009

4,5 0,055 £ 0,005 5,455 21,818 43,636

6,8 0,016 £ 0,003 21,429 85,714 171,429

S.D. - standardna devijacija

71



Ehlimana Osmanovi¢ Omerdié Doktorska disertacija

4.1.2. Formulacija i izrada ¢vrstih disperzija

U prvoj fazi istrazivanja izradeno je 20 uzoraka ¢vrstih disperzija sa model aktivhom supstancom,
klopidogrel-hidrogensulfatom 1 razli¢itim hidrofilnim polimerima (kopovidon, makrogol 6000,
poloksamer 407 i povidon K30). Udeo aktivna supstanca/polimer u izradenim ¢vrstim disperzijama bio
je 1:1, 1:2, 1:3, 1:51 1:9 (tabela 3.2).

Iako su uobicajeni odnosi aktivna supstanca/nosac¢ (polimer) u ¢vrstim disperzijama 1:1, 1:2 i 1:3, nije
redak slucaj da koriste i znatno visi udeli polimera, jer je za poboljSanje rastvorljivosti 1 brzine
rastvaranja slabo rastvorljive aktivne supstance formulacijom ¢vrstih disperzija Cesto potrebna veca
koli¢ina polimera. Yani 1 sar. (2017) su izradivali ¢vrste disperzije ibuprofena, sa polimerima
kopovidonom i Eudragit®-om EPO udela 1:9. Sa poveéanjem udela aktivne supstance na 20% i 30%,
izrada cCvrstih disperzija je bila veoma otezana, a dobijeni uzorci su bili lepljivi 1 teski za
karakterizaciju. Iz ¢vrste disperzije sa ibuprofenom i kopovidonom, pri udelu 1:9 oslobodilo se 85%
aktivne supstance nakon 120 minuta, Sto ukazuje da se visokim udelom polimera postize oslobadanje
znatno vece koli¢ine ibuprofena, u poredenju sa Cistom aktivhom supstancom (oko 20%, nakon 120
minuta). Ipak, u ovom slucaju ni udeo aktivna supstanca/kopovidon 1:9 nije bio dovoljan da se
oslobodi celokupna koli¢ina ibuprofena nakon 120 minuta ispitivanja. Za razliku od toga, iz ¢vrstih
disperzija sa Eudragit®-om EPO, pri udelu 1:9, nakon 120 min se oslobodilo 100% iburofena (Yani i
sar., 2017). Annepogu i sar. (2020) su izradivali ¢vrste disperzije tiokolhikozida sa poloksamerom 407 i
udelima aktivna supstanca/polimer 1:1, 1:2, 1:4, 1:6. S poveéanjem udela polimera povecavala koli¢ina
oslobodenog tiokolhikozida. U poredenju sa aktivnom supstancom, gde se nakon 60 minuta rastvorilo
40% tiokolhikozida, iz ¢vrste disperzije sa najve¢im udelom poloksamera 407 (1:6), nakon 60 min, je
postignuto kompletno oslobadanje aktivne supstance.

Cvrste disperzije su izradene metodom rastvaranja kori$éenjem etanola 96% (V/V), kao rastvaraca.
Izrada ¢vrstih disperzija moZe biti zahtevna, zbog moguénosti da nastala ¢vrsta masa nakon isparavanja
rastvaraCa moze biti lepljiva 1 smolasta, te problemati¢na za dalju obradu (usitnjavanje i prosejavanje).

Na slici 4.1 je prikazan izgled dobijenih ¢vrstih disperzija, sa ve¢im udelima koris¢enih polimera (1:5 1
1:9).

Cvrste disperzije sa kopovidonom imale su izgled svetlo Zutog do belog, sitnog praska (slika 4.1a).
Lako su se izradivale, usitnjavale i prosejavale.

Cvrste disperzije sa makrogolom 6000 izgledale su kao beli prasak (slika 4.1b). Prilikom usitnjava u
tarioniku 1 prosejavanja, zbog strukture sli¢ne vosku, koja potice od makrogola 6000, lepile su se na
zidove tarionika 1 sita, §to je usporavalo proces izrade, jer je bilo potrebno dodatno skidanje ¢vrste
mase sa zidova tarionika 1 sita.

Cvrste disperzije sa poloksamerom 407 izgledom su bile sli¢ne ¢vrstim disperzijama sa makrogolom
6000, ali nisu imale strukturu sli¢nu vosku (slika 4.1c). Lako su se izradivale, usitnjavale i prosejavale.

Prilikom izrade ¢vrstih disperzija sa povidonom K30, primeceno je lepljenje nastale ¢vrste mase na
zidove suda rotirajueg evaporatora. Dobijena Cvrsta masa se teze skidala sa zidova suda, zbog Cega je
u ovom slucaju prinos bio najmanji. Imale su izgled Zuckastog, sitnog praSka, slicne Cvrstim
disperzijama sa kopovidonom (slika 4.1d).

Izmedu ¢vrstih disperzija razli€itih udela polimera nije bilo vidljive razlike u izgledu.
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Slika 4.1. Izgled Cvrstih disperzija sa kopovidonom (a), makrogolom 6000 (b), poloksamerom 407 (c) i
povidonom K30 (d) (odnos aktivna supstanca/polimer 1:51i 1:9)

4.1.3. In vitro ispitivanje brzine rastvaranja klopidogrel-hidrogensulfata iz ¢vrstih disperzija

U cilju procene uticaja vrste i udela polimera na brzinu rastvaranja klopidogrela, sprovedeno je in vitro
ispitivanje brzine rastvaranja klopidogrela iz izradenih ¢vrstih disperzija. U cilju poredenja rezultata,
ispitivanje je sprovedeno i za aktivnu supstancu, fizicke smeSe aktivne supstance i polimera i
komercijalne tablete.

Profili in vitro brzine rastvaranja klopidogrel-hidrogensulfata iz uzoraka ¢vrstih disperzija, fizi¢kih
smesa, aktivne supstance i komercijalnih tableta su prikazani u tabeli 4.2 i na slici 4.2 (a-d).

Nakon 60 minuta ispitivanja, iz ¢vrstih disperzija sa kopovidonom se oslobodilo od 54,05% do 90,44%
aktivne supstance, iz Cvrstih disperzija sa makrogolom 6000 od 43,72% do 92,01%, iz cvrstih
disperzija sa poloksamerom 407 od 47,38% do 96,38% i iz ¢vrstih disperzija sa povidonom K30 od
40,98% do 77,22%. Za isto vreme ispitivanja, koli¢ina rastvorenog klopidogrela-hidrogensulfata je bila
samo 32,20% Sto je u skladu sa ocekivanjima, jer je klopidogrel-hidrogensulfat slabo rastvorljiva
suptanca u uslovima neutralne pH vrednosti (fosfatni pufer 6,8). Koli¢ina rastvorenog klopidogrel-
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hidrogensulfata iz komercijalnih tableta je bila 37,74%, dok je za fizicke smeSe iznosila od 22,31% do
50,45%. Uzorci Cvrstih disperzija, osim uzorka P1 (odnos aktivna supstanca/poloksamer 407 1:1),
omogucavaju rastvaranje vece koliCine klopidogrel-hidrogensulfata, u poredenju sa odgovaraju¢im
fizickim smesama, aktivhom supstancom i komercijalnim tabletama (tabela 4.2; slika 4.2).

Na osnovu literaturnih podataka, povecanje brzine rastvaranja aktivne supstance iz ¢vrstih disperzija se
najc¢esce moze objasniti prelaskom aktivne supstance iz kristalnog oblika u amorfni oblik, smanjenjem
veli¢ine Cestica, poboljSanjem kvasenja 1 solubilizacijom aktivne supstance, kao 1 nastankom
medumolekulskih interakcija izmedu aktivne supstance i polimera (Almeida i sar., 2024; Malkawi i
sar., 2022; Patel i sar., 2022; Sokac i sar., 2024). Poredenjem oslobodenih koli¢ina klopidogrel-
hidrogensulfata iz Cvrstih disperzija 1 fizickih smeSa, uoCava se da se jednostavnim meSanjem
klopidogrel-hidrogensulfata i polimera ne postize poboljSanje rastvaranja aktivne supstance. Moze se
pretpostaviti da fizickim meSanjem aktivne supstance i polimera ne dolazi do pojave fenomena, koji se
deSavaju u ¢vrstim disperzijama, a koji dovode do povecanog rastvaranja aktivne supstance.

Shodno ocekivanjima, povecanje udela hidrofilnith polimera generalno dovodi do povecanog
rastvaranja klopidogrel-hidrogensulfata iz izradenih Cvrstih disperzija. Takve rezultate istrazivanja
navode 1 drugi autori (Alshehri 1 sar., 2020; Nair 1 sar., 2020; Krsti¢ 1 sar., 2020). Smatra se da veéi
udeo polimera poveéava stepen kvaSenje i specifi¢nu povrsinu aktivne supstance izlozenu rastvaracu,
¢ime se pospeSuje njeno rastvaranje iz ¢vrstih disperzija. S povecanjem udela polimera dolazi i do
smanjenja kristaliniteta aktivne supstance (Nair 1 sar., 2020). Ovi faktori zajednicki doprinose
poboljSanju rastvaranja aktivne supstance iz ¢vrstih disperzija.

Koli¢ina rastvorenog klopidogrel-hidrogensulfata, nakon 60 minuta, iz ¢vrstih disperzija sa
kopovidonom, u zavisnosti od udela polimera, bila je od 54,05% do 90,44% (uzorci sa oznakom C;
tabela 4.2). U poredenju sa Cvrstim disperzijama sa drugim polimerima, pri odnosu aktivna
supstanca/polimer 1:1, uzorak Cl1 je omogucio da se rastvori najveca koli¢ina klopidogrel-
hidrogensulfata, $to ukazuje na sposobnost kopovidona da uti¢e na povecanje rastvaranja i kod ¢vrstih
disperzija sa manjim udelima polimera. Ovo moZe biti znacajna osobina kopovidona kao nosaca u
¢vrstim disperzijama, jer manji udeo polimera omogucava formulisanje tableta i kapsula manje mase,
Sto olakSava primenu kod pacijenata.

S povecanjem udela kopovidona dolazi do povecanog rastvaranja klopidogrel-hidrogensulfata iz ¢vrstih
disperzija, Sto navode i1 drugi autori. De Assis 1 sar. (2022) su pokazali da s povecanjem udela
kopovidona u ¢vrstoj disperziji dolazi do povecanja brzine rastvaranja aktivne supstance flubendazol,
pri ¢emu je ovaj efekat najviSe bio izrazen u slucaju c¢vste disperzije sa odnosom
flubendazol/kopovidon 1:9.

Prema literaturnim podacima, razli¢iti su mehanizmi koji dovode do poboljSanog rastvaranja aktivne
supstance i1z ¢vrstih disperzija sa kopovidonom, pri ¢emu se najc¢esce navodi prelazak kristalnog oblika
aktivne supstance u amorfni (de Assis i sar., 2022; Nair i sar., 2020; Yani i sar., 2017). Takode, smatra
se da moZze do¢i 1 do formiranja koloidne faze u kontaktu ¢vrste disperzije sa medijumom, §to su Que 1
sar. (2019) dokazali u slucaju ¢vrste disperzije ledipasvira sa kopovidonom. Koloidna faza se ponasa
kao rezervoar za aktivnu supstancu i obezbeduje njeno postepeno oslobadanje i poboljSanje brzine
rastvaranja.

Koli¢ina rastvorenog klopidogrel-hidrogensulfata nakon 60 minuta, iz Cvrstih disperzija sa
makrogolom 6000 u zavisnosti od udela polimera je bila od 43,72% do 94,03% (uzorci sa oznakom M;
tabela 4.2.). S povecanjem udela makrogola 6000 u Cvrstim disperzijama dolazi do povecanog
rastvaranja aktivne supstance, do udela 1:5 (uzorak M5). Sa daljim povec¢anjem udela makrogola 6000
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ne dolazi do daljeg povecanja rastvaranja. U slucaju uzorka M9 (udeo 1:9) koli¢ina rastvorenog
klopidogrel-hidrogensulfata je nesto manja (92,01%), nego kog uzorka M5 (udeo 1:5) (94,03%).
Dobijeni rezultati ukazuju da prevelika koli¢ina polimera u cvrstim disperzijama moze biti
neodgovarajuéa za povecanje rastvaranja aktivne supstance. Ovo se moze objasniti time da makrogol
6000 u kontaktu sa medijumom bubri i da nastaje deblji viskozni sloj koji usporava prodiranje
medijuma do Cestica aktivne supstance, Sto usporava oslobadanje. Takode, velika koli¢ina polimera u
¢vrstim disperzijama moze smanjiti specificnu povrSinu leka koja je izlozena medijumu 1 usporiti
proces rastvaranja (Bolourchian i sar., 2013).

Kolic¢ina rastvorenog klopidogrel-hidrogensulfata iz ¢vrstih disperzija sa poloksamerom 407 bila je od
30,74% do 96,38% nakon 60 minuta (uzorci sa oznakom P; tabela 4.2). I u ovom slucaju, sa
povecanjem udela polimera dolazi do povecanog rastvaranja aktivne supstance iz ¢vrstih disperzija.
Najmanji udeo poloksamera 407 (uzorak P1) nije bio dovoljan da poboljsa rastvaranje aktivne
supstance, jer se iz ovog uzorka rastvorilo samo 30,74% klopidogrel-hidrogensulfata, $to je manje nego
za Cistu aktivnu supstancu (32,20%). Koli¢ina rastvorenog klopidogrel-hidrogensulfata bila je najveca
kod uzorka P9 (udeo 1:9) 1 iznosila je 96,38%. Ovo je najveca koli¢ina oslobodene aktivne supstance iz
svih ispitivanih ¢vrstih disperzija. U poredenju sa ¢istom aktivnom supstancom, oslobodena koli¢ina
klopidogrel-hidrogensulfata iz uzorka P9 (nakon 60 minuta) je ve¢a za 3 puta, a u poredenju sa
komercijalnim tabletama za 2,5 puta.

S obzirom da je poloksamer 407 polimer koji ima osobine surfaktanta, moze se pretpostaviti da se
povecano rastvaranje deSava zbog povecanja kvasenja klopidogrel-hidrogensulfata, kao i prelaska
aktivne supstance iz kristalnog u amorfni oblik (Yusuf'i sar., 2023; Nair i sar, 2020). Poloksamer 407 u
kontaktu s medijumom formira micele, koje omogucavaju solubilizaciju 1 znac¢ajno povecanje brzine
rastvaranja aktivne supstance (Park i sar., 2018; Szafraniec i sar. 2018). Szafraniec i sar. (2018) su
dokazali da je solubilizacija lipofilne aktivne supstance bikalutamida u prisustvu poloksamera 407
glavni mehanizam koji dovodi do povecanog rastvaranja bikalutamida iz ¢vrstih disperzija.

Koli¢ina rastvorenog klopidogrel-hidrogensulfata iz ¢vrstih disperzija sa povidonom K30 bila je od
40,98% do 77,22% (uzorci sa oznakom K; tabela 4.2). Prema literaturnim podacima, kao najcesci
razlozi za poboljSano rastvaranje aktivne supstance iz ¢vrstih disperzija sa povidonom K30 se navode
stvaranje molekulske disperzije aktivne supstance u amorfnom obliku, inhibicija rekristalizacije aktivne
supstance, kao 1 smanjenje veliine Cestica (Baghel 1 sar., 2019; Browne 1 sar., 2019; Smeets 1 sar.,
2018; Yan 1 sar., 2019). U ovim istrazivanjima, povidon K30 kao polimer u ¢vrstim disperzijama je
pokazao najmanju sposobnost da poboljsa rastvaranje klopidogrel-hidrogensulfata, u poredenju sa sa
kopovidonom, makrogolom 6000 i poloksamerom 407.
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Tabela 4.2. Profili brzine rastvaranja klopidogrela-hidrogensulfata iz ispitivanih ¢vrstih disperzija

Cvrste disperzije

Fizicke smeSe

Rastvoreni CHS % (£S.D.)

Rastvoreni CHS % (£S.D.)

\(Ill:illlll)e 15 30 45 60 15 30 45 60
Cl 48,93 50,99 52,50 54,05 CPM1 24,22 25,45 26,30 30,93
(#2,32) (*£1,69) (£1,69) (+0,61) (£1,00) (+0,87) (£1,48) (£1,28)
C2 54,83 54,62 56,46 59,28 CPM2 26,74 28,38 29,35 31,86
(£1,50) (x1,74) (£0,37) (£1,06) (+1,29) (x1,15) (+1,23) (£0,54)
3 58,58 60,19 61,19 62,56 CPM3 20,77 25,96 31,62 33,22
(+0,51) (+0,86) (£0,96) (+0,35) (£1,68) (+1,37) (£1,24) (%1,10)
Cs 66,79 74,73 77,24 81,01 CPM5 15,68 22,26 25,66 28,77
(£6,80)  (x0,91)  (+0,53) (£0,93) (£6,98) (£11,99)  (£10,38)  (£3.,41)
C9 77,61 81,73 89,94 90,44 CPMO9 28,18 36,86 42,05 44,35
(x1,88) (£3,56) (x1,82) (x1,33) (£1,21) (£2,86) (£2,60) (£0,53)
M1 35,02 38,52 40,82 43,72 MPM1 24,94 25,93 25,94 27,34
(£1,23) (£0,56) (£2,11) (£1,50) (£1,34) (£0,62) (£0,72) (£0,87)
M2 51,46 53,85 55,85 57,22 MPM2 26,38 28,16 29,04 30,83
(£1,47) (£1,24) (£0,52) (£1,01) (£0,75) (£1,00) (£0,77) (£0,53)
M3 60,23 60,95 61,31 63,01 MPM3 20,72 25,70 34,02 36,06
(£1,62) (#2,44) (£1,96) (x1,51) (+1,46) (+1,53) (+1,65) (£0,96)
M5 78,17 85,78 87,89 94,03 MPMS5 33,97 34,07 38,82 45,20
(£7,88) (#4,37) (£2,04) (+0,85) (*5,77) (*1,37) (#£2,14) (£1,40)
MO 75,34 82,80 87,38 92,01 MPMO9 32,02 43,19 44,68 50,45
(£6,03) (£3,07) (£3,00) (£1,60) (£2,11) (£7,88) (£8,59) (x2,14)
Pl 26,49 27,46 28,15 30,74 PPM] 28,73 29,10 29,40 29,60
(x1,19) (£1,20) (£0,70) (£0,68) (*#2,12) (+2,15) (*+1,16) (+0,58)
P2 13,92 24,07 42,91 47,38 PPM2 28,83 29,89 31,40 32,60
(£6,86) (+3,76) (£0,48) (£1,00) (£2,06) (£2,24) (£2,15) (£2,04)
P 26,25 45,87 56,28 60,34 PPM3 19,39 25,37 30,69 34,94
(£0,83) (£3,12) (£1,92) (£0,98) (£0,93) (£1,00) (£1,68) (£0,51)
P5 73,63 84,12 86,94 89,21 PPMS5 12,38 18,81 41,86 42,71
(£0,97) (£2,42) (£2,77) (£1,86) (£2,79) 7,77) (£1,24) (x1,04)
P9 90,76 95,81 96,25 96,38 PPMO 19,25 29,09 42,34 42,71
(£5.,45) (£2,03) (£1,71) (£1,68) (£4,69) (£1,29) (£1,58) (x1,21)
30,90 35,05 37,13 40,98 KPMI 16,92 20,69 21,32 22,31
K1 (£0,69) (£0,59) (£1,01) (£0,32) (£0,70) (*1,57) (1,10) (0,93)
K2 50,83 52,49 53,23 54,75 KPM?2 17,75 19,42 21,24 23,07
(£0,30) (£0,46) (+0,80) (+0,71) (£1,21) (£1,64) (£2,62) (#£2,13)
K3 41,86 53,29 54,86 57,34 KPM3 19,79 21,64 23,24 25,30
(£9,47) (£0,65) (£0,58) (£2,34) (£1,93) (£2,77) (£2,55) (£1,98)
K5 57,80 63,73 66,46 70,20 KPMS5 16,58 24,23 26,77 27,04
(£2,52)  (x1,67)  (£3,06) (£0,55) (£3,65) (£2,04) (£0,62) (£0,10)
K9 50,94 64,64 72,17 77,22 KPMO 26,99 29,75 29,61 29,91
(£7,65) (£2,01) (x4,72) (£2,58) (£5,22) (£5,71) (£4.,48) (£3,06)
CHS 26,76 27,99 32,02 32,20 Tablete 30,65 36,57 36,60 37,62
(£1,09)  (£1,02)  (£2,62) (£1,04) (£3,25) (£0,61) (£0,28) (£0,65)

S.D. — standardna devijacija
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Slika 4.2. Komparativni profili brzine rastvaranja klopidogrel-hidrogensulfata iz: ispitivanih ¢vrstih disperzija sa kopovidonom (a),
makrogolom 6000 (b), poloksamerom 407(c), povidonom K30 (d), aktivne supstance (CHS) i komercijalnih tableta
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4.2. II faza eksperimentalnog rada

Na osnovu rezultata ispitivanja in vitro brzine rastvaranja klopidogrel-hidrogensulfata iz ¢vrstih
disperzija (I faza eksperimentalnog rada) moglo se zakljuciti da su ¢vrste disperzije sa kopovidonom,
makrogolom 6000 i poloksamerom 407, sa udelima aktivna supstanca/polimer 1:5 1 1:9 (uzorci C5, C9,
M5, M9, P5, P9) omogucile da se rastvori najveéa koli¢ina klopidogrel-hidrogensulfata (vise od 80%
za 60 minuta). Navedeni uzorci su odabrani za dalja ispitivanja (karakterizaciju fizickog stanja aktivne
supstance DSC, FT-IR i PXRD metodama i odredivanje sadrzaja klopidogrela). U cilju procene
dugotrajne stabilnosti ovih uzoraka Cvrstih disperzija, navedena ispitivanja, ukljucujuci i in vitro
ispitivanje brzine rastvaranja klopidogrel-hidrogensulfata ponovljena su nakon 12 meseci skladistenja
uzoraka u komorama za ispitivanje stabilnosti, pod kontrolisanim uslovima (temperatura od 25+ 2 °C 1
vlaznost vazduha od 60 + 5%).

Karakterizacija ¢vrstih disperzija

4.2.1. Diferencijalna skenirajuca kalorimetrija

DSC termogrami aktivne supstance, polimera (kopovidon, makrogol 6000 i poloksamer 407) i
odabranih ¢vrstih disperzija (C5, C9, M5, M9, P5 i P9) su prikazani na slici 4.3.

Na DSC termogramu klopidogrel-hidrogensulfata se uocava jedan endotermni pik na temperaturi od
178 °C, koji odgovara tacki topljenja aktivne supstance. Ovaj podatak ukazuje da se aktivna supstanca
nalazi u polimorfnom obliku II, jer prema literaturnim podacima (Koradia i sar., 2004; Lestari 1 sar.,
2010; Zupancic i sar., 2010) polimorfni oblik II ima tacku topljenja u rasponu od 176 — 178 °C. Za
razliku od polimorfnog oblika II, polimorfni oblik I ima tacku topljenja na viSim temperaturama (198 —
200 °C) (Koradia 1 sar., 2004; Lestari 1 sar., 2010; Zupancic€ 1 sar., 2010).

Na DSC termogramu za kopivodon se vide dva pika, jedan ostriji, koji odgovara temperaturi od 63 °C 1
drugi, razvucen, koji odgovara temperaturnom rasponu od 100 - 107 °C (slika 4.3a) $to je u saglasnosti
sa literaturnim podacima drugih autora (De Assis i sar., 2022; Mehatha i sar., 2014; Song i sar., 2013).
De Assis 1 sar. (2022) su analizirali DSC metodom ¢vrste disperzije flubendazola sa kopovidonom , a
njihovi rezultati ukazuju na slican izgled termograma za polimer, a pik na 106 °C su okarakterisali kao
Tg polimera.

Na DSC termogramu za makrogol 6000 vidljiv je endotermni pik na temperaturi 63 °C (slika 4.3b), Sto
odgovara temperaturnom rasponu tacke topljenja (55 - 63 °C) za ovaj polimer (Biswal 1 sar., 2008;
Bolourchian i sar., 2013; Jassim i Hussein, 2014).

DSC termogram za poloksamer 407 na temperaturi od 57 °C (slika 4.3c) odgovara tackama topljenja
polimera (56 — 57 °C) i u skladu je sa literaturnim podacima drugih autora (Jin i sar., 2021; Kher i
Sorathia, 2024).

Na DSC termogramima svih ¢vrstih disperzija ne uoCava se karakteristicni pik na 178 °C, koji
odgovara tacki topljenja klopidogrel-hidrogensulfata, Sto ukazuje da je aktivna supstanca u Cvrstim
disperzijama 1z kristalnog oblika presla u amorfni, Sto su objavili 1 drugi autori (Patel i sar., 2020;
Singh i sar., 2011). Prema navodima autora, (De Assis i sar., 2022), za nastanak amorfnog oblika su
odgovorne medumolekulske interakcije izmedu aktivne supstance 1 polimera.
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Karakteristi¢ni pikovi kopovidona su u ¢vrstim disperzijama dodatno razvuceni 1 skoro da potpuno
nestaju. Yani i sar. (2017) su pokazali sli¢an izgled termograma ¢vrstih disperzija sa jako razvucenim
pikovima za kopovidon i1 bez pikova za aktivne supstance ibuprofen i fenofibrat, §to su okarakterisali
kao prelazak kristalog oblika aktivnih supstanci u amorfni.

Kod ¢vrstih disperzija sa makrogolom, pikovi koji odgovaraju polimeru su ostali na bliskim pozicijama
kao kod ¢istog polimera, uz minimalna pomeranja pikova ka viSim temperaturama. Biswal i sar. (2008)
su objavili da je kod cCvrstih dsperzija gliklazida sa poloksamerom 6000 takode doSlo do malog
pomeranja pikova (59,2 - 60,1 °C) u odnosu na ¢isti polimer (61,9 °C), ali ka nizim temperaturama.
Febriyenti i sar. (2019) navode da su kod ¢vrstih disperzija gliklazida sa smeSom makrogola 6000 i
povidona K30, u razli¢itim odnosima (1:9, 2:8, 3:7, 4:6, 5:5), pikovi koji odgovaraju tacki topljenja
makrogola 6000 ostali na bliskim pozicijama (60 - 63 °C) u odnosu na Cisti polimer.

Na DSC termogramima cvrstih disperzija, nakon 12 meseci skladiStenja uzoraka (slika 4.3), ne
uocavaju se znacajnije promene u pozicijama endotermnih pikova u odnosu na inicijalna ispitivanja.
Izostanak karakteristicnog pika za kristalni oblik klopidogrel-hidrogensulfata na temperaturi 178 °C,
ukazuje da se fizicko stanje aktivne supstance nije promenilo tokom skladistenja, odnosno da je
klopidogrel-hidrogensulfat nakon 12 meseci ostao u amorfnom obliku u svim ispitivanim ¢Evrstim
disperzijama.
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Slika 4.3. DSC termogrami klopidogrel-hidrogensulfata, polimera i ¢vrstih disperzija sa: kopovidonom
(C5 i CY) (a), makrogolom 6000 (M5 i M9) (b) i poloksamerom 407(P5 i P9)(c), incinijalno i nakon 12

meseci
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4.2.2. Infracrvena spektrofotometrija sa Furijeovom transformacijom

Na slici 4.4 su prikazani FT-IR spektri klopidogrel-hidrogensulfata, polimera i ¢vrstih disperzija.

FT-IR spektar klopidogrel-hidrogensulfata pokazuje karakteristicne apsoprcione trake na slede¢im
talasnim brojevima: 3121 cm™ odgovara aromati¢noj i alkinil -CH vibraciji, na 1750 cm™! je traka jaceg
intenziteta koja poti¢e od valencione vibracije -C=0 grupe iz estarske funkcionalne grupe, na 1590 1
1437 cm! (tipi¢ne C=C vibracije iz aromati¢nog prstena), na 1186, 1150 i 1028 cm™! su trake koje
poti¢u od C-O, C-N i C-S veza, dok razvucena traka na 2505 cm™ poti¢e od veza iz formirane soli. Na
770, 721 i 697 cm™ mogu se uoditi trake karakteristicne za C-Cl i C-H deformacione vibracije iz
aromati¢nog prstena koje su karakteristicne za mono- supstituisane aromati¢ne prstenove i halogene.
Sli¢ne podatke navode i drugi autori (Koradia i sar., 2004; Lestari i sar., 2010; Srivastava i sar., 2010)
za polimorfni oblik II klopidogrel-hidrogensulfata. Traka na 1028 cm™ je karakteristi¢na za polimorfni
oblik II klopidogrel-hidrogensulfata i ona se moze koristiti za kvalitativno i1 kvantitativno odredivanje
polimorfnog oblika klopidogrel-hidrogensulfata u smesi, ili farmaceutskom obliku, dok je za
polimorfni oblik 1 karakteristicna traka na 841 cm™ (Koradia i sar., 2004). Zbog prisustva
karakteristi¢nih traka za polimorfne oblike I 1 II klopidogrel-hidrogen-sulfata, FT-IR analiza se moze
koristiti za proveru transformacije jednog polimorfnog oblika u drugi (Koradia i sar., 2004).

FT-IR spektri izradenih cvrstih disperzija pokazuju mala pomeranja pozicija karakteristi¢nih
apsoprcionih traka klopidogrel-hidrogensulfata u odnosu na aktivhu supstancu klopidogrel-
hidrogensulfat. Uzrok pomeranja apsorpcionih traka su medumolekulske interakcije izmedu
funkcionalnih grupa aktivne supstance i polimera (Veronez i sar., 2014).

Za c¢vrste disperzije sa kopovidonom karakteristi¢na apsopciona traka klopidogrel-hidrogensulfata na
1750 cm’!, koja poti¢e od -C=O grupe, se pomerila na 1730 cm™. Apsorpciona traka klopidogrel-
hidrogensulfata na 1150 cm™ se pomerila na 1166 cm™. Za uzorak C5 apsorpcione trake na 1186 cm™ i
1028 cm™! su se pomerile na 1181 cm™ i 1034 cm™!, dok su se za uzorak C9 ove trake pomerile na 1184
cm! i 1042 cm’. Uzrok ovih pomeranja su, verovatno, medumolekulske interakcije izmedu
klopidogrel-hidrogensulfata 1 kopovidona (Yani 1 sar., 2017). Drugi autori (Yani 1 sar., 2017) su
sproveli FT-IR analizu ¢vrstih disperzija ibuprofena sa kopovidonom i konstatovali da je doslo do
malog pomeranja apsorpcione trake kopovidona, sa 1654 cm! na 1666 cm’, $to istrazivadi
objaSanjavaju nastankom vodoni¢nih veza izmedu karbonilne -C=O grupe kopovidona i -OH grupe
ibuprofena (Yani 1 sar., 2017).

Za cvrste disperzije sa makrogolom 6000 i poloksamerom 407 na FT-IR spektrima (slika 4.4) su
primecena mala pomeranja karakteristi¢nih apsorpcionih traka klopidogrel-hidrogensulfata. Ove blage
promene su verovatno uzrokovane nastankom vodonic¢nih veza izmedu aktivne supstance i polimera.

Xiong i sar. (2019) su pokazali da je na FT-IR spektrima ¢vrstih disperzija izradenih sa makrogolom
6000 1 aktivnom supstancom telaprevir, takode doSlo do malog pomeranja karakteristi¢nih apsorpcionih
traka. Autori navode da se traka sa 3327 cm™ pomerila na 3323 cm™!, traka sa 1664 cm™ na 1667 cm™ i
traka sa 1519 cm™ na 1525 cm™. Ovo malo pomeranje traka je verovatno posledica nastanka vodoni¢ne
veze izmedu hidroksilne grupe makrogola 6000 i karbonilne grupe telaprevira (Xiong i sar., 2019). Kod
¢vrstih disperzija gliklazida sa makrogolom 6000, kako su objavili Biswal 1 sar. (2008), doslo je do
malog pomeranja karakteristicnih apsorpcionih traka, $to autori objasnjavaju nastankom vodoni¢nih
veza izmedu aktivne supstance 1 polimera. Febriyenti i sar. (2019) su mala pomeranja karakteristi¢nih
apsorpcionih traka glikazida, na spektrima ¢vrstih disperzija sa makrogolom 6000 objasnili nastankom
vodonic¢nih veza izmedu aktivne supstance 1 polimera.
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Kod c¢vrste disperzije taladafila sa poloksamerom 407 doslo je do blagih pomeranja apsorpcionih traka
(na 1438 cm™!, koja poti¢e od C-N grupe i na 3328 cm’, koja poti¢e od N-H grupe) prema visim
frekvencijama, Sto je posledica nastanka vodoni¢nih veza izmedu aktivne supstance 1 polimera (Vyas 1
sar., 2009).

Uocene vodoni¢ne veze, van der Walsove interakcije, jonske veze i hidrofobne interakcije, nastale
izmedu aktivne supstance i polimera u ¢vrstim disperzijama mogu biti uzrok prelaska klopidogrel-
hidrogensulfata iz kristalnog oblika u amorfni i poboljSanja brzine rastvaranja navedene aktivne
supstance (Alladi i Nalini, 2010; KolaSinac i sar., 2012).

Kako ni na jednom spektru ¢vrstih disperzija nisu uocene nove trake, moze se zakljuciti da nije doslo
do hemijske reakcije izmedu klopidogrel-hidrogensulfata i polimera (Febriyenti i sar., 2019; Vyas 1
sar., 2009).

Nakon 12 meseci skladiStenja, FT-IR spektri ispitivanih ¢vrstih disperzija su gotovo nepromenjeni u
odnosu na spektre dobijene nakon inicijalnog ispitivanja, sa minimalnim ili bez pomeranja pozicija
karakteristi¢nih traka klopidogrel-hidrogensulfata (slika 4.4). Na osnovu dobijenih rezultata se moze
zakljuciti da su nastale medumolekulske interakcije bile dovoljno jake da stabilizuju amorfni oblik
klopidogrel-hidrogensulfata u ¢vrstim disperzijama.
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4.2.3. Difrakcija X-zraka na prasku

Difrakcija X-zraka na prasku je koriS¢ena s ciljem provere fizickog stanja aktivne supstance u
odabranim C¢vrstim disperzijama. Slike 4.5 1 4.6 prikazuju difraktograme klopidogrel-hidrogensulfata,
polimera i odabranih ¢vrstih disperzija.

Na difraktogramu aktivne supstance vidljivi su difrakcioni pikovi sa veéim intenzitetom za sledece
uglove: 9,61°, 12,28°, 12,89°, 13,62°, 15,62°, 17,66°, 18,47°, 19,29°, 21,61°, 22,95°, 23,76°, 24,71° 26,
koji odgovaraju karakteristicnim pikovima za polimorfni oblik II klopidogrel-hidrogensulfata (Lestari i
sar., 2010). Postoje jasne razlike izmedu difraktograma za polimorfni oblik I i II klopidogrel-
hidrogensulfata. Za polimorfni oblik II je karakteristicna regija od nekoliko pikova na 12°-13°, dok je
za polimorfni oblik I karakteristiCan pik visokog intenziteta na 21°, koji se ne preklapa ni sa jednim
pikom polimorfnog oblika II (Yin i sar., 2016). Navedeni podaci ukazuju da je PXRD metoda pogodna
za razlikovanje polimorfnih oblika I i II klopidogrel-hidrogensulfata.

Na difraktogramu kopovidona (slika 4.6a) se se ne uoc¢avaju pikovi, jer je polimer amorfan.

Na difraktogramu makrogola 6000 (slika 4.6b) su vidljiva dva ostra pika: 19,2° i 23,1° 260, zbog
kristalne strukture polimera, §to je u saglasnosti sa literaturnim podacima (Adibkia 1 sar. 2019; Xiong i
sar., 2019). Adibkia i sar. (2019) su u svom radu objavili da se na PXRD difraktometru makrogola
6000 uocavaju dva intenzivna pika, na 19,4° i 23,3° 26, Sto potvrduje kristalni oblik polimera. Xiong 1
sar. (2019) su pokazali da su na difraktometru makrogola 6000 vidljivi karakteristi¢ni difrakcioni
pikovina 19,1°123,2°.

Na difraktogramu poloksamera 407 (slika 4.6¢), kao posledica semikristalne strukture polimera, isti¢u
se difrakcioni pikovi velikog intenziteta na 19,3° i 23,2° 26, uz amorfne regije izmedu razli¢itih pikova
bez ostrih vrhova. Sli¢ne podatke navode 1 drugi autori (Simonazzi i sar., 2018; Yusuf i sar., 2023).
Simonazzi 1 sar. (2018) su na difraktogramima poloksamera 407 uocili karakteriticne pikove visokog
intenziteta na 19,2° 1 23,2° 26. Yusuf i sar. (2023) su pokazali da se na difraktometrima poloksamera
407 vidi nekoliko oStrih karakteristiénih pikova zbog kristalne strukture polimera, uz regije sa
pikovima razli¢itog oblika i slabijeg intenziteta, $to je posledica semikristalne strukture polimera.

Difraktogrami ¢vrstih disperzija su znacajno izmenjeni u odnosu na difraktogram klopidogrel-
hidrogensulfata 1 viSe lie na difraktograme polimera. Takode se moze primetiti da bazne linije
difraktograma svih ¢vrstih dispezija nisu ravne, kao S§to je slucaj kod difraktograma aktivne supstance,
viSe prate oblik difraktograma polimera, $to je karakteristicno za amorfni oblik aktivne supstance.

Na difraktogramu ¢vstih disperzija sa kopovidonom (C5 i C9) (slika 4.6a) se vide pojedinacni pikovi
slabog intenziteta, dok karakteristicni pikovi klopidogrel-hidrogensulfata izostaju, pomereni su ili
znafajno manjeg intenziteta. Na osnovu ovih podataka moze se pretpostaviti da se klopidogrel-
hidrogensulfat u ¢vrstim disperzijama sa kopovidonom nalazi u amorfnom obliku. Usled povecanja
udela kopovidona i manje koncentracije aktivne supstance, kod uzorka C9 dolazi do smanjenja
intenziteta pikova na difraktogramu, u poredenju sa uzorkom C5.

Na difraktogramu ¢vrstih disperzija sa makrogolom 6000 (M5 1 M9) (slika 4.6b) su vidljivi
karakteristi¢ni pikovi koji odgovaraju ¢istom polimeru, ali su neSto manjeg intenziteta, Sto moze da
ukazuje da je polimer zadrZao kristalni oblik. Karakteristicni pikovi klopidogrel-hidrogensulfata na
difraktometrima C¢vrstih disperzija su potpuno nestali, Sto ukazuje da je aktivna supstanca presla iz
kristalnog oblika u amorfni oblik. Kod ¢vrstih disperzija mefenaminske kiseline 1 makrogola 6000
doslo je do smanjenja intenziteta i blagog pomeranja karakteristicnih pikova polimera prema visim
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uglovima, uz izostanak karakteristi¢nih pikova za aktivnu supstancu. Na osnovu ovih rezultata se moze
zakljuciti da je aktivna supstanca preSla iz kristalnog oblika u amorfni ili je dispergovana na
molekulskom novou unutar matriksa polimera (Fiilop i sar., 2015). Za Cvrste disperzije telaprevira sa
makrogolom 6000, vidljiva su samo dva pika, koja odgovaraju makrogolu 6000, dok su karakteristicni
pikovi za aktivnu supstancu izostali, §to ukazuje na amorfni oblik telaprevira u ¢vrstoj disperziji (Xiong
isar., 2019).

Za Cvrste disperzije sa poloksamerom 407 (P5 i P9) (slika 4.6¢) moZe se primetiti da su karakteristi¢ni
pikovi za polimer ostali na istim pozicijama, §to ukazuje da je polimer zadrzao kristalnu strukturu.
Karakteristi¢ni pikovi klopidogrel-hidrogensulfata u ¢vrstim disperzijama P5 i P9 se ne uocavaju, ili su
jako slabog intenziteta, Sto moze da ukazuje da je aktivna supstanca presla iz kristalnog oblika u
amorfni oblik, Sto je i opisano ranije u literaturi (Vyas i sar., 2009; Yusuf i1 sar.,, 2023). Na
difraktogramima Cvrstih disperzija taladafila sa poloksamerom 407, nedostaju karakteristi¢ni pikovi za
taladafil (na pozicijama 14,56° 1 21,14° 20), Sto autori objasnjavaju prelaskom kristalnog oblika aktivne
supstance u amorfni (Vyas i sar., 2009).

Na osnovu inicijalnih difraktograma ispitivanih ¢vrstih disperzija, €ini se da je samo u slucaju ¢vrstih
disperzija sa makrogolom 6000 postignuta potpuna amorfizacija klopidogrel-hidrogensulfata. Kod
ostalih uzoraka postoje pikovi slabijeg intenziteta, u poredenju sa aktivnom supstancom, $to moze da
ukazuje da kod cvrstih dispezija sa kopovidonom i poloksamerom 407 nije doSlo do potpune
amorfizacije aktivne supstance.

Na PXRD spektrima ¢vrstih disperzija nakon 12 meseci skladiStenja uzoraka, ne uocavaju se znacajnije
promene u pozicijama difrakcionih pikova, u odnosu na inicijalna ispitivanja. Na osnovu izostanka
karakteristi¢nih pikova za kristalni oblik klopidogrel-hidrogensulfata, moze se zakljuciti da se fizicko
stanje aktivne supstance nije promenilo tokom skladistenja, odnosno da je klopidogrel-hidrogensulfat
nakon 12 meseci ostao u amorfnom obliku u svim ispitivanim ¢vrstim disperzijama.

Intezitet (arb.jed)

26 (°)

Slika 4.5. Diifraktogram klopidogrel-hidrogensulfata
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Slika 4.6. Difraktogrami klopidogrel-hidrogensulfata, polimera i cvrstih disperzija sa: kopovidonom
(C51iCY) (a), makrogolom 6000 (M5 i M9) (b) i poloksamerom 407 (P5 i P9) (c)

inicijalno i nakon 12 meseci
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4.2.4. Odredivanje sadrzaja klopidogrela

Sadrzaj klopidogrela u ¢vrstim disperzijama nakon izrade bio je u opsegu 96,13% do 99,93% (tabela
4.3). Rezultati ispitivanja sadrzaja klopidogrela su u skladu sa zahtevima smernice 3AQ11a, prema
kojoj je dozvoljeno odstupanje od deklarisanog sadrzaja = 5% (3AQ11a, 1992).

Tabela 4.3. Sadrzaj klopidogrela u ¢vrstim disperzijama (inicijalno i nakon 12 meseci)

Uzorak SadrZaj klopidogrela (%)
Inicijalno 12 meseci

s 96,77 95,82
© 96,35 95,98
M> 98,99 98,51
Mo 96,13 97,41
Ps 99,93 99,86

° 9991 99,38

Sadrzaj klopidogrela u ¢vrstim disperzijama nakon 12 meseci skladistenja bio je sli¢an sadrzaju aktivne
supstance u pocetnim ispitivanjima (od 95,98% do 99,86%; tabela 4.3). I u ovom slucaju, odstupanje
od deklarisanog sadrzaja je u okviru + 5%, §to odgovara zahtevima smernice (3AQ11a, 1992).

4.2.5. In vitro ispitivanje brzine rastvaranja klopidogrel-hidrogensulfata iz ¢vrstih disperzija
nakon studija stabilnosti

Rezultati in vitro ispitivanja brzine rastvaranja klopidogrel-hidrogensulfata iz ¢vrstih disperzija, nakon
12 meseci skladiStenja uzoraka pod kontrolisanim uslovima, prikazani su u tabeli 4.4 i na slici 4.7.
Rezultati inicijalnog in vitro ispitivanja brzine rastvaranja su prikazani u tabeli 4.2 1 na slici 4.2.

Kod ¢vrstih disperzija sa kopovidonom (C5 1 C9) koli¢ina rastvorenog klopidogrel-hidrogensulfata
nakon 12 meseci (78,16% 1 89,21% posle 60 minuta) se nije znacajnije promenila u odnosu na
inicijalne vrednosti (81,01% 1 90,44% posle 60 minuta).

Cvrste disperzije sa poloksamerom 407 (P5 i P9) su takode imale sliéne vrednosti koli¢ine rastvorene
aktivne supstance nakon 12 meseci (88,71% 1 95,50%), u poredenju sa inicijalnim vrednostima
(89,21% 1 96,38%).

U slucaju ¢vrstih disperzija sa makrogolom 6000 (M5 i M9), nakon 12 meseci doslo je do velikog
smanjenja koli¢ine rastvorene aktivne supstance. U slu¢aju uzorka M5, koliCina rastvorenog
klopidogrel-hirogensulfata se od pocetnih 94,02% smanjila na 65,1%, a u sluaju uzorka M9 od
pocetnih 92,01% na 49,62%.
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Tabela 4.4. Profili in vitro ispitivanja brzine rastvaranja klopidogrel-hidrogensulfata nakon 12 meseci

Rastvoreni CHS % (£ S.D.)

Uzorak 15 mijn 30 min 45 min 60 min

Cs 63,44 72,07 76,11 78,16
(£0,77) (£3,24) (£2,95) (£1,49)

9 76,25 82,99 89,12 89,21
(£0,85) (£0,86) (£1,09) (£0,42)

M5 42 83 49,59 57,49 65,13
(£1,89) (£3,65) (+4,90) (£2,00)

M9 37,84 41,17 43,95 49,62
(£0,25) (£1,00) (£5,65) (£5,68)

Ps 73,53 83,53 86,91 88,71
(£2,06) (£3.,5) (£1,22) (£0,55)

P9 71,48 84,60 92,00 95,50
(£2,52) (£2,33) (+0,88) (#0,51)

S.D. — standardna devijacija

Rezultati DSC, FT-IR 1 PXRD merenja, kao 1 odredivanja sadrzaja aktivne supstance u c¢vrstim
disperzijama sa makrogolom 6000 (M5 i M9), sprovedeni inicijalno i nakon 12 meseci skladiStenja,
ukazivali su na njihovu prihvatljivu stabilnost. Medutim, rezultati in vitro oslobadanja klopidogrel-
hidrogensulfata iz ovih uzoraka su pokazali da je koli¢ina oslobodene aktivne supstance (nakon 60
minuta) bitno manja u odnosu na inicijalne vrednosti, pri ¢emu je ovaj fenomen bio viSe izrazen kod
uzorka sa ve¢im udelom polimera. Ovakvi rezultati ukazuju na neprihvatljivu stabilnost, odnosno na
neprihvatljiv kvalitet ¢vrstih disperzija sa makrogolom 6000, pri odnosima aktivna supstanca/polimer
1:5 (M5) 1 1:9 (M9). Takode, dobijeni rezultati ukazuju na veliki znacaj in vitro ispitivanja oslobadanja
aktivne supstance iz Cvrstih disperzija u funkciji starenja.

Smatra se da stabilnost ¢vrstih disperzija sa makrogolom 6000 kao polimerom, zavisi od fizi¢kog stanja
aktivne supstance 1 polimera u ¢vrstim disperzijama. Nair 1 sar. (2020) navode da su najstabilnije ¢vrste
disperzije sa makrogolom 6000 one kod kojih je i polimer i aktivna supstanca u kristalnom obliku.
Cvrste disperzije sa makrogolom 6000, kod kojih je aktivna supstanca i/ili polimer u amorfnom obliku,
imaju loSiju stabilnost, §to moZe da dovede do razdvajanja faza, odnosno do delimi¢ne ili potpune
kristalizacije supstance ili polimera (Obaidat i sar., 2017; Tran 1 sar., 2011). Rezultati ovih istraZivanja
su pokazali da se u ¢vrstim disperzijama sa makrogolom 6000 (M5 i M9), aktivna supstanca nalazila u
amorfnom, dok je polimer bio u kristalnom stanju. Kako je navedeno, makrogol 6000 zbog svoje
kristalne strukture u ¢vrstoj disperziji, moze dovesti do rekristalizacije aktivne supstance. DSC, FT-IR 1
PXRD analiza nisu ukazivale da se to desilo. Verovatni razlog za ovakvo ponaSanje ispitivanih ¢vrstih
disperzija sa makrogolom 6000 su promene u strukturi polimera, koje se deSavaju u toku skladiStenja,
Sto navode 1 drugi autori (Damian i sar. 2002; Obaidat i sar., 2017; Tran i sar., 2011).

U istrazivanju Damian i sar. (2002), takode je doSlo do smanjenja brzine rastvaranja aktivne supstance
(antivirusni lek UC-781) iz ¢vrstih disperzija sa makrogolom 6000, nakon 12 meseci. Koriste¢i DSC 1
PXRD analizu, inicijalno 1 nakon 12 meseci, autori su pokazali da nije doslo do rekristalizacije aktivne
supstance tokom skladisStenja. Zakljucili su da je razlog smanjenja brzine rastvaranja aktivne supstance
upravo promena u kristalnoj strukturi polimera, koja se desila tokom skladistenja. Higroskopnost
makrogola 6000, koju navode Bley i sar. (2010), takode moZe biti razlog za smanjene stabilnosti
¢vrstih disperzija sa makrogolom 6000. U prilog navedenom idu i rezultati istrazivanja Antosik-Rogéz
1 sar. (2020). Navedeni autori su ispitivali stabilnost tableta, koje sadrze ¢vrste disperzije bikalutamida
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sa makrogolom 6000, u trajanju od 6 meseci, pod uslovima od 25 °C/60% RH 140 °C/75% RH. Nakon
6 meseci doslo je do smanjenja brzine rastvaranja aktivne supstance iz tableta, bez obzira na uslove
cuvanja. U poredenju sa inicijalnim rezultatima (rastvorilo se 80,16% bikalutamida, nakon 60 minuta),
manja promena se desila kod uzoraka cuvanih na 25 °C/60% RH (rastvoreno 50,82% nakon 60
minuta), u poredenju sa uslovima cuvanja na 40 °C/75% RH (rastvoreno 32,01%, nakon 60 minuta).
Sli¢no kao i kod prethodnih studija, PXRD metodom nije pokazano da dolazi do rekristalizacije aktivne
supstance, nakon 6 meseci skladiStenja.
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Slika 4.7. Komparativni profili brzine rastvaranja klopidogrel-hidrogensulfata iz cvrstih disperzija
(inicijalno i nakon 12 meseci)

Matematicko modelovanje kinetike i mehanizama oslobadanja klopidogrel-hidrogensulfata iz évrstih
disperzija

Da bi se procenio mehanizam, koji najbolje opisuje oslobadanje klopidogrel-hidrogensulfata iz ¢vrstih
disperzija (inicijalno i1 nakon 12 meseci) koriS¢eni su slede¢i modeli: kinetika nultog reda, kinetika I
reda, Korsmeyer-Peppas-ov model, Higuchi-jev model 1 Hixson-Crowell-ov model.

Inicijalno, sve ¢vrste disperzije su imale najveéi koeficijent determinacije R? za Korsmeyer-Peppas-ov
model (tabela 4.5). S obzirom da mehanizam oslobadanja supstance za ovaj model zavisi od vrednosti
parametra n, koji je u slucaju ispitivanih ¢vrstih disperzija bio ve¢i od 0,89, moZe se smatrati da se radi
o ,,super slucaju II transporta®, kod kojeg je dominantan mehanizam oslobadanja ubrzano bubrenje 1
erozija polimera. Ovaj model navode i drugi autori, za opisivanje oslobadanja razli€itih aktivnih
supstanci iz ¢vrstih disperzija (Altaani 1 sar., 2020; Biswal 1 sar., 2008; Krishnamoorthy 1 sar., 2015).

Za uzorke Cvrstih disperzija sa kopividonom i poloksamerom 407, nakon 12 meseci skladiStenja,
Korsmeyer-Peppas-ov model najbolje opisuje mehanizam oslobadanja. Medutim, za uzorke izradene sa
makrogolom 6000, nakon 12 meseci skladiStenja, dobijene su skoro iste vrednosti R? za dva modela,
Higuchi-jev 1 Korsmeyer-Peppas-ov model (tabela 4.5). Higuchi-jev model opisuje mehanizam
oslobadanja aktivne supstance baziran na principima Fick-ove difuzije, S§to znaci da se aktivna
supstanca oslobada kontrolisano kroz pore nastale u polimeru. Promene u kinetici 1 mehanizmu
oslobadanja klopidogrel-hidrogensulfata, koje su uoc¢ene kod ¢vrstih disperzija sa makrogolom 6000,
nakon jednogodi$njeg skladiStenja, verovatno se mogu pripisati promenama polimera, koje se deSavaju
u toku skladiStenja.
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Tabela 4.5. Kinetika oslobadanja klopidogrel-hidrogensulfata iz ¢vrstih disperzija (inicijalno i nakon 12 meseci)

Uzorak Kinetika nultog reda Kinetika I reda Korsmeyer-Peppas model Higuchi model Hixson-Crowell model
R? R? R? n R? R?
- 12 - 12 - - 12 - 12 - 12

Inicijalno . Inicijalno . Inicijalno Inicijalno . Inicijalno . Inicijalno .

meseci meseci meseci meseci meseci meseci

Cs 0,6464 0,6602 0,7858 0,7858 0,9287 0,9840 1,8268 1,6257 0,8851 0,8952 0,7348 0,7434
C9 0,6338 0,6291 0,8342 0,8111 0,9863 0,9594 1,8867 1,7410 0,8751 0,8737 0,7619 0,7447
M5 0,6402 0,8102 0,8805 0,9094 0,9673 0,9713 1,8928 1,3559 0,8794 0,9714 0,7956 0,8787
M9 0,6573 0,7097 0,8869 0,7720 0,9970 0,9163 1,8761 1,2724 0,8915 0,9193 0,8057 0,7507
P5 0,6430 0,6419 0,8287 0,8240 0,9576 0,9628 1,8725 1,7098 0,8840 0,8830 0,7609 0,7575
P9 0,5450 0,7168 0,7126 0,9714 0,8433 0,9895 1,9614 1,6071 0,8113 0,9300 0,6397 0,8988
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4.3. Il faza eksperimentalnog rada

Kako je ranije navedeno, ¢vrste disperzije nisu finalni farmaceutski oblici lekova, ali se one koriste za
proizvodnju ¢vrstih farmaceutskih oblika lekova, najcesce tableta i kapsula.

Formulisanje ¢vrstih disperzija u finalni farmaceutski oblik zavisi od brojnih osobina kao §to su, na
primer: veli¢ina i raspodela veli¢ina Cestica, stvarna, nasipna i tapkana gustina, poroznost, proto¢nost,
kompresibilnost, reoliske karakteristike, sadrzaj vlage i drugo. Radi procene moguénosti formulisanja
¢vrstih disperzija u finalni farmaceutski oblik, dalja karakterizacija i odredivanje navedenih osobina
sprovedena je za uzorke C5, C9, P5 i P9, a na osnovu rezultata prethodnih ispitivanja (I i II faza
eksperimentalnog rada).

Karakterizacija ¢vrstih disperzija
4.3.1. Odredivanje veli¢ine i raspodele veli¢ina Cestica

4.3.1.1. Sitana analiza

Rezultati raspodele veli¢ina Cestica ¢vrstih disperzija C5, C9, P5 1 P9, dobijeni sitanom analizom su
prikazani na slici 4.8.

Sve ispitivane cvrste disperzije su pokazale Siroku raspodelu veliCina Cestica. Za sve uzorke
najzastupljenija je frakcija veli¢ine Cestica opsega od 355 do 500 pum, koja ¢ini oko 30% mase svakog
uzorka. Sve Cestice su manje od 500 pum, $to je ocekivano, s obzirom da su uzorci ¢vrstih disperzija
nakon izrade prosejavani kroz sito veli¢ine otvora 500 pm.

Cvrste disperzije sa kopovidonom (C5 i C9) su imale vise od 20% Gestica manjih od 90 um, §to se
moze objasniti krtoS¢u ovih uzoraka, koji su verovatno krunili tokom usitnjavanja, kao 1 tokom
izvodenja ovog testa.

Za razliku od toga, uzorci sa poloksamerom 407 (P5 1 P9) su imali mali udeo od oko 7% sitnih Cestica
(manjih od 90 pum), Sto ukazuje na njihovu ¢vrséu strukturu i manje krunjenje tokom prosejavanja.

Udeo polimera u ¢vrstim disperzijama nije imao veliki uticaj na raspodelu veli¢ina Cestica. Zheng 1 sar.
(2018) su pokazali da udeo kopovidona (10%, 20%, 30%, 40% 1 50%) nije imao veci uticaj na
raspodelu veli¢ina Cestica Cvrstih disperzija sa grizeofulvinom. Takode su pokazali da su Cvrste
disperzije imale Siroku raspodelu veliCina Cestica, koja se kretala u opsegu od 45-355um. Trasi 1 sar.
(2019) su prikazali rezultate sitane analize Cvrstih disperzija sa dve aktivne supstance lopinavir i
ritonavir sa kopovidonom koje su imale Siroku raspodelu veli¢ina Cestica, gde je 80% cestica bilo udela
150-595 um, a samo 1,5% Cestica manjih od 45 um.
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Slika 4.8. Raspodela velicina Cestica ¢vrstih disperzija C5, C9, P5 i P9 odredena sitanom
analizom

4.3.1.2. Laserska difrakcija

Za opisivanje veli¢ine i raspodele veli¢ina Cestica metodom laserske difrakcije su koriS¢eni sledeci
parametri: Dio, Dso, Doo, D43 (srednji zapreminski pre¢nik) i span vrednost. Rezultati su prikazani u
tabeli 4.6 1 na slici 4.9 (a-d).

Dobijeni rezultati za Dio, Dso, Doo 1 D43 pokazuju da sve ispitivane ¢vrste disperzije imaju priblizno
jednaku veli¢inu Cestica. U uzorcima sa kopovidonom, najzastupljenije su Cestice (Doo) Cija je veliina
do oko 370 pm, a 10% je sitnih &estica, veli¢ine do oko 15 um (Dio). Cvrste disperzije sa
poloksamerom 407 imaju 90% cestica manjih od 360 um, a 10% cCestica ima pre¢nik manji od 20 um.
Srednji zapreminski pre¢nik Cestica D43 je veoma slican za sve ispitivane ¢vrste disperzije (101,40 —
109,33 um) (tabela 4.6).

Span vrednost se koristi za opisivanje raspodele veli¢ina ¢estica. Manja span vrednost (vrednost bliza
0) ukazuje na uzu 1 ujednaceniju raspodelu veli¢ina Cestica, dok vecéa span vrednost ukazuje na Siru
raspodelu veli¢ina Cestica (Dhiman i sar., 2022). Span vrednost za sve ispitivane ¢vrste disperzije je
sli¢na (3,08-3,52) i ukazuje na $iru raspodelu veli¢ina Gestica. Siru raspodelu veli¢ina Gestica je
pokazala i sitana analiza.

Udeo polimera u ¢vrstim disperzijama nije imao veci uticaj na raspodelu veli¢ina Cestica, Sto se vidi 1
sa slike 4.9, gde su grafici ¢vrstih disperzija sa istim polimerom veoma sli¢ni. Grafici raspodele
veli¢ina Cestica ispitivanih uzoraka ukazuju na bimodalnu raspodelu, §to sugeriSe prisustvo dve
dominatne frakcije, jedna u opsegu 10-100 um, koja je nesto slabijeg intenziteta i druga iznad 100 pm
koja je jasnije izrazena. Maksimalne vrednosti raspodele veli€ina Cestica su sli¢ne za sve uzorke. Ovo
je potpuno ocekivano imajuéi u vidu da su nakon dobijanja disperzije podvrgnute manuelnom procesu
usitnjavanja 1 prosejavanja. Antosik-Rogoéz 1 sar. (2020) su takode pokazali da Cvrste disperzije
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bikalutamida sa makrogolom 6000 i poloksamerom 407 imaju Siroku raspodelu veli¢ina Cestica, sa
span vrednoscéu oko 2.

Sitnije Cestice, manje od 100 um, zbog velike povrSine koju imaju mogu biti podlozne silama kohezije,
Sto bi se moglo negativno odraziti na protoCnost Cvrstih disperzija, dok su veée Cestice izloZene
delovanju sile gravitacije i moze do¢i do raslojavanja uzorka (Divya i Ganesh, 2019; Shah i sar., 2023).
Cestice manje od 200 um, kojih ima najvise u svim uzorcima &vrstih disperzija, manje su izloZene
silama kohezije i mogu se smatrati dobro proto¢nim (Aisford i Saunders, 2012; Divya i Ganesh, 2019).
S obzirom na Siru raspodelu veli¢ina Cestica, a zbog moguéeg uticaja razlicitih sila na Cestice razli¢itih
veli¢ina, prilikom obrade c¢vrstih disperzija u finalni farmaceutski oblik, potrebno je optimizirati
meSanje da ne bi doSlo do razdvajanja faza, problema u proizvodnji, kao i dobijanja finalnog
farmaceutskog oblika leka neodgovaraju¢eg kvaliteta (Kaialy, 2016; Mateo-Ortiz i sar., 2014). lako se
prilikom proizvodnje ¢vrstih farmaceutskih oblika, kao $to su tablete, tezi ka uzoj raspodeli veli¢ina
Cestica, manji udeo sitnih Cestica, koji je 1 prisutan u ispitivanim ¢vrstim disperzijama, pozeljan je kako
bi popunio prostor izmedu vecih Cestica i obezbedila bolja kompresibilnost (Shahidulla, 2022).

Tabela 4.6. Vrednosti Dio, Dso, Doo, D43 1 span-a ispitivanih ¢vrstih disperzija, odredeni metodom
laserske difrakcije

Dyo+ S.D. Dso £ S.D. Do+ S.D. Das+S.D Span vrednost +
Uzorak (um) (nm) (nm) i!lm) S.D.
(um)
G5 13,70 + 0,316 101,40 £ 4,601  368.85+5,660 164,45+ 4,682 352+0,116
c9 14,600,222 1052343427  371,72+4,983 168,23 +3,845 3,40 0,071
P5 19,900,749 109,33 +4,576  356,62+7,043 164,18+ 5220 3,08+ 0,076
P9 18,81 £0,635  10429+5282  359,71+9,391 163,34+ 6,390 3,27+ 0,099
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Slika 4.9. Raspodela velicina Cestica cvrstih disperzija odredena metodom laserske difrakcije: C5 (a) C9 (b) P5 (c) P9 (d)
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4.3.2. Odredivanje stvarne gustine

Rezultati odredivanja stvarne gustine Cestica aktivne supstance, polimera i ¢vrstih disperzija su
prikazani u tabeli 4.7. Posmatrajuc¢i polazne supstance, stvarna gustina je najveca za klopidogrel-
hidrogensulfat (1,459 g/cm?), zatim za kopovidon (1,247 g/cm?), dok je najmanju stvarnu gustinu imao
poloksamer 407 (1,006 g/cm?). Dobijene vrednosti su u skladu sa literaturnim podacima, koje su za
klopidogrel-hidrogensulfat 1,472 g/cm® (Zupan¢i¢ i sar., 2010), za kopovidon 1,160g/cm?® (Verma i
Rudraraju, 2014) i za poloksamer 407 1,060 g/cm?® (BASF, 2020).

Vrednosti stvarne gustine izradenih &vrstih disperzija su bile bliske, u opsegu 1,220-1,247 g/cm? (tabela
4.7). Stvarna gustina ¢vrstih disperzija je manja u poredenju sa klopidogrel-hidrogensulfatom. Cvrste
disperzije sa kopovidonom imaju skoro istu stvarnu gustinu kao polimer, dok ¢vrste disperzije sa
poloksamerom 407 imaju veéu stvarnu gustinu od polimera. Sto je veca stvarna gustina, uzorak je
kompaktniji, odnosno ima manje meducesticnog prostora (Ahmed i sar., 2022). Iako je udeo polimera u
ispitivanim ¢vrstim disperzijama bitno razlicit (1:5 1 1:9), on nije uticao na stvarnu gustinu cvrstih
disperzija.

4.3.3. Odredivanje nasipne i tapkane gustine

Vrednosti nasipne 1 tapkane gustine klopidogrel-hidrogensulfata, polimera i ¢vrstih disperzija su
prikazane u tabeli 4.7.

Vrednosti nasipne i tapkane gustine za uzorke sa kopovidonom (C5 i C9) su ve¢e od pojedinac¢nih
vrednosti za kopovidon i klopidogrel-hidrogensulfat (tabela 4.7). Povecanje udela kopovidona je
dovelo do odredenog povecanja vrednosti nasipne i tapkane gustine. Verovatno je na vrednost nasipne
gustine ¢vrstih disperzija sa kopovidonom uticala i nasipna gustina klopidogrel-hidrogensulfata (0,532
g/cm®) ¢&ija vrednost je mnogo bliza vrednostima &vrstih disperzija u poredenju sa nasipnom gustinom
za kopovidon (0,348 g/cm?). Cvrste disperzije sa kopovidonom su imale nesto veée vrednosti nasipne i
tapkane gustine, u poredenju sa ¢vrstim disperzijama sa poloksamerom 407 (tabela 4.7). Ovo moze da
ukazuju na to da su Cestice polimera 1 aktivne supstance unutar ¢vrstih disperzija sa kopovidonom
medusobno bolje povezane omogucavajuéi bolje ,,pakovanje* Cestica i vecu nasipnu gustinu. lako je
nasipna gustina poloksamera 407 (0,577 g/cm®) veéa od nasipne gustine aktivne supstance i
kopovidona, povecanje udela poloksamera 407 u ¢vrstim disperzijama nije imalo uticaj na nasipnu i
tapkanu gustinu ¢vrstih disperzija.

Sto je razlika izmedu nasipne i tapkane gustine uzoraka Gvrstih disperzija manja, to su slabije
meducesti¢ne interakcije unutar uzorka. Cvrste disperzije sa manjom razlikom izmedu nasipne i
tapkane gustine ¢e imati bolju proto¢nost u odnosu na one kod kojih je razlika izmedu nasipne 1
tapkane gustine veca, ali verovatno loSiju kompresibilnost (Balaci i sar., 2021; Fita i sar., 2022).
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4.3.4. Odredivanje protoc¢nosti

Protoc¢nost je jedan od kriti¢nih parametara u farmaceutskoj industriji, koji uti¢e na sve faze procesa
proizvodnje Cvrstih farmaceutskih oblika. Na proto¢nost utice viSe faktora kao Sto su: nasipna gustina,
veli¢ina, oblik i povrSina Cestica, sadrzaj vlage 1 kohezivnost Cestica (Shah i1 sar., 2023). Nije
neuobicajeno da Cvrste disperzije imaju loSiju proto¢nost (Barghi 1 sar., 2023; Ekdahl i sar., 2019;
Schonfeld i sar., 2021). Najcesc¢a reSenja za poboljSanje protocnosti ¢vrstih disperzija su podesavanja
parametara u procesu proizvodnje, promena postupka proizvodnje (npr. suva granulacija ili ekstruzija
topljenjem) i dodatak ekscipijensa koji poboljSavaju protocnost (Szabd i sar., 2019; Ekdahl i sar.,
2019). U ovim istrazivanjima protoc¢nost je odredena posredno, izraCunavanjem Carr-ovog indeksa i
Hausner-ovog odnosa. Vrednosti Hausner-ov odnosa i Carr-ov indeks (izracunate iz vrednosti nasipne
1 tapkane gustine), kao 1 protocnost (opisana na osnovu vrednosti Hausner-ov odnosa i Carr-ov
indeksa) ispitivanih uzoraka su date u tabeli 4.7.

Iz tabele 4.7 se moze videti da je proto¢nost &vrstih disperzija zavisila od vrste i udela polimera. Cvrste
disperzije imaju loSiju proto¢nost u poredenju sa odgovaraju¢im polimerima, ali bolju proto¢nost u
poredenju sa klopidogrel-hidrogensulfatom. Jedino uzorak C5 ima istu proto¢nost kao 1 aktivna
supstanca. Najbolju proto¢nost je imao uzorak P35 izraden sa nizim udelom poloksamera 407. Bilo bi
ocekivano da se s povecanjem udela poloksamera 407, povecava i protocnost Cvrste disperzije,
medutim, uzorak sa ve¢im udelom ovog polimera (P9) je imao loSiju proto¢nost u poredenju sa samim
polimerom i uzorkom PS5.

Velicina Cestica moZe veoma da utice na protocnost ¢vrstih disperzija. Sa povecanjem veli¢ine Cestica
dolazi do smanjenja sila kohezije izmedu Cestica, a i samim tim i do povecanja proto¢nosti (Shi i sar.,
2018). U ovim istrazivanjima, najloSiju protocnost je imao uzorak CS5, a najbolju uzorak P5. Verovatno
je da je i u ovom slucaju veli¢ina Cestica imala uticaja na proto¢nost uzoraka, jer uzorak C5 ima sitnije
Cestice (Dso = 101,40 um), u poredenju sa uzorkom P5 (Dso = 109,33 um).

Na bolju proto€nost uzoraka sa poloksamerom 407 bi mogla da utice i njegova povrSinska aktivnost
(Hu 1 sar., 2023).
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Tabela 4.7. Rezultati odredivanja stvarne, nasipne i tapkane gustine, Hausner-ovog odnosa, Carr-ovog indeksa, protocnosti, poroziteta i
sadrzaja vlage klopidogrel-hidrogensulfata, polimera i odabranih ¢vrstih disperzija

Stvarna Nasipna Tapkana Carr-ov . Sadrzaj
- : . Hausner-ov . . Porozitet
Uzorak gustina gustina gustina odnos indeks Protoc¢nost (%) vlage
(g/em’) (g/em’) (g/em’) (%) ° (%)
Klopidogrel- 1,459 0,532 0,676 1,271 21,30 Prihvatljiva 0,64 0,17
hidrogensulfat
Kopovidon 1,247 0,348 0,405 1,164 14,07 Dobra 0,72 1,57
Poloksamer 407 1,006 0,577 0,625 1,083 7,68 Odli¢na 0,57 0,27
C5 1,247 0,595 0,769 1,292 22,63 Prihvatljiva 0,52 2,86
C9 1,235 0,641 0,781 1,218 17,93 Prosecna 0,51 1,44
P5 1,240 0,532 0,625 1,175 14,88 Dobra 0,57 0,40
P9 1,220 0,521 0,641 1,230 18,72 Prosecna 0,43 0,43
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4.3.5. Odredivanje poroziteta

Vrednosti poroziteta aktivne supstance, polimera i ¢vrstih disperzija, izraCunate iz nasipne i stvarne
gustine, su prikazane u tabeli 4.7.

Cvrste disperzije sa kopovidonom su imale gotovo identiéne vrednosti poroziteta (0,52% i 0,51%), §to
ukazuje da udeo polimera, u ovom sluc¢aju nema uticaja na porozitet uzoraka.

Najveci porozitet je imala ¢vrsta disperzija P5, ¢ija je vrednost poroziteta (0,57%) jednaka vrednosti
poroziteta poloksamera 407. Ocekivano bi bilo da s povec¢anjem udela polimera, kod uzorka P9 dolazi
do povecanja poroziteta. Medutim, dobijeni rezultati ukazuju da povecéanje udela polimera poloksamera
407 u ¢vrstim disperzijama dovodi do smanjenja poroziteta. Moze se pretpostaviti da, u ovom slucaju,
veéi udeo polimera doprinosi uspostavljanju jacih veza izmedu Cestica, §to uzrokuje bolje ,,pakovanje*
Cestica 1 nizi porozitet ¢vrste disperzije P9.

4.3.6. Odredivanje sadrzaja vlage

Prisustvo vlage u ¢vrstim disperzijama moze uticati na stabilnost (fizicku, hemijsku i mikrobiolosku) i
aktivne supstance i finalnog farmaceutskog oblika. Takode, prisustvo vlage moze da utiCe na
protocnost i kompresibilnost ¢vrstih disperzija (Divya i Ganesh, 2019, Shah i sar., 2023). Visok sadrzaj
vlage u ¢vrstim disperzijama moze da dovede do agregacije Cestica i1 njihovog lepljenja za povrSine
uredeja u toku proizvodnje (Kauppinen i sar., 2018).

Sadrzaj vlage u aktivnoj supstanci, polimerima 1 ¢vrsim disperzijama prikazan je u tabeli 4.7.

Genearlno, sadrzaj vlage u ispitivanim uzorcima nije visok. SadrZaj vlage u aktivnoj supstanci (0,17%)
1 poloksameru 407 (0,27%) je veoma nizak. Nesto visi sadrzaj vlage u kopivodonu (1,57%) svakako
utice na sadrzaj vlage u ¢vrstim dispezijama sa ovim polimerom, koji je bio 2,86% za CS5 1 1,44% za
C9. Uzorci P5 1 P9 su imali sadrzaj vlage 0,40% 1 0,43% (tabela 4.7). Prema podeli za ¢vrste materijale,
koju navodi Mariano (2024) uzorci C9, P5 1 P9 se mogu svrstati u slabo higroskopne, jer je sadrZaj
vlage od 0,2 — 2,0%, dok se uzorak C5 moze smatrati umereno higroskopnim, jer je sadrzaj vlage od
opsegu 2,0 — 15,0%.

4.3.7. Odredivanje reoloskih karakteristika

U cilju odredivanja reoloskih karakteristika ¢vrstih disperzija, koje su znaCajne za obradu u finalni
farmaceutski oblik, koriS¢ene su dve merne Celije reometra (Celija za proticanje i ¢elija za smicanje
uzorka), a mereni su slede¢i parametri: zapreminski protok vazduha potreban za fluidizaciju Cestica,
vreme potrebno da se Cestice slegnu (sedimentiraju) nakon fluidizacije, prividni viskozitet, dinamic¢ko
proticanje uzorka, parametri koji opisuju trenje izmedu Cestica Cvrstih disperzija i zida (mernog)
uredaja 1 kompresibilnost. Zna€aj ovih merenja ogleda se u moguénosti preciznog prilagodavanja
sastava formulacije 1 procesa proizvodnje, ¢ime se osigurava optimalna proto¢nost i kompresibilnost
¢vrstih disperzija. Na osnovu dobijenih rezultata mogu se donositi odluke o optimizaciji sastava i
izboru tehnologije prozvodnje.
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4.3.7.1. Zapreminski protok vazduha potreban za fluidizaciju Cestica

Rezultati merenja zapreminskog protoka vazduha koji dovodi do fluidizacije Cestica (engl. Pressure
drop) izradenih ¢vrstih disperzija (C5, C9, P5 1 P9) su prikazani u tabeli 4.8 i na slici 4.10.

Na slici 4.10 se vidi da za sve uzorke prilikom kontinuiranog povecanja brzine protoka vazduha raste
pritisak unutar celije jer se Cestice opiru kretanju zahvaljuju¢i medusobnim silama kohezije.

Kada se, u zavisnosti od osobina Cestica, postigne dovoljan protok vazduha, dolazi do fluidizacije
Cestica. Pocetak fluidizacije oznacava pad pritiska (obelezeno krugom na slici 4.10 a-d), nakon cega s
povecanjem zapreminskog protoka vazduha dolazi do sve vece fluidizacije, a pritisak unutar ¢elije raste
manjim intenzitetom. Kada pritisak dostigne konstantnu vrednost, smatra se da je doslo do potpune
fluidizacije Cestica (The Field Guide to Pharmaceutical Powder Characterization, 2023). S daljim
povecavanjem zapreminskog protoka vazduha pritisak ostaje konstantan. Ovo se deSava jer su
nadvladane sile koje postoje izmedu cCestica (Introduction in powder rheology, 2023). Kriva zavisnosti
pritiska od zapreminskog protoka vazduha (slika 4.10) moze imati oscilacije vrednosti pritiska zbog
¢ega moze biti tesko odrediti kada je doslo do konstantne vrednosti pritiska i potpune fluidizacije. Zbog
toga se potpuna fluidizacija ¢eS¢e odreduje na krivoj za obrtni moment sile (engl. torque) (The Field
Guide to Pharmaceutical Powder Characterization, 2023). Kada je postignuta potpuna fluidizacija
Cestica uzorka (konstantna vrednost obrtnog momenta sile na krivoj) nema oscilacija obrtnog momenta
sile (slika 4.10). Razlog za visoke vrednosti za moment sile na poCetku merenja je veéi otpor kretanju
Cestica, usled delovanja sile gravitacije i medumolekulskih sila. S pove¢anjem zapreminskog protoka
vazduha dolazi do nadvladavanja ovih sila i obrtni moment sile se smanjuje (slika 4.10). U slucaju
neujednacenog obrtnog momenta sile sa povecanjem zapreminskog protoka vazduha, smatra se da nije
doslo do potpune fluidizacije Cestica.

Uzorak C5 pocinje fludizirati pri najmanjem protoku vazduha (0,3 1/min), a potpuna fluidizacija se
postiZe pri protoku vazduha od 5,6 1/min. Uzorak C9 pocinje fluidizirati pri najveéim vrednostima za
protok vazduha (1,0 1/min), a potpunu fluidizaciju postize pri protoku vazduha od 6,5 I/min (tabela 4.8).
Ovo ukazuje da je uzorak C5 lakSe dovesti do fluidizacije. Porast pritiska tokom merenja za uzorak C9
je blazi, u poredenju sa uzorkom C5, kod kojeg brze dolazi do porasta pritiska unutar ¢elije. Ovo moze
ukazivati da uzorak C5 ima vecu gustinu i jace kohezivne sile, zbog ¢ega se prilikom izlaganja protoku
vazduha stvara veci otpor 1 nagli rast pritiska. Medutim, sa krive za obrtni moment sile, uoc¢avaju se
vece vrednosti za pocetni obrtni moment sile za uzorak C9 (slika 4.10b), Sto ukazije da se za uzorak C9
stvara veci otpor kretanju 1 trenje izmedu Cestica. Povecanje udela kopovidona u ¢vrstim disperzijama
utice na ponasanje uzorka tokom fluidizacije. Za uzorak C9, sa ve¢im udelom kopovidona, potreban je
veci zapreminski protok vazduha da bi dostigao pocetak fluidizacije. Veci udeo kopovidona u uzorku
rezultira 1 ve¢im obrtnim momentom sile u pocetnim fazama Sto ukazuje da Cestice ovog uzorka
stvaraju vece unutrasnje trenje prilikom povecanja zapreminskog protoka zraka.

Za uzorak PS5 fludizacija pocinje pri vrednosti zapreminskog protoka vazduha od 0,7 1/min, dok se
potpuna fluidizacija postize pri protoku od 6,5 I/min. Za razliku od P35, uzorak P9 pocinje fludizirati pri
nizim vrednostima zapreminskog protoka od 0,5 1/min, a potpuna fluidizacija se postiZe pri protoku od
6,0 I/min. Sa slike 4.10 (c 1 d) se moze uociti da su vrednosti pritiska i obrtnog momenta sile tokom
fluidiziranja, pri istim vrednostim zapreminskog protoka, vec¢e kod uzoraka P5, u odnosu na uzorak P9.
Ovo moze ukazivati na to da su Cestice uzorka P5 kohezivnije, Sto oteZava pocetak njihovog kretanja.

Obrtni moment sile kod svih ispitivanih uzoraka uzorka opada s povecanjem protoka vazduha, ali kod

uzoraka sa manjim udelom polimera (C5 1 P5) ostaje iznad nule, §to moZe znaciti da Cestice imaju

odredeni nivo trenja 1 u fluidizovanom stanju. Kod uzoraka sa ve¢im udelom polimera (C9 1 P9) obrtni
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moment sile se spusta ispod nule, Sto ukazuje da ne postoji trenje izmedu cCestica i da se one slobodno
krecu.

Na osnovu rezultata merenja moze se zakljuciti da svi uzorci ispitivanih Cvrstih disperzija imaju

sposobnost fluidizacije, pri niskim vrednostima protoka vazduha.

Tabela 4.8. Parametri koji opisuju fluidizaciju Cestica ¢vrstih disperzija

Uzorak Pocetak fluidizacije Potpuna fluidizacija Vreme do potpunog
(1/min) (1/min) sleganja Cestica (s)
C5 0,3 5,6 2,80
C9 1,0 6,5 2,05
P5 0,7 6,5 1,05
P9 0,5 6,0 2,05
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Slika 4.10. Grafici fluidizacije Cestica ¢vrstih disperzija: C5 (a) C9 (b) P5 (c) P9 (d)
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4.3.7.2. Vreme potrebno da se Cestice slegnu nakon fluidizacije

Rezultati merenja vremena potrebnog da se Cestice potpuno slegnu nakon fluidizacije (engl.
Deareation) prikazani su u tabeli 4.8 1 slici 4.11. Ovo vreme se detektuje promenom pritiska nakon
potpune fluidizacije. Meri se od momenta kada pritisak unutar ¢elije poc¢inje da pada, nakon prestanka
fluidizacije, pa do uspostavljanja konstantne vrednosti pritiska (The Field Guide to Pharmaceutical
Powder Characterization, 2023). Ovaj parametar pokazuje koliko dugo uzorak ima sposobnost
zadrzavanja vazduha izmedu Cestica nakon fluidizacije. Karakteristican je za svaki uzorak, a zavisi od
veli¢ine 1 oblika Cestica i nasipne gustine uzorka. Uzorak sa visokom sposobnos¢u zadrzavanja vazduha
zauzima vecu zapreminu (engl. powder bed). Nakon prestanka protoka vazduha, vazduh se postepeno
oslobada iz uzorka, pa se visina sloja uzorka u ¢eliji sporo vra¢a na pocetnu (pre fluidizacije). Kod
uzorka sa niskom sposobnoscu zadrzavanja vazduha dolazi do malog povecanja visine sloja, jer uzorak
zadrzava manje vazduha. Kod ovih uzoraka odmah nakon prestanka protoka vazduha, visina sloja
unutar ¢elije se brzo vrac¢a na pocetnu, jer se vazduh odmah oslobada iz uzorka (The Field Guide to
Pharmaceutical Powder Characterization, 2023). Poznavanje ovih svojstava praskastih materijala je
vazno za procese kao $to su transport, meSanje, granulacija, punjenje i pakovanje.

NajduZze vreme (2,80 s; tabela 4.8) do potpunog sleganja cestica imao je uzorak C5. Uzorak sa ve¢im
udelom kopovidona C9 ima krace vreme sleganja Cestica (2,05 s), u odnosu na uzorak C5. Duze vreme
potrebno da se Cestice slegnu ukazuje da se vazduh izmedu cestica sporije oslobada. To moze biti
posledica veée poroznosti Cestica, ili veéeg slobodnog prostora izmedu cCestica u uzorku, koji
omogucavaju vazduhu da duze ostane ,,zarobljen*. Ako se Cestice uzorka sporije slezu, to moze znaciti
da one nisu dovoljno medusobno povezane i da postoji manja sila kohezije izmedu njih. Medusobni
odnos Cestica u uzorku zavisi od oblika, veli¢ine ili povrSinskih osobina Cestica. Ve¢i udeo sitnih
Cestica moze biti uzrok sporijeg sleganja Cestica (Kamranian Marnani i sar., 2019) (slika 4.11 desno). S
povecanjem udela kopovidona dolazi do brzeg sleganja Cestica, Sto moze znaciti da je doslo do boljeg
»pakovanja‘ Cestica, da su slabije izrazene sile kohezije izmedu cestica 1 da izmedu Cestica postoji
manje trenja.

Uzorak P5 pokazuje najkrace vreme potrebno da se Cestice potpuno slegnu (1,05 s), odnosno ima
najmanji kapacitet za zadrZzavanje vazduha izmedu Cestica uzorka. Uzorak P9 ima skoro dva puta duze
vreme sleganja (2,05 s) od vremena potrebnog da se Cestice uzorka P5 potpuno slegnu. S poveéanjem
udela poloksamera 407 dolazi do sporijeg sleganja Cestica, verovatno iz razloga Sto poloksamer 407
uzrokuje nastanak kohezivnijih Cestica, koje teZe oslobadaju vazduh.

Kada se analizira kriva sleganja Cestica uzorka, ona se moze podeliti na tri dela (slika 4.11). Prvi deo
krive odgovara naglom padu pritiska, kada dolazi do najbrzeg sleganja Cestica. Uglavnom prvo dolazi
do sleganja najkrupnijih Cestica. Ova faza naj€esc¢e traje do 0,3 s. Druga faza opisuje sporije sleganje
Cestica 1 Cesto je najvaznija faza, jer omogucava analizu zadrZzavanja vazduha u uzroku i pokazuje
ponasanje sitnih Cestica u uzorku. Ovo je vazno s aspekta gubitka materijala tokom fludizacije i
moguceg smanjenja prinosa, jer jako sitne Cestice mogu 1 sa malim strujanjem vazduha, biti noSene
iznad uzorka 1 odnete u struji izlaznog vazduha. Ovaj podatak je vazno poznavati i zbog spre¢avanja
emisije prasine sitnih Cestica. Druga faza najviSe zavisi od aerodinamickog precnika Cestica, gustine
uzorka i raspodele veliina Cestica. U trec¢oj fazi se uspostavlja konstantna vrednost pritiska, koji se s
daljim povecanjem vremena ne menja i tada se moze re¢i da je doSlo do potpunog sleganja Cestica
(slika 4.11) (Introduction in powder rheology, 2023).

Najkrace vreme druge faze imao je uzorak P5, dok uzorci P9 i C9 imaju sli¢nu duZinu druge faze. Ova
dva uzorka pokazuju 1 iste vrednosti ukupnog vremena za koje se Cestice poptuno slegnu nakon
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fludizacije. Uzorak C5 ima najduze vreme trajanja druge faze, Sto moze biti posledica najveceg udela
sitnih ¢estica u ovom uzorku.
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Slika 4.11. Vreme potrebno da se cestice cvrstih disperzija slegnu nakon fluidizacije (levo) i prikaz
sporijeg sleganja sitnijih cCestica (desno)

4.3.7.3. Prividni viskozitet

Poznavanje prividnog viskoziteta ¢vrstih disperzija je znacajno, jer moZe uticati na sve faze obrade do
finalnog oblika, kao Sto su tablete ili kapsule. Ukoliko uzorak ima visoke vrednosti prividnog
viskoziteta, mogu se javiti problemi prilikom njegovog prolaska kroz razlicite delove opreme 1 uredaja,
posebno uske otvore levkova, prilikom prosejavanja i meSanja, prolaska kroz transportne cevi, prilikom
granulacije 1 punjenja u matrice tokom tabletiranja (Introduction in powder rheology, 2023).

Krive prividnog viskoziteta ispitivanih ¢vrstih disperzija su prikazane na slici 4.12.

U toku izvodenja testa, ispituje se uticaj razli¢itih brzina smicanja i zapreminskog protoka vazduha na
viskozitet uzorka. Znacaj ovih merenja ogleda se u mogucnosti prilagodavanja sastava formulacije 1
proizvodnih uslova, ¢ime se osigurava optimalna protoc¢nost i kompresibilnost ¢vrstih disperzija.
Zapreminski protok vazduha se povecava do potpune fluidizacije i1 kada je ona postignuta, za ocekivati
je da uzorci ispoljavaju njutnovsko ponasanje, kod koga je viskozitet konstantan, bez obzira na
povecanje sile smicanja (Lu 1 sar., 2023). Medutim, uzorci ispitivanih ¢vrstih disperzija (C5, C9, P51
P9) su pokazali drugacije ponaSanje. lako je za uzorke Cvrstih disperzija postignuta potpuna
fluidizacija, oni su pokazali pseudoplasticno (eng. shear-thinning) ne-njutnovsko proticanje. Na
pocetku merenja 1 pri niskim vrednostima zapreminskog protoka vazduha, uzorci su se ponasali kao
pseudoplasti¢ni sistemi, odnosno viskozitet se smanjivao sa povecanjem brzine smicanja. Ovakvo
ponasanje ¢vrstih disperzija je posledica smanjenja otpora Cestica prema kretanju, pod delovanjem sile
smicanja. Ovi podaci su korisni za procenu ponasanja uzoraka u procesima koji zahtevaju kontrolisano
proticanje materijala, kao Sto su na primer meSanje, granulacija ili kompresija (Lu 1 sar., 2023).
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Kod uzorka C5 1 C9 (slika 4.12 a 1 b) pri protoku vazduha od 0 1/min, viskozitet je najvisi, §to znaci da
su kohezija 1 trenje izmedu Cestica najveci. Sa povecanjem protoka (do 7 1/min) viskozitet opada, §to
znacCi da fluidizacija pomaze razdvajanju Cestica 1 smanjenju otpora kretanju. Na grafiku se takode
uocava da pri niskim brzinama smicanja viskozitet ima visoke vrednosti, dok se sa povecanjem brzine
smicanja viskozitet smanjuje.

Kod uzoraka ¢vrstih disperzija sa poloksamerom 407 (P5 i P9) (slika 4.12 ¢ i d), takode je vidljivo
pseudoplasticno proticanje, gde sa povecanjem protoka vazduha dolazi do znacCajnog smanjenja
viskoziteta. Razlika kod uzorka P5 u odnosu na uzorke s kopovidonom (C5 i C9) je Sto za srednje
protoke vazduha (5-10 1/min), odnosno u uslovima fluidizacije uzorka, krive imaju drugaciji izgled,
odnosno one se na odredenim pozicijama preklapaju, a i razmak izmedu krivih nije konstantan.
Primetno odstupanje izmedu krivih pri srednjim protocima vazduha moze biti posledica toga Sto
poloksamer 407 utice na formiranje drugacijih interakcija izmedu Cestica u odnosu na kopovidon.
Takode, uzrok ovih razlika moze biti i oslobadanje zarobljenog vazduha, sto dovodi do razlika u
kretanju Cestica. Kod uzorka P9, pri odsustvu protoka vazduha (0 I/min) uzorak o¢ekivano ima najvise
vrednosti viskoziteta, za sve brzine smicanja. S povecanje protoka vazduha (0,5 — 10 1/min) dolazi do
postepenog smanjenja viskoziteta, §to znaci da se protokom vazduha olakSava kretanje Cestica i
smanjuje unutrasnje trenje. Pri najviSem protoku (10 1/min), kriva pokazuje nestabilnost i oscilacije pri
nizim brzinama smicanja, §to moze ukazivati na prelazak u fluidizovano stanje.
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Slika 4.12. Krive zavisnosti prividnog viskoziteta od brzine smicanja i protoka vazduha uzoraka ¢vrstih disperzija:
C5 (a) C9 (b) P5 (c) P9 (d)
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Kada je postignut odreden nivo fluidizacije (s povecanjem zapreminskog protoka vazduha u toku
izvodenja testa) 1 s pove¢anjem brzine smicanja moze do¢i do pojave tzv. shear-thickening ponaSanja,
gde se viskozitet ili otpor prema smicanju povecava, sa povecanjem brzine smicanja (Introduction in
powder rheology, 2023). Primena vece brzine smicanja uzrokuje smanjenje slobodnog prostora izmedu
Cestica, Sto povecava kontakt izmedu Cestica, a sa tim 1 otpor prema smicanju. Ova faza se naziva 1
»zaglavljeno stanje* (engl. jamming transition) (slika 4.13) 1 moze prouzrokovati smanjenje
protoc¢nosti, ili zaglavljivanje uzorka u levkovima za punjenje, transportnim cevima i meSalicama
(Brown i Jaeger, 2009; Kawasaki i Ludovic, 2018).

Slika 4.13. Prikaz tzv. ,,zaglavljenog stanja* (eng. Jamming transition) (preuzeto iz Introduction in
powder rheology, 2023)

Za uzorke sa kopovidonom (C5 i C9), tzv. ,,zaglavljeno stanje se javljalo za vrednosti brzine smicanja
ispod 100 s, dok se za uzorke sa poloksamerom 407 (P5 i P9) ,zaglavljeno stanje” desavalo na
vrednostima brzine smicanja iznad 100 s™'. Razlika u brzini smicanja pri kojoj dolazi do zaglavljivanja
Sestica (ispod 100 s za uzorke sa kopovidonom i iznad 100 s za uzorke sa poloksamerom 407)
ukazuje na razliCite reoloske osobine uzoraka, koje mogu biti kljune za optimizaciju procesa
granulacije, meSanja i1 tabletiranja. Uzorci kod kojih do ,zaglavljivanja® dolazi pri vecoj brzini
smicanja imaju bolje proticanje i manja je moguc¢nost da dode do zaglavljivanja, dok uzorci s nizom
brzinom smicanja lakSe prelaze u ,,zaglavljeno stanje®. ,,Zaglavljeno stanje* moze ukazivati na to da je
doslo do agregacije Cestica, povecanja trenja medu Cesticama 1 da brzina smicanja viSe ne moze uticati
na interakcije izmedu Cestica (Samsuzzaman i sar., 2022).

4.3.7.4. Dinamicko proticanje uzorka

Odredivanje dinamickog proticanja uzorka omogucava analizu proticanja dok se uzorak nalazi u stanju
kretanja. Na dinamicko proticanje utice viSe faktora, kao Sto su na primer, veli€ina i1 raspodela veli¢ina
Cestica, medumolekulske sile izmedu cestica (elektrostaticke sile i trenje), koli¢ina vlage u uzorku i
temperatura okoline (Divya 1 Ganesh, 2019). Ovo merenje se mozZe koristiti kao brza i1 jednostavna
metoda za odredivanje faktora koji uti€u na proticanje praskova (Introduction in powder rheology,
2023). U toku izvodenja testa, Sto je viSe energije potrebno da se uroni mesac u uzorak, to je veci otpor
proticanju uzorka i on slabije tece (Freeman i sar., 2017).

Rezultati merenja dinamickog proticanja uzoraka ¢vrstih disperzija su prikazani u tabeli 4.9 1 slici 4.14.
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Tabela 4.9. Rezultati merenja dinamickog proticanja ¢vrstih disperzija

OSHOV.l.la Specifi¢na .
Uzorak energya energija, SE I.n dek§ Ind.e ks l.)rzme

proticanja, (md/g) stabilnosti, SI proticanja, FRI
BFE (mJ)

C5 472 56,5 1,08 0,96

C9 460 57,5 0,89 1,08

P5 621 75,6 0,93 0,98

P9 425 60,3 0,91 0,95

Niska vrednost osnovne energije proticanja (BFE) pokazuje da se radi o lako proto¢nim uzorcima, jer
kod takvog uzorka Cestice stvaraju manji otpor kretanju i mesac se lakSe uranja u uzorak (Freeman 1
sar., 2017). Uzorci koji imaju losije proticanje imaju vece vrednosti BFE, jer je potrebna veéa energija
da se uzorak pocne kretati i da meSa¢ uroni u uzorak (Suhag i sar., 2024). Na vrednosti osnovne
energije proticanja uzorka uticu i nasipna gustina uzorka i kompresibilnost tokom merenja (Hrishikesh
isar., 2017).

Na slici 4.14 se vidi da u prvom delu testa, kada su konstantni uslovi brzine okretanja i uranjanja
mesSaca (prvih 7 tacaka merenja), vrednosti ukupne energije proticanja relativno stabilne za sve uzorke,
sa blagim oscilacijama. Uzorci sa kopovidonom, C5 i C9, imaju sli¢ne vrednosti ispitivanih parametara
dinamickog proticanja (tabela 4.9) 1 moze se re¢i da imaju slicnu proto¢nost. Udeo kopovidona u ovim
uzorcima nema bitnog uticaja na proticanje. Za razliku od toga, udeo poloksamera 407 ima uticaja na
parametre dinamickog proticanja. BFE vrednost je najveéa za uzorak PS5, Sto znaci da je najviSe
energije potrebno da se mesa¢ uroni u ovaj uzorak, odnosno da izmedu cestica uzorka P5 vladaju
najvece sile kohezije. Zanimljivo je da uzorak P9 ima najmanju BFE vrednost, te se moze re¢i da ima
najbolje osobine proticanja kada je u pitanju ovaj parametar. lako uzorci P5 1 P9 imaju sli¢nu veli¢inu 1
raspodelu veli¢ina Cestica, razli¢ita proto¢nost izmerena na nain kada su uzorci u stanju kretanja,
ukazuje da veliCina Cestica nije jedini parametar koji ima uticaj na dinamicko proticanje Cvrstih
disperzija sa poloksamerom 407. Freeman 1 sar. (2017) su ispitivali ponaSanje tri uzorka praSkova (A,
B, 1 C) prilikom punjenja u kesice. Uzorci su imali razli¢ito proticanje na masini za punjenje, §to je za
rezultat imalo varijacije u masi kesice. Merenja su sprovedena koriS¢enjem uredaja FT4 Powder
Rheometer® (Freeman Technology, Velika Britanija). Uzorak A je pokazao dobru proto¢nost, dok je
kod uzorka B (koji je imao Siru raspodelu veli¢ina Cestica) proto¢nost ocenjena kao prosecna. Uzorak
C, koji je imao istu raspodelu veli¢ina Cestica kao uzorak A je pokazao veoma loSu protocnost, $to je
ukazalo na ¢injenicu da veli¢ina Cestica nije jedini parametar koji je odgovoran za proto¢nost uzorka.
Uzorak A je imao najnizu BFE vrednost, $to znaci da zahteva manje energije za kretanje meSaca kroz
uzorak, dok je uzorak C imao najvisu BFE vrednost.

Na vrednosti specificne energije (SE) uzorka uti¢e oblik Cestica, kohezivnost Cestica, hrapavost
povrsine 1 raspodela velicina Cestica, ali 1 hemijske 1 fizicke interakcije izmedu Cestica (Suhag 1 sar.,
2024). Najmanje vrednosti specifi¢ne energije (SE) imaju uzorci sa kopovidonom §to ukazuje da se kod
njih javlja najmanje interakcija izmedu Cestica 1 da imaju sposobnost dobrog meSanja i proticanja. lako
¢vrste disperzije sa kopovidonom imaju vec¢i udeo najsitnijih Cestica, koje bi trebale da su kohezivnije 1
manje protocne (Shi i sar., 2018), u ovim istrazivanja to nije uticalo na proto¢nost navedenih uzoraka.
Rezultati nisu iznenadujudi, jer kako je navedeno, veli¢ina Cestica nije jedini parametar koji utiCe na
protoc¢nost uzoraka.
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Uzorci sa poloksamerom 407 imaju veée vrednosti specificne energije u poredenju sa uzorcima sa
kopovidonom. Vrednost specificne energije (SE) je najveéa za uzorak PS5, S$to znaéi da je za ovaj
uzorak, prilikom kretanja meSaca u suprotnom smeru (iz uronjenog uzorka prema gore) potrebna
najveca energija, u poredenju sa ostalim uzorcima (Freeman i sar., 2017).

Prema navodima autora (Freeman, 2000; McGuire i sar., 2022), ukoliko su vrednosti indeksa
stabilnosti (SI) praskova blizu 1,0, tada uzorci teze da zadrze svoju zapreminu. Uzorci koji imaju SI
vrednost manju od 1,0 teze povecanju zapremine, dok oni sa SI vrednoS¢u ve¢om od 1,0 imaju
tendenciju ka smanjenju zapremine i komprimovanju. Vrednosti indeksa stabilnosti ispitivanih uzoraka
su bile od 0,89 - 1,08 (tabela 4.9). Na osnovu dobijenih vrednosti SI indeksa, za uzorak C5 bi se moglo
reéi da tezi ka blagom komprimovanju, dok uzorci C9, P5 i P9 imaju tendenciju da blago povecaju
SVOju zapreminu.

Merenja, sprovedena prilikom promene brzine okretanja 1 uranjanja mesaca su pokazala da proto¢nost
¢vrstih disperzija ne zavisi od brzine mesSanja, Sto je vidljivo na delu krive koji pokazuje vrednosti
ukupne energije proticanja prilikom promene brzine (slika 4.14, poslednje 3 tacke merenja). Osnovna
energija proticanja je ostala sli¢na za razli¢ite brzine proticanja uzoraka (odnosno smanjenje brzine
proticanja za 30%, 60% i 90%) kao i vrednosti indeksa brzine proticanja (FRI) (tabela 4.9) Sto je
karakteristicno za nekohezivne praskove. Nekohezivni praskovi stvaraju manje problema prilikom
obrade u tablete ili kapsule. Oni imaju bolju proto¢nost, manje teZe segregaciji, lijepljenju za otvore 1
levkove i bolje se i ravnomernije komprimuju. Na vrednosti indeksa brzine proticanja nije imao uticaj
udeo polimera u ¢vrstim disperzijama.
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Slika 4.14. Grafik zavisnosti ukupne energije proticanja cvrstih disperzija od razlicitih uslova merenja
(konstantna i promenjiva brzina proticanja)
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4.3.7.5. Trenje izmedu Cestica uzorka i zida uredaja

U cilju dobijanja podataka o trenju koje se deSava tokom kretanja Cestica ¢vrstih disperzija duz zida
uredaja, odredivani su sledeci parametri: ugao krive proticanja uzorka duz zida mernog uredaja (dpw),
adhezija (taq), srednji ugao trenja (dwra) 1 koeficijent trenja (). Dobijeni rezultati su prikazani u tabeli
4.10 i na slici 4.15.

Tabela 4.10. Parametri trenja izmedu Cestica uzoraka i zida mernog uredaja

Ugao krive Srednji ugao
proticanja Adhezija, treil 'ag Koeficijent
Uzorak uzorka duz zida, Tad o 19, trenja,
Ow (Pa) © n
©
C5 10,55 441,5 13,4 0,26
C9 10,55 441,5 13,4 0,26
P5 31,31 526,6 32,6 0,70
P9 33,82 355,1 34,1 0,72

T.a—interakcija uzorka sa zidovima merne ¢elije (adhezija uzorka na zidove uredaja)
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Slika 4.15. Ispitivani parametri trenja cvrstih disperzija (napomena. podaci za uzorke C5 i C9 su isti,
pa se krive preklapaju)

Uobicajeno se test trenja sprovodi tako Sto se normalna sila smanjuje. To znaci da se na uzorak prvo
deluje najve¢om normalnom silom (u ovim istrazivanjima je ona iznosila 9 kPa), kada je 1 potrebna
najveca sile smicanja da bi se uzorak poceo kretati. Tada je trenje izmedu uzorka i zida uredaja
najvece. Tokom vremena dolazi do smanjenja trenja prilikom proticanja uzorka, sve do uspostavljanja
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konstantne vrednosti trenja duz zida (engl. steady-state shear stress). Dalje se normalna sila smanjuje
(u ovim istrazivanjima je smanjena prvo na 6 kPa, a zatim na 3 kPa). Sa svakim smanjenjem normalne
sile smanjuje se i trenje duz zida. Nakon odredenog vremena se uspostavlja konstantna vrednost trenja
duz zida. Na ovaj nacin se mere razliCite konstantne vrednosti trenja duz zida, za svaku primenjenu
vrednost normalne sile. Iz ovih vrednosti se dobija kriva proticanja uzorka duz zida, a iz krive
proticanja se dobijaju vrednosti drugih parametara koji opisuju trenje. Ukoliko je kriva proticanja
uzorka duz zida ravna linija, onda su vrednosti koeficijenta trenja i ugla trenja iste za svaku vrednost
normalne sile i tada trenje ne zavisi od primenjene normalne sile. Ukoliko je kriva proticanja
zakrivljena, $to je bio slucaj kod ispitivanih uzoraka ¢vrstih disperzija (kod uzoraka sa kopovidonom je
jedva vidljiva blaga zakrivljenost krive; slika 4.15), tada svakoj tacki na krivoj proticanja odgovara
razli¢ita vrednost koeficijenta trenja i ugla trenja, koji zavise od primenjene normalne sile. Rezultati
merenja uglova trenja i koeficijenta trenja se prikazuju kao srednje vrednosti svih merenja. Sto su
vrednosti ugla trenja i koeficijenta trenja vece, to je i trenje izmedu uzorka i zida vece 1 potrebna je
veca sila da bi se uzorak kretao.

Adhezija (1aq) se definiSe kao tacka preseka krive teCenja zida sa y-osom. Povecéanje adhezivnih sila
ukazuje na znacajan porast trenja izmedu uzorka i zida mernog uredaja.

U slucaju uzoraka sa kopovidonom, parametri trenja ne zavise od udela polimera u formulaciji, jer su
dobijene iste vrednosti svih ispitivanih parametara za uzorke C5 i C9. Uzorak P9 pokazuje najvece
vrednosti ugla krive proticanja uzorka duz zida, srednjeg ugla trenja i koeficijenta trenja. Ove vrednosti
su neznatno vece od ovih vrednosti za uzorak PS5, Sto ukazuje da parametri trenja ne zavise mnogo od
udela poloksamera 407 u formulaciji ¢vrstih disperzija (tabela 4.10 i slika 4.15). Poredeé¢i uzorke
¢vrstih disperzija izradenih sa razliitim polimerima, uocava se da uzorci sa kopovidonom pokazuju
mnogo manje vrednosti merenih parametara, Sto ukazuje i manje trenje ovih uzoraka tokom kretanja
duz zida 1 samim tim bolju proto¢nost uzoraka. Koeficijent trenja za uzorke sa kopovidonom je oko tri
puta manji u odnosu na vrednost koeficijenta trenja za uzorak P9.

Ukoliko kriva proticanja uzorka duz zida uredaja ne prolazi kroz nultu tacku kordinatnog sistema, nego
je se€e na y osi (Tag™> 0), Sto je slucaj kod svih ispitivanih ¢vrstih disperzija, smatra se da uzorci imaju
tendenciju adhezije na zidove uredaja. Vrednost Taq je najveca za uzorak P5 (526,6 Pa). Zanimljivo je
da uzorak P9 ima najmanju vrednost adhezije (355,1 Pa), iako ima najvecu vrednost koeficijenta trenja,
koja je veoma bliska vrednosti za uzorak P5. Vece vrednosti adhezije za uzorke sa kopovidonom se
mogu objasniti ve¢im udelom sitnijih Cestica, koje imaju vecu tendenciju da se lepe za zidove mernog
uredaja. Vrednosti adhezije za uzorke sa kopovidonom su identi¢ne (tabela 4.10), Sto pokazuje da udeo
polimera u ¢vrstim disperzijama sa kopovidom ne utice na ovu osobinu ¢vrstih disperzija.

Vaznost merenja parametara trenja uzoraka prilikom kretanja duz zidova uredaja se ogleda u izboru
materijala od kojeg je oprema izradena, odnosno dizajna opreme kroz koji uzorak prolazi. Postoji
direktna povezanost izmedu ugla trenja (¢) 1 ugla zidova levka (kontejnera ili levka za punjenje
prilikom tabletiranja) u odnosu na vertikalnu osu (0), jer oba parametra uti¢u na proto¢nost materijala u
levcima 1 konusnim kontejnerima za skladiStenje i meSanje. Ugao zida kontejnera i levka je kljucan za
osiguranje protocnosti materijala iz kontejnera ili levka, pod uticajem sile gravitacije. Odnos ova dva
ugla obezbeduje odgovarajucu protocnost uzoraka, u skladu s njegovim karakteristikama i interakcijom
sa zidovima (The Field Guide to Pharmaceutical Powder Characterization, 2023). Za vece vrednosti
ugla trenja, Sto je slucaj sa uzorcima sa poloksamerom 407, potreban je ve¢i ugao zidova levka da bi
uzorak slobodno proticao. Kao §to se sa slike 4.16 moze videti, za vrednosti ugla trenja uzorka vece od
30°, vrednosti ugla zida levka treba da su vece od 40°, kako bi se savladao otpor kretanju uzorka. Sa
ve¢im uglom zida levka povecava se protoCnost uzoraka, ali se smanjuje skladisni kapacitet kontejnera
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ili levka. Ako ugao trenja ima malu vrednost, kao §to je slu¢aj sa uzorcima sa kopovidonom, mali ugao
zida levka moze biti dovoljan, jer uzorak ima dobru proto¢nost niz zidove levka ili kontejnera. Uzorci
sa kopovidonom se krec¢u tzv. masovnim protokom (engl. mass flow), kod kojeg se ceo sadrzaj
kontejnera istovremeno krece prema izlazu. Materijal klizi duz zidova, ¢ime se izbegava zastoj ili
zadrzavanje. Kod ovakvog tipa protocnosti ne dolazi do zaustavljanja materijala i raslojavanja (koje
moze biti uzrokovano neujednacenim proticanjem, odnosno zaustavljanjem Cestica duz zida koje imaju
vece trenje), te je manja mogucénosti da dode do neujednacenosti sadrzaja proizvedenog leka (Carson 1
Pittenger, 2018). Sa slike 4.16 se vidi da bi se uzorci sa poloksamerom 407 kretali kroz centralni deo
kontejnera ili levka (engl. core flow), dok deo uzoraka blizu zidova ostaje nepomican, stvarajuéi zone
koje se ne krecu. Zbog neujednacene protocnosti moze do¢i do neadekvantog doziranja prilikom
tabletiranja ili punjenja u kapsule, a samim tim 1 do proizvodnje leka neodgovarajuc¢eg kvaliteta
(Freeman i sar., 2017).

Centralni protok

60

Ugao trenja (°)

0 10 20 30 40 50 60
Ugao kontejnera (°)

Slika 4.16. Zavisnost ugla trenja cvrstih disperzija od ugla kontejnera/levka
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4.3.7.6. Kompresibilnost

U cilju dobijanja podataka o kompresibilnosti ispitivanih Cvrstih disperzija reoloskim merenjima,
odredivani su sledeé¢i parametri: nasipna gustina, Hausner-ov odnos i Carr-ov indeks. Rezultati
merenja su prikazani u tabeli 4.11 1 slici 4.17.

Tabela 4.11. Rezultati reoloskih merenja kompresibilnosti ¢vrstih disperzija

Nasipna gustina (g/cm®) Carr-ov indeks Hausner-ov odnos

Uzorak 0 (kPa) 45 (kPa) 9 (kPa) 45 (kPa) 9 (kPa) 45 (kPa)
C5 0,712 0,745 2,7 4,5 1,03 1,05
C9 0,685 0,724 32 5,4 1,03 1,06
P5 0,645 0,727 5,4 11,3 1,06 1,13
P9 0,619 0,720 7,2 14,0 1,08 1,16

U toku izvodenja testa kompresije, prati se odnos izmedu nasipne gustine i primenjene sile. Na osnovu
dobijenih rezultata moZe se konstatovati da uzorak C5 ima najveéu nasipnu gustinu (0,712 g/cm?) u
odnosu na sve ispitivane uzorke, pre primene sile kompresije. Uzorak C9 ima nes§to manju nasipnu
gustinu (0,685 g/cm®), u poredenju sa uzorkom C5. Uzorak P9 ima najmanju nasipnu gustinu (0,619
g/cm?), u odnosu na sve uzorke, dok P5 ima veéu nasipnu gustinu (0,645 g/cm?) od P9. Nakon primene
sile kompresije do 45 kPa dolazi do poveéanja nasipne gustine svih uzoraka, Sto je i ocekivano.
Povecanje nasipne gustine nakon primene sile kompresije nalaze i drugi autori (Shi i sar., 2018).
Nasipna gustina je idalje najmanja za uzorak P9 (0,720 cm®, iako je ona veoma bliska vrednostima
nasipne gustine uzoraka P5 (0,727 g/cm?®) i C9 (0,724 g/cm?), dok uzorak C5 ima najveéu nasipnu
gustinu (0,745 g/cm®) nakon primene kompresije. Sa slike 4.17a se mogu videti razli¢ite krive
zavisnosti nasipne gustine od sile kompresije, koje opisuju promenu nasipne gustine uzoraka tokom
povecanja kompresije na uzorak. Uzorak C5 pokazuje najvece vrednosti nasipne gustine, kako pre
kompresije (0,712 g/cm?), tako 1 nakon kompresije (0,742 g/cm?). Ove vrednosti ukazuju na to da
Cestice u ovom uzorku ve¢ u pocetnom stanju imaju relativno gust raspored, $to moZze biti posledica
njihovog oblika, veli¢ine ili medusobnih interakcija. Najmanja razlika izmedu pocetne i nasipne gustine
nakon kompresije (0,030 g/cm?) sugeriSe da je uzorak C5 manje podlozan dodatnom sabijanju, u
poredenju s drugim uzorcima. To moze znaditi da njegove Cestice ve¢ gusto zbijene na pocetku, sa
malo meducesti¢nih praznina koje bi mogle biti dalje smanjene primenom pritiska. Kod uzorka C9
promena nasipne gustine nakon primene kompresije (0,039 g/cm?®) je neSto izraZenija u poredenju sa
C5. Tokom primene pritiska, Cestice se sabijaju, smanjuju¢i meducesticne praznine i1 povecavajuci
gustinu. Ovakvo ponaSanje moZe biti posledica razlika u veli€ini, obliku ili povrSinskim svojstvima
Cestica u odnosu na uzorak C5 (The Field Guide to Pharmaceutical Powder Characterization, 2023). S
obzirom na nesto ve¢u promenu nasipne gustine, ocekuje se da uzorak C9 ima vecu kompresibilnost,
Sto obicno dovodi do vece Evrstoce tableta.

Uzorak P5 ima vecu pocetnu gustinu u odnosu na uzorak P9, Sto sugerise da su njegove Cestice bolje
pakovane u pocetnom stanju pre kompresije. Manja promena tokom kompresije znac¢i da je manje
podlozan dodatnom sabijanju prilikom primene sile kompresije. Uzorak P9 pokazuje vecu promenu
nasipne gustine tokom kompresije (0,101 g/cm?®, u poredenju sa 0,082 g cm® kod uzorka P5), §to
ukazuje na njegovu vecu sposobnost sabijanja. Veca kompresibilnost obi¢no znaci da Cestice imaju vise
meduprostora koji se moZe smanjiti tokom pritiska (The Field Guide to Pharmaceutical Powder
Characterization, 2023). MoZe se smatrati da je uzorak P9 kompresibilniji i da bi prilikom tabletiranja
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doslo do plasti¢ne deformacije, koja bi omogucila blizi kontakt izmedu Cestica i dobijanje tableta vece
¢vrstoce (The Field Guide to Pharmaceutical Powder Characterization, 2023).

Ukoliko se porede uzorci sa razli¢itim polimerima moze se zakljuciti da uzorci C5 i C9 imaju vece
pocetne nasipne gustine u poredenju sa P5 i P9, §to znaci da su Cestice bolje pakovane u uzorku, dok P5
1 P9 imaju niZze pocetne nasipne gustine, Sto sugeriSe da imaju viSe meducesticnih praznina pre
kompresije. C5 1 C9 pokazuju manje promene u gustini, §to znaci da imaju manju kompresibilnost u
poredenju sa P51 P9.

Vrednosti Carr-ovog indeksa (tabela 4.11 1 slika 4.17) pokazuju veliku razliku izmedu cCvrstih
disperzija sa dva razlicita polimera, poloksamerom 407 i kopovidonom. Kod uzoraka sa kopovidonom
(C51C9), pri primenjenoj sili od 9 kPa i 45 kPa, povecanje vrednosti Carr-ovog indeksa (tabela 4.11)
je manje izrazeno. Na krivama (slika 4.17b) se uocava zaustavljeno napredovanje kompresibilnosti
uzoraka C5 1 C9) sa povecanjem sile, Sto je predstavljeno smanjenjem zakrivljenosti krive.

Uzorci sa poloksamerom 407 pokazuju znacajno povecanje vrednosti Carr-ovog indeksa (tabela 4.11) s
povecanjem primenjene sile. Ovaj fenomen se moze uociti i na slici 4.17b, kao veliki nagib krive za
uzorke P5 1 P9, $to ukazuje na bolju kompresibilnost ¢vrstih disperzija sa poloksamerom 407.

Sa poveéanjem udela oba polimera dolazi do poveéanja kompresibilnosti ¢vrstih disperzija. Krive
komprimovanja uzoraka sa istim polimerom, a razli¢itim udelom (1:5 i 1:9) imaju isti trend, $to znaci
da vrsta polimera ima znacajnu ulogu u procesu komprimovanja ispitivanih uzoraka ¢vrstih disperzija.
Ipak, udeo polimera uti¢e na to da su finalne vrednosti Carr-ovog indeksa nakon kompresije razlicite.
Uzorak P9 ima najvec¢u kompresibilnost, dok uzorak C5 ima najmanju sposobnost komprimovanja.

Vrednosti Hausner-ovog odnosa za ¢vrste disperzije sa kopovidonom (C5 i C9) su skoro identi¢ne za
obe sile kompresije, a udeo polimera nema uticaj na vrednosti ovog parametra. Male razlike u
Hausner-ovom odnosu uzoraka sa kopovidonom, za sile kompresije od 9 kPa 1 45 kPa ukazuju da ove
¢vrste disperzije ne menjaju znacajno svoju strukturu pod uticajem sile kompresije. To ukazuje da se
Cestice ne sabijaju u velikoj meri, Sto sugeriSe da ve¢ poseduju dobru pocetnu gustinu. Sa aspekta
proto¢nosti, vrednosti Hausner-ovog odnosa za obe ¢vrste disperzije i pri svim primenjenim silama bile
su manje od 1,11. Prema Ph. Eur. klasifikaciji (tabela 3.3), Hausner-ov odnos manji od 1,11 ukazuje na
odli¢nu proto¢nost.

Cvrste disperzije sa poloksamerom 407 pokazuju blago poveéanje Hausner-ovog odnosa usled porasta
sile kompresije sa 9 kPa na 45 kPa. Uzorak P9 pokazuje neSto viSe vrednosti ovog parametra (porast
vrednosti Hausner-ovog odnosa sa 1,08 na 1,16) u poredenju sa P5 (porast vrednosti sa 1,06 na 1,13)
(Tabela 4.11). Prema Ph. Eur. ove promene ukazuju na blago smanjenje protoc¢nosti, prelaskom iz
odli¢ne (1,00-1,11) u dobru (1,12-1,18) (tabela 3.3).

Na osnovu navedenog, moze se zakljuciti da sve Cvrste disperzije, uprkos promenama tokom
kompresije, imaju zadovoljavajucu protocnost za procesuiranje u finalni farmaceutski oblik, s tim da da
Cvrste disperzije sa poloksamerom 407 imaju neSto loSiju proto¢nost u poredenju sa cvrstim
diserzijama sa kopovidonom.

Ukoliko se uporede vrednosti nasipne gustine, vrednosti Carr-ovog indeksa i Hausner-ovog odnosa
dobijene reoloSkim merenjima, sa klasi¢nim merenjem na uredaju za merenje tapkane zapremine (deo
4.2.3) vidljiva je znacajna razlika. Vrednosti nasipne gustine, Carr-ovog indeksa i Hausner-ovog
odnosa dobijene reoloskim merenjima (tabela 4.11) su znaCajno manje za sve Cvrste disperzije u
odnosu na merenja dobijena klasicnom metodom (tabela 4.7). Na osnovu rezultata merenja na uredaju
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za odredivanje tapkane zapremine, samo je uzorak P5 imao protocnost koja je odgovarala dobroj
protoc¢nosti, dok su ostali uzorci imali proto¢nost koja je prosecna ili prihvatljiva. Kod klasi¢nog
merenja nasipne 1 tapkane gustine (iz kojih su izracunate vrednosti Carr-ovog indeksa i Hausner-ovog
odnosa) generalno bolju proto¢nost su imali uzorci sa poloksamerom 407, dok je kod reoloskih merenja
bolja protocnost dobijena za uzorke sa kopovidonom. Moze se pretpostaviti da je razlog za dobijanje
razliCitih rezultata primenom ove dve metode znacCajan uticaj analitiara u pripremi uzoraka za
farmakopejsku analizu. I Ph. Eur. 11.0 navodi da se prilikom merenja nasipne i tapkane gustine mogu
dobiti razli€iti rezultati, u zavisnosti od postupanja s uzorkom prilikom pripreme za analizu, $to i jeste
nedostatak farmakopejske metode. Merenja na reometru su preciznija i manje zavise od analiticara koji
merenja sprovodi (Mariano, 2024).
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Slika 4.17. Krive zavisnosti nasipne gustine (a) i Carr-ovog indeksa (b) od primenjene normalne sile
(sile kompresije) za uzorke cvrstih disperzija

Na osnovu sprovedenih reoloSkih ispitivanja moze se re¢i da svi ispitivani uzorci Cvrstih disperzija
pokazuju sposobnost fluidizacije pri niskim protocima vazduha i imaju zadovoljavajuce reoloske
karakteristike koje omogucavaju dobru protocnost. Medutim, izbor polimera bi mogao znacajno uticati
na reoloSke karakteristike, sile kohezija izmedu cestica, trenje i proticanje materijala tokom procesa
proizvodnje. Uzorci sa kopovidonom pokazuju bolju proto€nost, imaju nize vrednosti trenja i stabilniji
masovni tok iz kontejnera, $to ih ¢ini pogodnijim za industrijsku primenu. Nasuprot tome, uzorci sa
poloksamerom 407, narocito sa manjim udelom polimera (P5), pokazuju izrazenije kohezivne sile, vece
trenje 1 tendenciju ka zaglavljenju tokom proticanja, Sto moZe izazvati probleme u proizvodnji. Iako
uzorci sa kopovidonom imaju nesto loSiju kompresibilnost, njihova bolja proto¢nost i manja adhezija
Cestica ¢ine ih pogodnijim za obradu u finalne farmaceutske oblike, kao $to su tablete i kapsule.

114



Ehlimana Osmanovi¢ Omerdié Doktorska disertacija

4.4. 1V faza eksperimentalnog rada

4.4.1. In silico modelovanje

4.4.1.1. In vitro ispitivanje brzine rastvaranja klopidogrel-hidrogensulfata iz ¢vrstih disperzija
pomocu aparature sa cilindrom sa povratnim kretanjem

Rezultati in vitro ispitivanja brzine rastvaranja klopidogrel-hidrogensulfata iz ¢vrstih disperzija C5, C9,
P5 1 P9, pomocu aparature sa cilindrom sa povratnim kretanjem su prikazani na slici 4.18. Na slici se
moze videti da se klopidogrel-hidrogensulfat brzo i skoro kompletno oslobada iz uzorka C5 (96,21%
nakon 60 minuta). Za isto vreme ispitivanja iz uzoraka C9 i P5 se oslobodi manje aktivne supstance
(74,38% 1 58,65%). Iz uzorka P9 se nakon 60 minuta oslobodilo samo 26,48% klopidogrel-
hidrogensulfata. Razlog ovako niskom procentu oslobodenog klopidogrel-hidrogensulfata je verovatno
bubrenje polimera u kontaktu s medijumom §to je dovelo do postepenog oslobadanja aktivne supstance.
Rezultati ovog ispitivanja su u saglasnosti sa rezultatima ispitivanja rastvorljivosti klopidogrel-
hidrogensulfata, §to je oc¢ekivano s obzirom na pH-zavisnu rastvorljivost aktivne supstance. Na slici
4.18 se vidi da uzorak C5 nakon 60 minuta postize plato (u medijumu pH 6,4). Kod uzoraka C9 i P5
plato se postize kasnije, nakon 135 minuta (u pH medijumu pH 6,8). Kod uzorka P9 tokom izmene
medijuma dolazi do sporog i postepenog oslobadanja klopidogrel-hidrogensulfata iz ¢vrste disperzije sa
maksimalnom koli¢inom rastvorenog klopidogrel-hidrogensulfata od 47,37% nakon 330 minuta
ispitivanja.

Porede¢i medusobno uzorke izradene sa istim polimerom, uocava se da se manja koli¢ina aktivne
supstance oslobada iz uzoraka sa ve¢im udelom polimera. Jedan od mogucih razloga za ovakvo
ponaSanje ispitivanih ¢vrstih disperzija je $to dolazi do bubrenja polimera u kontaktu sa medijumom,
formiranja viskoznog sloja oko cestica klopidogrela, usporavanja difuzije i posledicno smanjenja
koli¢ine klopidogrela koja se oslobodi (Maincent 1 Williams, 2018; Vyas i sar., 2009; Szafraniec i sar.,
2018). Vyas i sar. (2009) su pokazali da se s povec¢anjem udela poloksamera 407 u ¢vrstoj disperziji sa
taladafilom dolazi do smanjenja oslobadanja taladafila iz &vrste disperzije. Cvrste disperzije taladafila i
poloksamera 407 su imale odnos aktivna supstanca/polimer 1,0:0,5; 1,0:1,5 1 1,0:2,5. Najveca koli¢ina
taladafila, 75,3% nakon 15 minuta, se oslobodila iz ¢vrste disperzije udela 1,0:0,5, dok se najmanja
koli¢ina aktivne supstance, 52,5% nakon 15 minuta, oslobodila iz ¢vrste disperzije udela 1,0:2,5.
Autori su objasnili da do ovoga dolazi zbog geliraju¢ih osobina poloksamera 407 pri viSim
koncentracijama, zbog ¢ega se usporava difuzija aktivne supstance u medijum. Veliki udeo polimera u
formulaciji moZe da smanji oslobadanje aktivne supstance i zbog nastanka medumolekulskih
interakcija izmedu aktivne supstance 1 polimera koje su uzrok smanjene mobilnosti molekula aktivne
supstance (Que i sar., 2019; Que i sar., 2021). Odredeni rezultati in vitro ispitivanja brzine rastvaranja
klopidogrela iz c¢vrstih disperzija pomocu aparature sa cilindrom sa povratnim kretanjem su u
suprotnosti sa ranije navedenim rezultatima in vitro ispitivanja brzine rastvaranja klopidogrela na
aparaturi sa korpicama. Na aparaturi sa korpicama u medijumu pH 6,8 (tabela 4.2, slika 4.2), sa
povecanjem udela polimera u cvrstim disperzijama je doslo do poveéanja koli¢ine oslobodenog
klopidogrela. Najveca koli¢ina klopidogrel-hidrogensulfata (96,38%, nakon 60 minuta) se oslobodila iz
uzorka P9. Za razliku od toga, tokom ispitivanja na aparaturi sa povratnim kretanjem uz izmenu
medijuma, iz uzorka P9 se oslobodila najmanja koli¢ina klopidogrel-hidrogensulfata (26,48 % nakon
60 minuta).

Volumen medijuma takode moze imati uticaj na rezultate in vitro oslobadanja aktivne supstance. Za
ispitivanje brzine rastvaranja klopidogrel-hidrogensulfat koriS¢enjem aparature sa korpicama volumen
medijuma je bio 900 ml i tada se iz uzorka P9 oslobodilo najviSe klopidogrel-hidrogensulfata u
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poredenju sa drugim ispitivanim ¢vrstim disperzijama. Kod testa sa aparaturom sa cilindrom sa
povratnim kretanjem, volumen medijuma je bio 250 ml i iz istog uzorka P9 se oslobodila najmanja
koli¢ina klopidogrel-hidrogensulfata. Ovo se moZe objasniti time da se viskozni gel, koji nastaje

bubrenjem poloksamera 407 oko Cestica aktivne supstance, lakSe rastvori u veéoj koli¢ini medijuma
(Abdeltawab 1 sar., 2020).

Prikazani rezultati pokazuju da vrsta i udeo polimera, kao i uslovi pod kojima se izvodi test, imaju
veliki uticaj na in vitro oslobadanje klopidogrel-hidrogensulfata iz ¢vrstih disperzija.
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Slika 4.18. Komparativni profili brzine rastvaranja klopidogrel-hidrogensulafata iz odabranih cvrstih
disperzija, koris¢enjem aparature sa cilindrom sa povratnim kretanjem

Prema vrednostima R? koeficijenta determinacije, prikazanim u tabeli 4.12, Higuchi-jev model najbolje
opisuje kinetiku oslobadanja klopidogrel-hidrogensulfata iz uzoraka ¢vrstih disperzija C5, C9 i PS.
Proces oslobadanja klopidogrela iz ovih uzoraka je kontrolisan procesom difuzije kroz pore nastale u
polimeru. Prema ovom modelu, brzina oslobadanja supstance je proporcionalna koncentracionom
gradijentu. Kako se aktivna supstanca oslobada iz matriksa polimera, smanjuje se koncentracioni
gradijent 1 posledi¢no dolazi do usporavanja oslobadanja (Siepmann i Peppas, 2011). Najveca vrednost
R? koeficijenta determinacije kod uzorka P9 je dobijena za Korsmeyer-Peppas-ov model, tako da ovaj
model najbolje opisuje kinetiku oslobadanja klopidogrel-hidrogensulfata iz uzorka P9. Model se
zasniva na Cinjenicama da se oslobadanje aktivne supstance deSava kombinovanim mehanizmom
difuzije 1 erozije polimera. Koji od mehanizama je dominatno prisutan zavsi od vrednosti eksponenta n,
kako je opisano u delu 3.3.3. Za uzorak P9 vrednost eksponenta n je 1,83 (veca od 0,89), Sto upucuje na
to da je glavni mehanizam oslobadanja klopidogrel-hidrogensulfata iz P9 erozija polimera
(Karthikeyan i sar., 2021). Cvrste disperzije sa razli¢itim udelom poloksamera 407 (1:5 i 1:9) imaju
razli¢éit mehanizam oslobadanja klopidogrel-hidrogensulfata. Poloksamer 407 u kontaktu sa
medijumom bubri stvaraju¢i porozni gel koji omogucava difuziju aktivne supstance §to se desava kod
uzorka P5. Kod uzorka P9, sa ve¢im udelom polimera (1:9), nastaje gel jace strukture sa manje pora, pa
je dominantan mehanizam oslobadanja klopidogrel-hidrogensulfata iz ovog uzorka erozija polimera
(Abdeltawab 1 sar., 2020). Navedeni podaci su u saglasnosti sa dobijenim podacima za oslobadanje
klopidogrel-hidrogensulfata iz ¢vrstih disperzija na aparaturi sa povratnim kretanjem, gde kod uzorka
P9 dolazi do sporog i postepenog oslobadanja klopidogrela iz ¢vrste disperzije, usled erozije polimera.
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Tabela 4.12. Kinetika oslobadanja klopidogrela-hidrogensulfata iz cvrstih disperzija koriS¢enjem
aparature sa cilindrom sa povratnim kretanjem

Kinetika Kinetika Korsmeyer-Peppas Higuchi-jev Hixson-Crowell
Uzorak 0 reda Ireda model model model
R? R? R? n R? R?
Cs 0,7141 0,8787 0,9595 1,6856 0,9734 0,8422
C9 0,6603 0,7728 0,9901 1,5178 0,9984 0,7328
P5 0,7549 0,8307 0,9742 1,6920 0,9769 0,8060
P9 0,9304 0,9409 0,9937 1,8339 0,7395 0,9376

4.4.1.2. Razvoj i validacija PBBM klopidogrel specificnog modela

U cetvrtoj fazi eksperimentalnog rada razvijen je in silico PBBM model za predvidanje apsorpcije i
distribucije klopidogrela nakon peroralne primene ¢vrstih disperzija. Model je izgraden za zdravog
coveka, prosecne mase 70 kg, u stanju gladi.

Na osnovu odabranih ulaznih parametara, primenom PKPlus™ modula je utvrdeno da se
farmakokinetika klopidogrela najbolje opisuje troprostornim farmakokinetickim modelom. Analizom
in vivo profila koncentracije klopidogrela u plazmi u toku vremena nakon intravenske primene
(Cushing 1 sar., 2012), pomoéu PKPlus™ modula, izra¢unate su vrednosti farmakokinetickih
parametara (Cl, Vd, ti2, ki, ko1, kiz 1 kz1) 1 prikazane u tabeli 3.5. Predvidena vrednost vremena
polueliminacije ti2 iznosi 4,4 h 1 nalazi se u opsegu vrednosti iz literaturnih podataka (3,94 - 5,69 h)
(Kim 1 sar., 2012; Zaid 1 sar., 2015) Sto pokazuje da izgradeni model moZe da simulira farmakokinetiku
klopidogrela.

U cilju validacije izgradenog modela, izvrSeno je poredenje predvidenih rezultata simulacija sa in vivo
odabranim vrednostima, kako bi se potvrdila pouzdanost predvidanja modela. Za validaciju su
odabrane dve in vivo studije. Za intravensku primenu razlicitih doza klopidogrela (1 mg, 10 mg, 100
mg u obliku injekcije 1 300 mg u obliku infuzije) je odabrana studija Cushing 1 sar. (2012), dok je za
peroralnu primenu (75 mg, 300 mg u obliku tableta sa trenutnim (IR) oslobadanjem) odabrana studija
koju su sproveli Karazniewicz-Lada i sar. (2014).

Na slikama 4.19 1 4.20 je prikazano poredenje predvidenih profila koncentracije klopidogrela u plazmi,
u funkciji vremena, sa in vivo podacima iz odabranih studija. Srednje vrednosti predvidenih 1 in vivo
odabranih farmakokineti¢kih parametara, koji opisuju obim i brzinu apsorpcije su: maksimalne
koncentracije leka u plazmi (Cmax), vreme za koje se postize maksimalna koncentracija leka u plazmi
(tmax), povrsine ispod krive (PIKo— 1 PIKo_) (tabele 4.13 1 4.14) i nivo greske FE.
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Slika 4.19. Poredenje predvidenih i in vivo odabranih profila koncentracije klopidogrela u plazmi u
funkciji vremena, nakon intravenske primene doza od 1 mg, 10 mg, 100 mg i 300 mg

10 .
O  Invivo 300 mg

E o Predvideno 300 mg
%‘f O Invivo 75mg
@ Predvideno 75 mg
[}
oo o
o
=
= 1
o
] o]
g
K]
w
=
=
a
(=]
=
o
~
0,1
0 1 2 3 4 5 6

Vreme (h)

Slika 4.20. Poredenje predvidenih i in vivo odabranih profila koncentracije klopidogrela u plazmi u
funkciji vremena, nakon peroralne primene doza od 75 mg i 300 mg
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Tabela 4.13. Predvideni 1 in vivo odabrani (Cushing i sar., 2012) farmakokineti¢ki parametri nakon
intravenske primene razli¢itih doza klopidogrela

Parametar Cona tmax PIKo-.. PIKo¢
(ng/ml) (h) (ng h/ml) (ng h/ml)
i . Predvideno 188,17 0 11,45 11,31
inr.nﬁ li'.V' In vivo 77,47 0,02 10,80 10,71
jekena FE 2.42 0 1,06 1,06
10 . Predvideno 1881,70 0 114,45 113,08
in.mlf ;:V' In vivo 878.87 0,02 121,41 121,25
jekena FE 2,14 0 0,94 0,93
. Predvideno 7884,50 0,067 1144,50 1142,40
100 mg 1.v. .
e In vivo 6279,60 0,02 1137,60 1135,40
jekena FE 1,25 335 1,01 1,01
. Predvideno 15000,00 0,13 3433,50 342720
300 mg i.v. .
I, In vivo 8631,40 0,02 2406,50 2393,30
uzl FE 1,74 3.35 1,43 1,43

Tabela 4.14. Predvideni i in vivo odabrani (Karazniewicz-Lada i sar., 2014) farmakokineticki parametri
nakon peroralne primene razli¢itih doza klopidogrela

Parametar Conax tmax LG PIKo—
(ng/ml) (h) (ng h/ml) (ng h/ml)
Predvideno 1,60 0,94 9,43 5,76
75 mg Invivo 1,81 0,50 10,87 6,50
IR tablete ’ ’ ; ’

FE 0,88 1,88 0,87 0,89
Predvideno 5,03 0,92 21,32 17,69
Ilichl:ﬁle%e In vivo 5,47 0,50 17,70 15,95
FE 0,92 1,84 1,20 1,11

Predvideni profili koncentracije klopidogrela u plazmi tokom vremena za intravensku primenu su u
saglasnosti sa in vivo odabranim profilima. Za sve predvidene doze nakon intravenske primene (1 mg,
10 mg, 100 mg 1 300 mg) PIK .., i PIKo_t greska predvidanja (FE) ima vrednost blisku 1 (tabela 4.13).
Ovo ukazuje da predvideni profili koncentracije klopidogrela u plazmi u toku vremena dobro opisuju
intravensku primenu leka. Predvidene vrednosti za Cmax za doze 1 mg, 10 mg i 300 mg za oko 2 puta
vece u odnosu na in vivo odabrane vrednosti, §to nije retka pojava kada se radi o intravenskoj primeni
lekova (Barbour i Fossler, 2018). Razlike se mogu objasniti time da je doSlo do kasnjenja prilikom
uzorkovanja krvi, pa su vrednosti za Cmax manje u odabranoj in vivo studiji u odnosu na realno
oc¢ekivane i predvidene vrednosti.

Predvideni profili koncentracije klopidogrela u plazmi tokom vremena nakon peroralne primene tableta
sa 75 mg 1 300 mg aktivne supstance se takode slazu sa in vivo odabranim profilima iz referentne
studije (tabela 4.14). GreSka predvidanja je blizu 1, Sto ukazuje da izgradeni model dobro opisuje
farmakokinetiku klopidogrela nakon peroralne primene. Dobijeni rezultati pokazuju da je PBBM
klopidogrel-specifican model uspesno izgraden i validiran i da se moZe koristiti za predvidanja
apsorpcije 1 distribucije klopidogrela nakon primene ¢vrstih disperzija sa klopidogrel-
hidrogensulfatom.
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4.4.1.3. Primena PBBM klopidogrel-specificnog modela

Izgradeni PBBM klopidogrel-specifi¢éni model je koris¢en za predvidanje uticaja faktora formulacije
(vrste 1 udela polimera) na apsorpciju klopidogrela, nakon peroralne primene ¢vrstih disperzija C5, C9,
P5 1 P9. Kao dodatan set podataka u model su ukljuceni in vitro profili brzine rastvaranja klopidogrela
iz ¢vrstih disperzija, dobijeni pomocu aparature sa cilindrom sa povratnim kretanjem. Za predvidanje
apsoprcije 1 distribucije klopidogrela za tablete sa trenutnim oslobadanjem (sadrze 75 mg klopidogrela)
koriS¢en je profil brzine rastvaranja generisan od strane softvera.

Predvideni farmakokineticki parametri za ¢vrste disperzije i tablete sa trenutnim oslobadanjem su
prikazani u tabeli 4.15.

Predvidene Cmax vrednosti (2,00 ng/ml) za IR tablete dobijene na osnovu Gastroplus™ predvidenog
profila brzine rastvaranja, su u saglasnosti sa literaturnim podacima za Cmax nakon primene doze od 75
mg, u kojima se srednja vrednost za klopidogrel nalazi se u opsegu od 2,2-2,5 ng/ml (FDA, 2009).
Predvidene vrednosti za Cmax za sve Cvrste disperzije (sadrze 75 mg klopidogrela) (6,0-19,0 ng/ml) su
znac¢ajno vece u odnosu na vrednosti za IR tablete. Predvidene vrednosti Cmax za ispitivane Cvrste
disperzije su znacajno vece 1 od in vivo vrednosti Cmax, nakon peroralne primene 300 mg klopidogrela
(5,47 ng/ml) (Karazniewicz-Lada i sar., 2014). Rezultati predvidanja ukazuju da se za sve ispitivane
¢vrste disperzije moze ocekivati povecanje apsorpcije, bioraspolozivosti 1 ukupne izlozenosti leku ($to
se vidi iz poveéanih vrednosti za PIK). U poredenju sa IR tabletama, moze se ocekivati povecanje
apsoprcije, bioraspolozivosti 1 PIKo—i, u opsegu od 57% do 120%, u zavisnosti od formulacije.
Najizrazenije povecanje vrednosti procenta apsorbovane doze unutar enterocita (Fa), bioraspolozivosti
(Fb) 1 PIKo—o 1 PIKo—¢ se moZe o€ekivati za Cvrste disperzije C5 1 P9. Za uzorak C5 se moze ocekivati
povecanje Fai Fy za 120%, dok za uzorak P9 moze oc¢ekivati povecanje Fa 1 Fy, za 102%, u poredenju sa
IR tabletama. Takode se za vrednosti PIK¢-. moze ocekivati povecanje za 72,22% za uzorak CS5 1
61,11% za uzorak P9, dok se za vrednosti PIKo—.: moZe o¢ekivati povecanje za 121,43% za uzorak C5 1
100% za uzorak P9. Predvidene vrednosti Cmax za ¢vrste disperzije (koje sadrze 75 mg klopidogrela) su
mnogo vece od in vivo vrednosti dobijenith primenom 300 mg klopidogrela, §to je naj¢eSce pocetna
doza u terapiji ovim lekom. Kako je za sve Cvrste disperzije predvideno povecanje vrednosti za
apsorpciju, bioraspolozivost 1 PIK, moze se smatrati da bi primena ¢vrstih disperzija mogla omoguciti
smanjenje terapijskih doza i neZeljenih efekata primene klopidogrela.
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Tabela 4.15. In silico predvideni farmakokinetiCki parametri za IR tablete 1 ¢vrste disperzije

Parametar IR tablete! C5? C9? P5? P9’
Fa (%) 45,385 99,883 80,126 71,330 91,637
Fy (%) 1,585 3,496 2,804 2,497 3,207
Conax (ng/ml) 2,00 19,00 15,00 12,00 6,00
tmax (h) 0,96 0,56 0,50 0,80 0,80
PIK ¢ (ng h/ml) 18,00 31,00 25,00 22,00 29,00
PIKo— (ng h/ml) 14,00 31,00 25,00 22,00 28,00
Crnax tiver (ng/ml) 5,00 55,00 42,00 35,00 18,00

Fa- procenat apsorbovane doze (apsorbovane unutar enterocita)

Fy- bioraspolozivost leka

!predvidene vrednosti na osnovu brzine rastvaranja klopidogrela dobijene pomocu softvera (Johnson-ov
model) (Lu i sar., 1993)

predvidene vrednosti na osnovu in vitro brzina rastvaranja klopidogrela iz ¢vrstih disperzija dobijenih
eksperimentalno

Predvidena regionalna apsoprcija klopidogrela u GIT (slika 4.21), pokazuje da se najveéi deo
oslobodene doze iz uzoraka C5, P5 i P9 apsorbovao u duodenumu i jejunumu (88,8%, 57,2% i 70,7%,
za uzorke C5, P51 P9), a manji deo se apsorbovao u distalnim delovima creva i kolonu. Za uzorak P9
apsorpcija se moze o¢ekivati celom duzinom creva, uz najveci procenat apsorbovane doze u cekumu i
kolonu (56%), Sto se moze pripisati postepenom oslobadanja klopidogrela iz ove Cvrste disperzije.

Rezultati predvidanja su pokazali da se iz uzorka C5 apsorbovao najveci procenat doze, skoro 100%,
Sto je u skladu sa rezultatima in vitro ispitivanja brzine rastvaranja na aparaturi sa cilindrom sa
povratnim kretanjem, gde se najveci procenat klopidogrela oslobodio iz ovog uzorka. Za uzorak C5, u
poredenju sa IR tabletama, moZe se ocekivati i najvec¢a bioraspolozivost klopidogrela. Visoka
predvidena vrednost bioraspoloZivosti za uzorak P9 se moze objasniti ¢injenicom da doza apsorbovana
u donjim delovima GIT ne podleze metabolizmu prvog prolaza. Ovo potvrduje i najmanja vrednosti za
maksimalnu koncentraciju klopidogrela u jetri Cmax tiver 0d 18 ng/ml, za uzorak P9 (tabela 4.15) u
poredenju sa drugim Cvrstim disperzijama (tabela 4.15). Zbog jako intenzivnog metabolizma
klopidogrela, $to je jedan od razloga velikih inter-indivdualnih razlika u terapijskom odgovoru na
klopidogrel (Alfredsson 1 sar., 2019; Brown 1 sar., 2018), primenom ¢vrste disperzije P9 bi se mogao
smanjiti presistemski metabolizam u jetri, $to bi moglo potencijalno uticati na smanjenje varijacija u
terapiji klopidogrelom. Na osnovu rezultata predvidanja regionalne apsorpcije klopidogrela u GIT-u
moze se re¢i da bi cekum i kolon mogli biti ciljno mesto za oslobadanje klopidogrela iz formulacija, §to
bi moglo uticati na povecanje apsorpcije 1 bioraspolozivosti ove aktivne supstance. U literaturi su
zabelezeni podaci da se kroz razli¢ite formulacione pristupe postigne produzeno oslobadanje
klopidogrela, u cilju poboljsanja terapijskog odgovora i smanjenja nezeljenih efekata (Jiangui 1 sar.,
2008; Patel i sar., 2007, Tan i Degim, 2012). Ipak, mora se ista¢i da je ovo prvi put da se koristi
kombinovani in vitro-in silico pristup za razvoj i optimizaciju formulacija ¢vrstih disperzija sa
klopidogrelom. Rezultati ovih istrazivanja su ukazali na vaznost izbora vrste i udela hidrofilnih
polimera u ¢vrstim disperzijama za farmakokineticke osobine 1 bioraspoloZivost klopidogrela.
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Slika 4.21. Predvidena regionalna apsorpcija klopidogrela u GIT nakon peroralne primene odabranih

cvrstih disperzija
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5. ZAKLJUCAK

U okviru ove doktorske disertacije sprovedena su istrazivanja sa ciljem formulacije 1 izrade, kao 1
farmaceutsko-tehnoloske i biofarmaceutske karakterizacije ¢vrstih disperzija sa slabo rastvorljivom
aktivnom supstancom klopidogel-hidrogensulfatom. Na osnovu rezultata sprovedenih istrazivanja
doneti su sledeci zakljucci:

Zakljulak I faze eksperimentalnog rada

Rezultati ispitivanja rastvorljivosti klopidogrel-hidrogensulfata su pokazali pH-zavisnu rastvorljivost.
Rastvorljivost aktivne supstance (268,750 mg/ml, 0,055 mg/ml i 0,016 mg/ml u medijumima pH
vrednosti 1,2; 4,5 1 6,8), opada sa porastom pH vrednosti.

Formulisane su 1 izradene Cvrste disperzije sa razliCitim vrstama (kopovidon, makrogol 6000,
poloksamer 407 i povidon K30) hidrofilnih polimera. Udeo aktivna supstanca/polimer u izradenim
¢vrstim disperzijama bio je (1:1, 1:2, 1:3, 1:5 1 1:9). Za izradu je koriS¢enja metoda rastvaranja uz
etanol, 96% (V/V), kao rastvarac.

Formulacijom c¢vrstih disperzija postignuto je znacajno in vitro poveéanje koliCine rastvorenog
klopidogrel-hidrogensulfata (od 43,72% do 96,38%), u poredenju sa aktivhom supstancom (32,20%),
odgovaraju¢im fizickim smeSama (od 22,31% do 50,45%) i1 komercijalnim tabletama (37,74%).
Najveéi procenat klopidogrel-hidrogensulfata (96,38%) rastvorio se iz Cvrste disperzije sa
poloksamerom 407, pri udelu aktivna supstanca/polimer 1:9.

Za dalju karakterizaciju odabrane su Ccvrste disperzije sa kopovidonom, makrogolom 6000 i
poloksamerom 407, pri udelima aktivna supstanca/polimer 1:5 1 1:9, jer su omogucile rastvaranje vise
od 80% klopidogrel-hidrogensulfata, nakon 60 minuta.

Zakljucak 11 faze eksperimentalnog rada

DSC, FT-IR 1 PXRD metodama potvrdeno je prisustvo klopidogrel-hidrogensulfata u amorfnom
obliku, §to znaci da je formulacija ¢vrstih disperzija omogucila prelazak aktivne supstance iz kristalnog
u amorfni oblik.

Sadrzaj klopidogrela u ispitivanim ¢vrstim disperzijama inicijalno je bio u opsegu 96,13% do 99,93%,
S$to odgovara zahtevima ICH smernice (= 5%).

Rezultati DSC, FT-IR i PXRD merenja i odredivanja sadrzaja aktivne supstance u ¢vrstim disperzijama
nakon 12 meseci skladiStenja uzoraka pod kontrolisanim uslovima (25 °C + 2 °C, vlaznost vazduha
60% + 5%), ukazali su na njihovu dobru stabilnost. Na dobru stabilnost ¢vrstih disperzija sa
kopovidonom 1 poloksamerom 407 ukazalo je 1 in vitro ispitivanje brzine rastvaranja aktivne supstance
nakon 12 meseci skladiStenja. Medutim, rezultati in vitro brzine rastvaranja klopidogrel-
hidrogensulfata iz ¢vrstih disperzija sa makrogolom 6000 su pokazali da je nakon 12 meseci doslo je do
velikog smanjenja koli¢ine rastvorenog klopidogrel-hidrogensulfata (od 94,02% na 65,1%, za uzorak
M5 1 od 92,01% na 49,62% za uzorak M9). Ovi rezultati su ukazali na neprihvatljivu stabilnost,
odnosno na neprihvatljiv kvalitet ¢vrstih disperzija sa makrogolom 6000, pri odnosima aktivna
supstanca/polimer 1:5 (M5) 1 1:9 (M9). Moze se smatrati da su razlog nestabilnosti ovih uzoraka
strukturne promene makrogola 6000, koje su se desile tokom jednogodisnjeg skladistenja.

Matematicko modelovanje kinetike oslobadanja klopidogrel-hidrogensulfata iz ¢vrstih disperzija nakon
izrade je pokazalo da Korsmeyer-Peppas-ov model najbolje opisuje oslobadanje aktivne supstance.
Vrednosti Korsmeyer-Peppas-ovog eksponenta n (1,8268 -1,9614) ukazuju da mehanizam oslobadanja
odgovara ,,super slucaju II transporta®, kod kojeg je dominantan mehanizam oslobadanja ubrzano
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bubrenje i erozija polimera. Korsmeyer-Peppas-ov model je najbolje opisivao i mehanizam oslobadanja
klopidogrel-hidrogensulfata iz ¢vrstih disperzija sa poloksamerom 407 i kopovidonom nakon 12
meseci skladiStenja. Medutim, za uzorke Cvrstih disperzija sa makrogolom 6000, nakon 12 meseci
skladistenja, dobijene su gotovo iste vrednosti koeficijenta determinacije R? za dva modela, Higuchi-
jev (0,9714 za MS5; 0,9193 za M9) 1 Korsmeyer-Peppas-ov model (0,9713 za M5; 0,9163 za M9).
Higuchi-jev model opisuje mehanizam oslobadanja aktivne supstance zasnovan na principima Fick-ove
difuzije, Sto znaci da se aktivna supstanca oslobada kontrolisano kroz pore nastale u polimeru.

Zakljucak 111 faze eksperimentalnog rada

U trecoj fazi istrazivanja ispitivane su karakteristike ¢vrstih disperzija prihvatljive stabilnosti (sa
kopovidonom i poloksamerom 407, sa udelima aktivna supstanca/polimer 1:5 i 1:9) znacajne za
njihovu dalju obradu u finalni farmaceutski oblik (tablete i kapsule).

Sitana analiza je pokazala Siroku raspodelu veli¢ina Cestica, sa najzastupljenijom frakcijom (30% -
35%) veli¢ina od 355 um do 500 um. Rezultati laserske difrakcije su pokazali da su ¢vrste disperzije sa
kopovidonom imale 90% Cestica < 350 um, a ¢vrste disperzije sa poloksamerom 407 imale 90% Cestica
<370 pm. Span vrednost (3,08-3,52) je ukazivala na Siroku raspodelu veli¢ina Cestica. Udeo polimera
nije imao veliki uticaj na raspodelu veli¢ina Cestica ¢vrstih disperzija.

Kod ¢vrstih disperzija sa kopovidonom, sa pove¢anjem udela polimera, doslo je do poveéanja nasipne i
tapkane gustine, dok povecanje udela poloksamera 407 nije imalo veeg uticaja na ove parametre.
Vrednosti stvarne gustine nisu zavisile od udela polimera i bile su bliske za sve ispitivane Cvrste
disperzije (1,220 g/cm? - 1,247 g/cm?®). Najbolju protocnost (na osnovu vrednosti Carr-ovog indeksa i
Hausner-ovog odnosa) je imala ¢vrsta disperzija sa poloksamerom 407 (1:5). Povecanje udela
kopovidona je imalo pozitivan uticaj na protocnost Cvrstih disperzija, dok je povecanje udela
poloksamera 407 imalo suprotan efekat.

Na porozitet ¢vrstih disperzija (0,43% - 0,57%) nije znacajno uticala vrsta 1 udeo polimera.

Cvrste disperzije sa kopovidonom su imale veéi sadrzaj vlage (2,86% za C5 i 1,44% za C9), u
poredenju sa ¢vrstim disperzijama sa poloksamerom 407 (0,43% za P51 0,40% za P9).

Na osnovu rezultata merenja zapreminskog protoka vazduha potrebnog za fluidizaciju Cestica ¢vrstih
disperzija moze se zakljuciti da svi uzorci imaju sposobnost fluidizacije pri niskim vrednostima protoka
vazduha (5,6 1/min - 6,5 1/min). Vreme potrebno da se Cestice slegnu nakon fluidizacije bilo je kratko za
sve ispitivane uzorke (1,05 s — 2,80 s).

Sve ispitivane Cvrste disperzije su ispoljile ne-njutnovsko pseudoplasti¢no proticanje, pri cemu se
prividni viskozitet smanjivao sa povecanjem protoka vazduha 1 sile smicanja. Kod svih uzoraka je u
odredenim uslovima (protoka vazduha i sile smicanja) zabeleZeno povecanje viskoziteta i pojava tzv.
»zaglavljenog stanja®, Sto moze nepovoljno uticati na proticanje i dovesti do zaCepljenja u opremi
tokom procesa proizvodnje.

Uzorak sa nizim udelom poloksamera 407 (P5) je imao najvece vrednosti osnovne energiju proticanja
(624 mlJ) 1 specificne energije (75,6 mJ/g), Sto ukazuje da su u ovom uzorku najvece sile kohezije
izmedu Cestica. Na osnovu vrednosti osnovne energije proticanja (472 mJ za C5 i 460 mJ za C9) 1
specificne energije (56,5 mlJ/g za C5 1 57,5 mJ/g za C9) moze se smatrati da Cvrste disperzije sa
kopovidonom imaju dobru protocnost. Uzorak C5 tezi ka blagom komprimovanju (SI indeks > 1), dok
uzorci C9, PS5 1 P9 imaju tendenciju da blago povecaju zapreminu (SI indeks < 1).
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Uzorak P9 pokazuje najvece vrednosti parametara trenja (ugao krive proticanja uzorka duz zida 33,8°,
srednji ugao trenja 34,1°, koeficijent trenja 0,72). Neznatno manje vrednosti parametara trenja su
dobijene za uzorak P5 (ugao krive proticanja 31,3°; srednji ugao trenja 32,6°, koeficijent trenja 0,70).
Uzorci sa kopovidonom su imali niZze vrednosti parametara trenja, koji su bili identi¢ni, bez obzira na
udeo polimera u formulaciji (ugao krive proticanja 10,6°; srednji ugao trenja 13,4°, koeficijent trenja
0,26). Ovi rezultati ukazuju na bolju proto¢nost uzoraka sa kopovidonom, u poredenju sa uzorcima sa
poloksamerom 407.

Adhezija Cestica za zidove uredaja bila je najveca za uzorak P5 (526,6 Pa), dok je uzorak P9 imao
najmanju vrednost adhezije (355,1 Pa). Udeo polimera u ¢vrstim disperzijama sa kopovidonom nije
imao uticaja na vrednosti adhezije (441,5 Pa, u oba slucaja).

Uzorci sa kopovidonom se krecu tzv. masovnim protokom iz kontejnera, dok se uzorci sa
poloksamerom 407 kreéu samo kroz centralni deo kontejnera, Sto bi moglo dovesti do problema u
proizvodnji.

Rezultati reoloSkog merenja kompresibilnosti ukazuju da najmanju nasipnu gustinu, pre primene sile
kompresije, ima uzorak P5 (0,645 g/ml), a najvecu uzorak C5 (0,712 g/ml). Vrednosti nasipne gustine
nakon primene sile kompresije su bile slicne za uzorke C9, P5 i P9 (0,724 g/ml, 0,727 g/ml i 0,720
g/ml), dok je uzorak C5 imao neznatno vecu vrednost nasipne gustine (0,745 g/ml).

Svi uzorci su imali dobru protoc¢nost, bez obzira na primenjenu silu kompresije. Na osnovu vrednosti
Carr-ovog indeksa i Hausner-ovog odnosa, dobijenih reoloskim merenjima, moze se zakljuciti da
uzorci sa kopovidonom imaju nesto bolju protocnost, a losiju kompresibilnost, u odnosu na uzorke sa
poloksamerom 407.

Zakljulak 1V faze eksperimentalnog rada

U cetvrtoj fazi eksperimentalnog rada je izgraden klopidogrel-specificni PBBM model, u cilju procene
apsorpcije, distribucije 1 bioraspolozivosti klopidogrela nakon peroralne primene ¢Evrstih disperzija.
Poredenjem predvidenih i odabranih vrednosti farmakokineti¢kih parametara za klopidogrel iz in vivo
studija procenjeno je da vrednosti PIKo—«. 1 PIKo_ (za intravensku primenu) i vrednosti maksimalne
koncentracija u plazmi (Cmax), PIKo—ew 1 PIKo—t (za peroroalnu primenu) za klopidogrel, imaju nivo
greske predvidanja blisku vrednosti 1, Sto je ukazivalo da je klopidogrel-specificni PBBM model
uspesno razvijen i validiran.

Rezultati in vitro ispitivanja brzine rastvaranja klopidogrela iz ¢vrstih disperzija dobijeni pomocu
aparature sa cilindrom sa povratnim kretanjem su pokazali da se klopidogrel brzo 1 skoro kompletno
oslobada iz uzorka C5 (96,21% nakon 60 minuta), dok se za isto vreme iz uzorka P9 oslobodilo samo
26,48% klopidogrela. Povecanje udela polimera (kopovidona i1 poloksamera 407) uticalo je na
smanjenje brzine oslobadanja klopidogrela.

Higuchi-jev model (R?> > 0,97) je najbolje opisivao kinetiku oslobadanja klopidogrela iz &vrstih
disperzija C5, C9 i P35, te se moZe smatrati da je proces oslobadanja klopidogrela iz ovih formulacija
kontrolisan procesom difuzije kroz pore nastale u polimeru. Korsmeyer-Peppas-ov model najbolje
opisuje kinetiku oslobadanja klopidogrela iz uzorka P9 (R? > 0,94), pa se moze smatrati da je glavni
mehanizam oslobadanja klopidogrela iz ovog uzorka erozija polimera (n = 1,83).

Rezultati in silico predvidanja ukazuju da se za sve ispitivane Cvrste disperzije moze ocekivati
povecanje apsorpcije, bioraspolozivosti i PIKo—, u opsegu od 57% do 120%, u poredenju sa tabletama
sa trenutnim oslobadanjem. Najvece povecanje bioraspolozivosti, se moze ocekivati za formulaciju C5
(3,496%) 1 P9 (3,207%), Sto je povecanje za 120% za C5 1 102% za C9, u poredenju sa tabletama sa
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trenutnim oslobadanjem. Visoka predvidena vrednost bioraspolozivosti za uzorak P9 se moze objasniti
pretpostavkom da doza apsorbovana u donjim delovima GIT ne podleze metabolizmu prvog prolaza
(Crmaxiver 18 ng/ml) Sto bi moglo uticati na smanjenje izrazenih varijacija u terapiji klopidogrelom.

Predvidena regionalna apsoprcija klopidogrela u GIT pokazuje da se najve¢i deo oslobodene doze iz
uzoraka C5, P5 i P9 apsorbovao u duodenumu i jejunumu (88,8%, 57,2%, 70,7%), a manji deo u
distalnim delovima creva i1 kolonu. Za uzorak P9 apsorpcija se moze ocCekivati celom duzinom creva,
uz najveci procenat apsorbovane doze u cekumu i kolonu (56%). Na osnovu ovih rezultata moze se
konstatovati da bi cekum i1 kolon mogli biti ciljno mesto za oslobadanje klopidogrela iz formulacije, Sto
bi moglo uticati na povecéanje apsorpcije i bioraspolozivosti klopidogrela.

Na osnovu sprovedenih istrazivanja, kao generalni zakljucak ove doktorske disertacije moze se istaci
da se sa hidrofilnim polimerima, kopovidonom i poloksamerom 407, pri odnosima aktivna
supstanca/polimer 1:5 i 1:9, mogu uspesno izraditi ¢vrste disperzije sa klopidogrel-hidrogensulfatom
dobre dugotrajne stabilnosti, koje omogucavaju povecanje brzine rastvaranja aktivne supstance. Na
osnovu rezultata farmaceutsko-tehnoloske karakterizacije, odabrane cvrste disperzije se mogu koristiti
za dalju obradu u finalne farmaceutske oblike. Rezultati in silico modelovanja su pokazali da se moze
ocekivati povecanje apsorpcije i bioraspolozivosti klopidogrela iz cvrstih disperzija za vise od 100%, u
poredenju sa tabletama sa trenutnim oslobadanjem, sto bi moglo dovesti do smanjenja terapijske doze,
kao i do smanjenja nezeljenih efekata primene klopidogrela.
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O6pa3au 5.

U3jaBa o ayTopcTBy

Mme u npesume aytopa Exnumana Ocmarosuh Omepauh

Bpoj uHgekca _22/11

Usjasreyjem

[a je pokTopcka guceprauuja nog Hacnosom

YTuuaj epcte u yaena xuapodunHux nonumepa Ha apmaueyTcko-TexHonowke n Buogapmaueyrcke

KapakTepuCTUKe YBPCTUX AUCTep3unja ca KNonMAorpen-xuaporeHcyndarom

® pe3yntart concTBeHOr UCTpaXXuBadkor paga,

e [a gucepTauuja y UenuHu HU y genosuMa Huje buna npeanoxeHa 3a cTuuake
Opyre Aunnome npema CTyaAWjCKUM nporpaMuma Apyrux BUCOKOLIKOMCKUX
YCTaHOBa;

e [a Cy pe3yntatu KOpeKTHO HaBefeHUu U

e fa HUCaM Kpwuo/na ayTopcka npasa U KOPUCTUO/MA UHTENeKTyanHy CBOjUHY
Apyrux nuua,

MoTnuc ayropa

Y Beorpagy, 29.0%. 2036

Erfe 0
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O6pa3say 6.

MU3jaBa 0 ICTOBETHOCTU LUTAMMNaHEe U efleKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOpCKOr paaa

Wme u npeaume aytopa Exnumara Ocmanosuh Omepauh

Bpoj uHgekca 22/11

Cryauvjcku nporpam Papmauuja

Hacnos paga YTvuaj BpcTe n yaena xuapogpunHux nonumepa Ha apmaueyTcKo-TEXHONoLWKe
1 BuohapmalieyTCKe KapakTepUCTUke YBpCTUX AUCNep3unja ca KNnonuaorpen-xmaporeHcyngarom
MenTop _Ap cu. [pararna Bacurbesuh, pegosHu npogecop

W3jaBrbyjeM aa je wtamMnaHa Bepauja MOr JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA eneKTPOHCKO)
BEp3auju Kojy cam npegao/na pagu noxpakeHa y [AWruTtanHoMm peno3uTopujymy
YHusep3aurterta y Beorpany.

[Jos3sorbasam aa ce objase Moju NUYHKU nogauu Bes3aHu 3a Aobujarbe akagemckor
HasvBa [OKTOpA Hayka, Kao WTo Cy UMe u npes3ume, rogmHa u MecTto poferwa v gatym
onbpaHe paaa.

OBu nuyHM nogauu Mory ce o6jaBuTu Ha MpexXxHUM CTpaHuuamMa Aaururande
6ubnuoTeke, y enekTpoHCKOM KaTtanory v y nybnukauujama YHusepsuteta y beorpaay.

MoTnuc ayrTopa

Etfud.

o
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O6pa3say 7.

U3jaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHusepauteTcky 6ubnuoteky ,Csetoszap Mapkosuh® ga y Ourutanyu
peno3uTtopujym YHusepauteta y bBeorpagy yHece Mojy AOKTOPCKYy aucepTtauujy noa
Hacnoeom:

YTuuaj spcre u yaena xuapodunHux nonumepa Ha dapmaneyTcKo-TEXHONCLWKE u BuadapmaueyTcke

KapakTepucTUKe YBPCTUX AUCrepauja ca Knonuaorpen-xuaporeHcyndarom

Koja je moje ayTopcKko aeno.

AucepTauujy ca ceaum npunosuma npegao/na cam y enekTpoHckoM gopMary rnoroaHom
3a TpajHO apxusupae.

Mojy noktopcky Aauceprauumjy noxpaweHy |y OUrutanHoM  penosauTtopujymy
YHusepsuteta y beorpagy n OocTynHy y OTBOPEHOM MPUCTYMNY MOry ga KOpUcTe CBW
Koju nowTyjy ogpenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeatusHe 3ajeaHuue
(Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyuyuo/na.

1. AytopcTteo (CC BY)
2. AytopcTtBo — HekomepumjanHo (CC BY-NC)
@yropcmo — HekoMmepuujanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMEepUujanHo — aenuTtu nog uctum ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTteo — 6e3 npepapa (CC BY-ND)
6. AytopcTeo ~ aenutu nog uctum ycnosuma (CC BY-SA)

(Monumo aa 3aoKpyXuTe camo jeaHy of LWeCT NoHYHeHUX NuueHUu.
KpaTak onuc nuueHuu je cactasHu 4eo OBe u3jase).

MoTnuc ayropa

S,
d

Y Beorpaay, 293 04.2025.

154



Ehlimana Osmanovi¢ Omerdié Doktorska disertacija

1. AytopcTtBo. [lo3BOrbaBate yMHOXaBawe, AUCTPUMOyuujy U jaBHO caonwutaBake
gena, u npepage, ako ce HaBege UMe ayTopa Ha HaduH ogpefeH oA cTpaHe aytopa
unu aasaoua nuueHue, 4Yak u y komepuwmjanHe cepxe. OBO je HajcrniobogHuja og CBUX
nUUeHUM.

2. AytopcTBO - HekomepuujanHo. [lo3BorbaBate yMHOXasawe, AUCTpubyuwujy u
jaBHO caonwTaBawe fena, u npepage, ako ce Haseae UMe aytopa Ha HauuH ogpeheH
oA cTpaHe aytopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He 03Borbasa KoMepumjanyy
ynotpeby gena.

3. AyTOopCcTBO — HeKkomMmepuujanHo - 6e3 npepapga. [lo3sorbaBate yMHOXaBare,
auctpubyuujy 1 jaBHO caonwtaBawe fena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa unu
ynotpebe gena y CBOM Aeny, ako Cce HaBede MMe ayTtopa Ha HavvH oapefeH of
CTpaHe ayTopa vnu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He [03BOSbaBa KoMepuujanHy
ynotpeby gena. Y ogHOCYy Ha CBe ocTane nuueHue, OBOM JULEHLIOM Ce OorpaHu4aBa
Hajsehu o6um npasa kopuwhewa aena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMepLUUjanHo — AenuTh Nog UCTUM ycrnoeBuma. [lo3sorbasare
yMHOXaBawe, AUCTpubyLmjy 1 jaBHO caoniwiTasawe Agena, u npepage, ako ce Hasefe
uMe aytopa Ha HauyuH oapefeH of cTpaHe ayTtopa wunu Aasaoua NUUEHUEe U ako ce
npepaga AucTpubyuMpa noAg MCTOM WNU CrM4HOM nuvueHuoMm. Osa nuueHua He
A03BOrbaBa Komepuujandy ynotpedy gena v npepaga.

5. AytopcTBO - 6e3 npepapga. [lo3BorbaBarte yMHOXaBakwe, AUCTpubyumnjy u jaBHO
caonwrTaBake gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBaka unu ynotpebe aena y csom aeny,
ako ce HaBege MMe ayTopa Ha HauuH oapefeH of CTpaHe ayTopa unu aasaoua
nuueHue. OBa nNuUEHUa A03BOrbaBa komepuunjanHy ynotpeby aena.

6. AyTOpCcTBO - OenuTu nog MCcTuM ycrnoBuma. [lo3BorbaBarte yMHOXaBawe,
AncTpubyuujy 1 jaBHO caonwitaBakwe Aena, u npepage, ako ce HaBeae ume aytopa Ha
Ha4yMH ogpeheH of cTpaHe ayTopa wWnu gasaoua nNUUEeHUe U ako ce npepaga
auctpubyvpa noag WUCTOM WMNU CAMYMHOM  nuvueHuoMm. Osa nuueHua [o3Borbaea
KomepumjanHy ynoTtpeby gena u npepaga. CnuyHa je copTBEpCKUM nuueHuama,
O[IHOCHO NuLEeHLama OTBOPEHOr Koaa.
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