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BIOFARMACEUTSKA KARAKTERIZACIJA TABLETA SA TRENUTNIM
OSLOBADANJEM LEVOTIROKSIN-NATRIJUMA

Rezime

uzimanja lekovitog preparata, lek je izlozen mnogobrojnim fizickim, hemijskim i
bioloskim promenama koje definiSu njegovu sudbinu u organizmu. Koncept bioloske
raspolozivosti 1 bioloske ekvivalencije je upravo i razvijen sa ciljem da objasni i
kvantifikuje ove promene. Bioekvivalencija lekova postoji u sluc¢ajevima kada su dva
preparata farmaceutski ekvivalentna i kada je njihova bioraspolozivost, nakon primene
u istom molarnom odnosu, slicna u tolikoj meri da ¢e njihovo dejstvo u organizmu,
uzimajuci u obzir efikasnost i neskodljivost, biti isto. Sa uvodenjem Biofarmaceutskog
sistema klasifikacije lekova, koji se bazira na pretpostavci da su rastvorljivost, brzina
rastvaranja i permeabilnost klju¢ni faktori koji uticu na resorpciju leka, omoguceno je
koriSéenje testa brzine rastvaranja kao zamene za in vivo ispitivanje bioekvivalencije
(biowaiver koncept). Kako je resorpcija leka veoma kompleksan proces, koji se ¢esto
teSko moZe kvantifikovati konvencionalnom farmakokineti¢kom analizom, poslednjih
godina je doSlo do razvoja veceg broja in silico modela koji na osnovu kombinacije
odgovaraju¢ith  farmakokineti¢kih, fizicko-hemijskih 1 fizioloskih  parametara
omogucavaju predvidanje ovog procesa.

Cilj ovog rada je bila biofarmaceutska karakterizacija razvojne formulacije tableta
sa trenutnim oslobadanjem levotiroksin-natrijuma 1 razvoj biorelevantnog testa za
ispitivanje brzine rastvaranja kroz izvodenje odgovarajucih in vivo, in vitro 1 in silico
studija.

U okviru in vitro ispitivanja je sprovedena karakterizacija levotiroksin-natrijuma u
pogledu rastvorljivosti 1 brzine rastvaranja iz tableta pri razli¢itim eksperimentalnim
uslovima. U okviru in vivo studije je sprovedeno ispitivanje bioloSke ekvivalentnosti
izabranih preparata u grupi zdravih ispitanika oba pola, u vidu randomizovane,
dvostruko ukrStene studije, nakon primene odgovarajuée doze leka. Odredivanje
farmakokinetiCkih parametara je vrSeno sa korekcijom i bez korekcije koncentracije
levotiroksina u odnosu na endogeni nivo. Za in silico predvidanje resorpcije

levotiroksina kori§éena je metoda gastrointestinalne simulacije u okviru GastroPlus™



softvera. Kao ulazni parametri potrebni za simulaciju kori§¢eni su literaturni podaci, in
silico predvidene i/ili eksperimentalno dobijene vrednosti. Simulirani profil resorpcije
uporeden je sa profilom referentnog preparata dobijenim u in vivo studiji. Razvijeni
model je iskoriS¢en za ispitivanje uticaja razliCitih brzina rastvaranja lekovite supstance
iz preparata na sudbinu leka u organizmu, kao i za utvrdivanje biorelevantne
specifikacije brzine rastvaranja na osnovu seta virtuelnih in vitro profila. Nivo
korelacije izmedu predvidenih profila i profila dobijenog u studiji bioekvivalencije
utvrden je primenom linearne regresione analize.

Rezultati ispitivanja rastvorljivosti pokazuju da se rastvorljivost levotiroksin-
natrijuma smanjuje sa povecanjem pH vrednosti medijuma, dostize minimalnu
vrednost pri pH 4-5 i zatim opet raste sa daljim povec¢anjem pH vrednosti. Ispitivanjem
brzine rastvaranja levotiroksin-natrijuma iz tableta je uofeno brzo i kompletno
oslobadanje lekovite supstance pri veéini primenjenih eksperimentalnih uslova.
Rezultati sprovedene in vivo studije su pokazali sli¢nost izmedu farmakokinetickih
profila ispitivanih preparata bez korekcije i sa korekcijom koncentracije levotiroksina
u odnosu na endogeni nivo. Utvrdeno je da korekcija koncentracije obezbeduje veci
stepen pouzdanosti pri proceni bioekvivalencije, jer relativno visok endogeni nivo
maskira razlike izmedu ispitivanih preparata. Rezultati in silico modelovanja su
pokazali da se tehnologija gastrointestinalne simulacije moZe uspeSno koristiti za
predvidanje resorpcije levotiroksina. Kombinacijom in vitro 1 in silico pristupa
utvrdeno je da se zahtev za brzinu rastvaranja od najmanje 85% levotiroksina
oslobodenog za 60 minuta moZe smatrati biorelevantnim. Rezultati in silico simulacija
u kombinaciji sa in vitro-in vivo korelacijom su iskoriS¢eni za kritiCku analizu
mogucnosti primene biowaiver koncepta u slucaju levotiroksin-natrijum tableta sa
trenutnim oslobadanjem. Da bi ovaj pristup bio prihvacen od strane regulatornih tela,

neophodna su dalja istrazivanja u ovoj oblasti.

Kljucne reci: levotiroksin, bioekvivalentnost, biofarmaceutska karakterizacija, in vitro-
in vivo korelacija
Naucna oblast: Farmacija
UZa naucna oblast: Farmakokinetika i klinicka farmacija
UDK broj: 615.015.4 : 615.25 (043.3)
615.011 : 615.25 (043.3)



BIOPHARMACEUTICAL CHARACTERIZATION OF LEVOTHYROXINE
SODIUM IMMEDIATE-RELEASE TABLETS

Abstract

The oral route of drug administration is the most convenient and, for patients, the
most acceptable method for administering drugs intended to have systemic effects. After
oral administration, drugs are exposed to many physical, chemical and biological
alterations, which define their in vivo performance. The concept of bioavailability and
bioequivalence has been developed in order to describe and quantify these alterations.
Bioequivalence is a comparison of the bioavailability of two or more drug products.
Thus, two products or formulations containing the same active ingredient are
bioequivalent if their rates and extents of absorption are the same. Utilisation of in vitro
dissolution tests as a surrogate for in vivo bioequivalence studies (biowaiver) was
introduced with the Biopharmaceutics classification system, based on the assumption
that drug solubility, permeability and dissolution rate from the dosage form are critical
factors influencing the rate and extent of oral drug absorption. Oral drug absorption is
complex process which cannot be always easily evaluated by the conventional
pharmacokinetic analysis. Therefore, the in silico prediction tools capable of predicting
in vivo drug absorption on the basis of drug physicochemical and pharmacokinetic
properties have been developed recently.

The aim of this research was biopharmaceutical characterization of the
levothyroxine sodium immediate-release tablets based on the results of in vivo, in vitro
and in silico studies.

The in vitro study included determination of levothyroxine sodium solubility and
evaluation of effect of various experimental conditions on levothyroxine sodium release
from immediate-release tablets. The in vivo study was conducted as randomized, single
dose, two-way cross-over bioequivalence study in healthy subjects. Pharmacokinetic
parameters were calculated without and with adjustment for baseline levels of
endogenous levothyroxine. The drug-specific absorption model for levothyroxine was
developed using mechanistic gastrointestinal simulation technology implemented in
GastroPlus™ software package. The required input parameters were experimentally

determined, in silico predicted and/or taken from the literature. The profile obtained was



compared with the mean levothyroxine plasma concentration-time profile observed in
vivo for the reference formulation. Additionally, plasma concentration-time profiles
were simulated based on a set of experimental and virtual in vitro dissolution data in
order to estimate the influence of different in vitro drug dissolution kinetics on the
simulated plasma profiles and to identify biorelevant dissolution specification. A set of
experimental and virtual in vitro data was also used for correlation purposes. Linear
regression analysis was used to evaluate the obtained correlation plots.

The equilibrium drug solubility data indicated that levothyroxine sodium
solubility decreases with an increase in pH, goes through a minimum at around pH 4-5,
and increases again with further increase in pH. The results of dissolution studies
indicated rapid and complete drug dissolution under the majority of experimental
conditions studied. The results of the in vivo study suggest that the test product was
bioequivalent to the reference product, which is supported by the analysis of
concentration-time profiles without and with baseline correction. The use of the
correction method is shown to be more sensitive because the relatively high endogenous
drug level resulted in masking of the relative difference between the drug products. The
results of the in silico study demonstrated that gastrointestinal simulation technology
can be successfully used to predict levothyroxine absorption profile. Based on the
results obtained by in vitro-in vivo correlation in conjunction with gastrointestinal
simulation technology, dissolution specification of more than 85% of levothyroxine
dissolved in 60 minutes could be suggested as biorelevant dissolution acceptance
criteria for immediate-release tablets. The proposed methodology involving
gastrointestinal simulation technology and in vitro-in vivo correlation indicated that
there might be a rationale for considering biowaiver extension for levothyroxine sodium

tablets, but the implementation of this concept needs further evaluation.

Keywords: levothyroxine, bioequivalence, biopharmaceutical characterization, in vitro-
in vivo correlation
Scientific field: Pharmacy
Specific scientific field: Pharmacokinetics and clinical pharmacy
UDC number: 615.015.4 : 615.25 (043.3)
615.011 : 615.25 (043.3)



Sadrzaj

OPSTIDEO ...ttt 1
1 LEVOTIROKSIN ...ttt ettt ettt ettt e estesseenseeseesseenseeneesneensens 2
1.1 Tireoidni ROTINONI ....cc.eiiiiiiiiieiiieieeie ettt st 2
1.1.1 Sinteza, skladiStenje 1 SEKIECIja .......evvuiiriieriiiiieiiieiece et 2
1.1.2 Mehanizam delovanja...........ccceccveeeiiieeiieceee e e e 5

1.1.3 Poremecaji funkcije tireoidne zlezde...........ccccoeevveeeiiieiciiieciieecee e 5

1.1.4 Terapija hipotir@OIdiZMAL. .........ccueeruiiriieiieeie ettt et seee e e 5

1.2 Opste karakteristike 1eVOTITOKSING .......ccuveeiieriieeiieiieeie ettt ettt 6
1.2.1 Fizi¢ko-hemijske i1 biofarmaceutske 0SObINE ..........cccooceeriiiiiiiiiiiniiiieieeeee, 7

1.2.2 FarmakoKinetiCki POAACT ......eiecuviieciiiieiiiecieece et e 8

1.2.3 Klinicka bezbednost 1 toksikoloSki podaci ..........cceeeveeviieiiinieiiiienieciieeie e, 10

1.2.4 Bioloska ekvivalentnost tableta levotiroKsina............coccevvvereevierienienienienceens 11
1.2.4.1 Korekcija ukupnog nivoa levotiroksina u odnosu na endogeni nivo............ 12

1.2.4.2 Doza u studiji bioekvivalencije ..........coceevueriiniiiinieniinieiceececcnceees 12

1.2.4.3 Levotiroksin kao lek uske terapijske SIirine .........cccceeeeveerciienncieeenciiennieeenen. 13

2 BIOFARMACEUTSKA KARAKTERIZACIJA LEKOVA ....coooiiiiiiieeeeeee, 14
2.1 BioloSka raspoloZzivost 1 bioloska ekvivalentnost lekova.......c...ccccoceviiniiicninnnnns 14
2.1.1 Faktori koji utiCu na bioloSku raspoloZivost.........ceceveevueeiiniinieriieneeneeieneenne. 16
2.1.2 Studije bioloSke ekvivalentnoSti.......c.eeeriiieiieeeiieeeie e e 17

2.2 Biofarmaceutski sistem klasifikacije lekova .........cccoeeeiieiiiiiiniiiiniiiiie e, 22
2.2.1 Kriterijumi za biofarmaceutsku klasifikaciju lekovitih supstanci.........c............ 24
2.2.1.1 RASEVOTTJIVOST....eeeuiieiiieiieeiie ettt ettt ettt et et esaee e 24
2.2.1.2 Permeabilnost ........ccouiiiiiiiiiiieie e e 26
2.2.1.3 Brzina rastvaranja lekovite supstance iz lekovitog preparata....................... 27

2.2.2 Primena Biofarmaceutskog sistema klasifikacije lekova: biowaiver ................. 30

3 IN SILICO MODELI ZA PREDVIDANIJE RESORPCIE........ccccooceviiniiiiniiieeeene, 34
3.1 Prostorni resorpcioni MOAET .......cc.eiiiiiieiiiieiieeiieceececeeee e e 34
3.1.1 Prostorni model r€sorpcije 1 tranZita..........cceeeruveeerreeeiieeeiieeeieeerieeeeeeeeeeee e 35
3.1.2 Unapredeni prostorni model resorpcije i tranzita ........cc.eeceeveeeveereenieenieneeneenens 36

3.2 In Vitro-in vivo KOTCIACTIA .....eevuiiiiieiieeieeiieeie ettt e 38

3.2.1 In vitro-in vivo Korelacija Nivoa A ........c..ccovveeeiieeeiieeciieeeee et 39



3.2.2 Primena in vitro-in vivo KOT@laCIJe ........c..cceeriieiiieiieiieeiecieeeee e 41

CILT RADA ..ottt sttt 43
EKSPERIMENTALNI DEO ..c..couiiiiiiiiiiiieistere ettt 44
4 MATERIJALIIMETODE.....c.coiiiiiiiiiiieeneteeee ettt s 45
4.1 IN VITRO ISPITIVANIE L...ooiiieee et 45
41T MAITJall oottt ettt et e nbe e snreenaens 45
4.1.1.1 UzZOrci tableta......coeeeeieiiieiieeecee e e 45
4.1.1.2 Medijumi za ispitivanje rastvorljivosti i brzine rastvaranja ........................ 46

A 1.2 MEOGC ...ttt sttt 47
4.1.2.1 Ispitivanje rastVOrlJIVOS ......ccvieruieeiieriieeieeieeeie ettt e 47
4.1.2.2 Ispitivanje variranja mase tableta ..........ccoceeviiiiiiiiiiniieieeeee e 48
4.1.2.3 Ispitivanje raspadljivosti tableta ..........cccoooueiiiiiiiiiiiinieee e 48
4.1.2.4 Ispitivanje Cvrstine tableta.........cocveeeieeriiiriieiiieeie e 48
4.1.2.5 Odredivanje sadrzaja levotiroksin-natrijuma u tabletama.............cc.cceeuenue. 49
4.1.2.6 Ispitivanje brzine rastvaranja levotiroksin-natrijuma iz tableta ................... 49
4.1.2.7 Poredenje profila brzine rastvaranja..........ccocceceeeeveriieneeneeieneenieneeneenens 51

4.2 IN VIVO ISPITIVANIE. ..ottt st 51
4.2.1 ProtOKOl 1SPItIVANTA.....eeeiiiieiiiieeiiieeiiee et e ete e et e e et e tee e st e e eaaeeesaaeesnneesnnaee e 51
4.2.1.1 DiIzZajn STUALJC ...uveieiiieeiiie et ettt e e e e e e s e 52
4.2.1.2 Karakteristike iSpitanika ..........ccceveereriiniiiiiiinieienecceetceee e 52
4.2.1.3 RANAOMIZACTA c..evveeiiiieiiiniieieeteeit sttt ettt 53
4.2.1.4 ISPItIVANT PIEPATALL....eeeivieeeerieeiieeerireeeiteeeireeeieeesteeesbeeesebeeessaeessseesneeesnnns 53
4.2.1.5 Uzimanje uzoraka za analiZu.............ccccueeevuieeeciieesiieeeiie e e 53
4.2.1.6 Kvantitativna analiza levotiroksina u uzorcima Krvi.......ccceceveevienicncnnns 54
4.2.1.7 Farmakokineticka 1 statisticka analiza...........cccccoceeveriiniiiinnininniicnce 54

4.3 IN SILICO ISPITIVANIE ..ot 55

5 REZULTATI I DISKUSITA . ...t st 57
5.1 IN VITRO ISPITIVANIE ....ooiiiiiiiiteeeeetet ettt 57
5.1.1 Rastvorljivost levotiroksin-natrijuma............ccceeeueerieeriienieeiiesie e 57

5.1.2 Karakteristike ispitivanih preparata...........ccceeecveeeeciieerieeenieeeniee e eeeee e 60

5.1.3 Brzina rastvaranja levotiroksin-natrijuma iz tableta.............cccccceeevveiiiieeinneenne, 60



5.1.3.1 Uticaj pH vrednosti medijuma na brzinu rastvaranja levotiroksin-

NAUMA 1Z tADIELA ..ottt e 67
5.1.3.2 Uticaj intenziteta meSanja na brzinu rastvaranja levotiroksin-natrijuma iz
1210 - RO ORI 72
5.1.3.3 Ispitivanje brzine rastvaranja levotiroksin-natrijuma iz zbirnog uzorka

17:10) (<1 OSSPSR RP R UPTUSRRPRORPRRRI 77

5.1.3.4 Uporedno ispitivanje brzine rastvaranja u skladu sa regulatornim

ZANtEVIMA ZA DIOWAIVET ..ottt 81

52 INVIVO ISPITIVANIE. .....ooiiiiiiiiieeseee ettt 92
5.3 INSILICO ISPITIVANIE ....ooiiiiiiiiiiienteteteteteeesese ettt 113
5.3.1 Gastrointestinalna simulacija-razvoj modela .........c..cccceeeveniininiiniinenicneenne. 113
5.3.2 Predvidanje resorpcije levotiroksina ..........cccceeveeeiiieniiiiiienie e 119

5.3.3 Uticaj brzine rastvaranja levotiroksin-natrijuma iz tableta na resorpciju leka. 124

5.3.4 In vitro-in vivo KOT@LACIJE .......cccuieviieeiieiieeieeieeie et 129
5.3.4.1 ViSestruka korelacija nivoa C.........ccccocuerieiiiniiniininiineeieneeceeeeceeee 129

5.3.4.2 Korelacija Nivoa A.......coeiiuiiiiiiienieeieeteeee ettt 132

5.3.5 Simulacija resorpcije levotiroksina u prisustvu hrane...........ccccceevevveerveeennennn. 134

5.3.6 VIrtuelna Studija .....c..eeeuiieeiieieiie et e 136

5.3.7 Mogucnost primene biowaiver KONCEPLA........cccveeerveeerieeeiiieeriieeeieeenveeeneeens 141
ZAKLIUCAK ..ottt 144

LITERATURA ...ttt sttt e st 149



Lista skracenica

a

ACAT

ANOVA
ASF

BCS

C1
C2
CAT

CI

Cl
Crnax
Crnax, ss
CR
()Y

Co

Do

Dn

EMA
f
FDA

FIP

fu
GLP

nagib pravca

unapredeni  prostorni model resorpcije 1 tranzita (Advanced
Compartmental Absorption and Transit Model)

resorpcioni broj (Absorption Number)

analiza varijanse

faktor koji definiSe brzinu resorpcije leka u odredenom prostoru
gastrointestinalnog trakta (4bsorption Scale Factor)

Biofarmaceutski  sistem klasifikacije lekova (Biopharmaceutics
Classification System)

koeficijent resorpcionog gradijenta

koeficijent resorpcionog gradijenta

prostorni model resoprcije 1 tranzita (Compartmental Absorption and
Transit Model)

interval pouzdanosti (Confidence interval)

klirens

maksimalna koncentracija leka u plazmi

maksimalna koncentracija leka u plazmi u stanju ravnoteze

kontrolisano oslobadanje (controlled-release)

koeficijent varijacije

osnovna rastvorljivost

dozni broj (Dose number)

broj brzine rastvaranja (Dissolution number)

membranski difuzitet

Evropska agencija za lekove (European Medicines Agency)

stepen bioloSke raspolozivosti

faktor slicnosti

AmeriCka agencija za hranu i lekove (Food and Drug Administration)
Medunarodna farmaceutska organizacija (I/nternational Pharmaceutical
Federation)

slobodna frakcija leka u plazmi (fraction unbound)

Dobra laboratorijska praksa (Good Laboratory Practice)



HBsAg
HCV
HIV
HPLC

MAD
MDCK

NaLS
NTI
OATP
PE
PIK
PIK .
PIK (.o

PIK

pKa

hepatitis B povrSinski antigen

hepatitis C virus

virus humane imunodeficijencije

visoko efikasna tecCna hromatografija (High-performance Liquid
Chromatography)

trenutno oslobadanje (immediate-release)

intravenski

in vitro-in vivo korelacija

konstanta brzine resorpcije

konstanta brzine eliminacije

Michaelis-ova konstanta

oktanol/voda particioni koeficijent

debljina membrane

maksimalna terapijska doza lekovite supstance

temperatura topljenja

maksimalna doza koja se resorbuje

kultura ¢elija dobijena iz bubrega pasa (Madin-Darby canine kidney cell
culture)

natrijum-laurilsulfat

uzak terapijski indeks (Narrow Therapeutic Index)

organski anjonski polipetidni transporter (Organic Anion Transporter
Polypeptide)

greska predvidanja (prediction error)

povrsina ispod krive koncentracije leka u plazmi u funkciji vremena
parcijalna povrSina ispod krive koncentracije leka u plazmi u funkciji
vremena

ukupna povrsina ispod krive koncentracije leka u plazmi u funkeiji
vremena

povrsina ispod krive koncentracije leka u plazmi u funkciji vremena u
toku jednog intervala doziranja u stanju ravnoteze

konstanta disocijacije

koeficijent permeabilnosti



PSA

T3

SD

St
SIWV
SITT
T

tin
tmax

tmax, ss

T3

T4
TSH
TRH
TBG
TBPA
WHO
USP
Vinax
Vo

analiza osetljivosti parametara (Parameter Sensitivity Analysis)
koeficijent korelacije

referentni preparat

reverzni trijodotironin

rastvorljivost

standardna devijacija (Standard deviation)

entropija

zapremina tecnosti u tankom crevu (Small Intestinal Water Volume)
vreme prolaza kroz tanko crevo (Small Intestinal Transit Time)

test preparat

poluvreme eliminacije

vreme za koje je postignuta maksimalna koncentracija leka u plazmi
vreme za koje je postignuta maksimalna koncentracija leka u plazmi u
stanju ravnoteze

trijodotironin

tetrajodotironin (tiroksin)

tireostimuliraju¢i hormon (7hyroid Stimulating Hormone)
tireotropin oslobadaju¢i hormon (Thyroid Stimulating Hormone)
tiroksin vezujucu globulin (Thyroxine Binding Globulin)

tiroksin vezujuéi prealbumin (Thyroxine Binding Prealbumin)
Svetska zdravstvena organizacija (World Health Organization)
Americka farmakopeja (United States Pharmacopoeia)
maksimalna brzina

zapremina tecnosti uzeta sa lekom



OPSTI DEO



1 LEVOTIROKSIN

Najstariji zapisi o bolestima S$titne zlezde poti¢u od antickih lekara iz drevnog
Rima, koji su povezali pojavu guSavosti kod naroda naseljenih u podnozju Alpa sa
vodom koju su koristili za pice, a koja je uzrokovala pojavu oteCenog grla, dok se
Theophrastus Bombast von Hohenheim, poznat kao Paracelzijus (1493-1541), smatra
prvim koji je opisao povezanost guSavosti sa intelektualnim poremecajima kod obolelih
osoba [1, 2]. Francuski hemicar Adolphe Chatin (1813-1901) je prvi nauc¢nik koji je
pretpostavio da gusavost moze biti posledica nedostatka joda u organizmu i da je njen

glavni uzrok niska koncentracija joda u vodi za pi¢e u pojedinim oblastima Evrope [3].

1.1 Tireoidni hormoni

Tireoidna zlezda iz folikularnih ¢elija koje predstavljaju njene osnovne
funkcionalne jedinice luci dva hormona: trijodotironin (T3) i tiroksin ili tetrajodotironin
(T4). Svaki folikul tireoidne Zlezde se sastoji iz jednog sloja epitelnih celija slozenih
oko lumena folikula, koji je ispunjen gustim koloidom koji sadrzi veliki glikoprotein
tireoglobulin [4, 5]. Sinteza tireoidnih hormona se odvija jodiranjem tirozinskih ostataka
tireoglobulina [4]. Osnovna uloga tireoidnih hormona je regulisanje brzine oksidativnih
procesa u svakoj Celiji organizma 1 od kriticnog su znacaja za normalan rast i razvoj 1
energetski metabolizam. 1 tiroksin 1 trijodotironin pojac¢avaju metabolizam ugljenih
hidrata, masti i1 proteina i stimuliSu kalorigenezu. Tireoidni hormoni imaju odlu¢ujuéi
efekat na rast 1 razvoj, kako direktnim putem, preko delovanja na nivou celija, tako i
indirektno, preko regulacije proizvodnje hormona rasta i potenciranja njegovih efekata.
Posebno su znacajni za normalan razvoj centralnog nervnog sistema, pri ¢emu imaju
osobinu da snazno povecaju osetljivost organizma na kateholamine i pokazuju pozitivno

inotropno 1 hronotropno delovanje na srce [5].

1.1.1 Sinteza, skladiStenje i sekrecija

Glavni koraci u sintezi tireoidnih hormona u organizmu su:



e preuzimanje jodida iz plazme od strane folikularnih ¢elija tireoidne Zlezde;

e oksidacija jodida u jod pomocéu enzima tireoperoksidaze i jodiranje tirozinskih
ostataka u tireoglobulinu, pri ¢emu se prvo formiraju monojodtirozin i
dijodtirozin, a zatim, njihovim spajanjem, trijodotironin i tetrajodotironin;

e sekrecija sintetizovanih hormona u cirkulaciju [5].

Sematski prikaz sinteze tireoidnih hormona je prikazan na slici 1.

HlN 2
HO CH,—CH—COOH
Tirozin (u peptidnoj vezi sa tireoglobulinom)
+
/ | w‘
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Slika 1. Sinteza tireoidnih hormona [5]

Sinteza 1 sekrecija tiroksina i trijodotironina tireoidne Zlezde sa normalnom
funkcijom je regulisana kompleksnom povratnom spregom hipotalomusno-hipofizno-
tireoidne osovine (slika 2) [4, 5]. Tireotropni hormon (thyroid stimulating hormone,
TSH) adenohipofize stimuliSe tireoidnu Zzlezdu na sekreciju tireoidnih hormona.
Oslobadanje tireotropnog hormona je pod nadzorom hormona koji oslobada tireotropin

(thyrotropin releasing hormone, TRH) koji sekretuju nervni zavrSeci hipotalamusa. S



druge strane, hormoni tireoidne zlezde inhibiraju sekreciju TSH i TRH. Stoga, kada se
poveca koncentracija tiroksina i trijodotironina u plazmi, dolazi do smanjenog
oslobadanja TSH 1 TRH. Primena egzogenih tireoidnih hormona kod eutireoidnih osoba
dovodi do smanjenja sekrecije endogenih tireoidnih hormona. Tireoidna zlezda
sekretuje oko 70-90 pg tiroksina i oko 15-30 pg trijodotironina dnevno, pri ¢emu oko
80% trijodotironina nastaje dejodinacijom tiroksina u perifernim tkivima i samo oko
20% nastaje direktnom sintezom u tireoidnoj zlezdi [4]. Kod zdravih osoba, ukupna
koncentracija endogenog tiroksina je 50 do 120 ng/ml [4]. Ukupna koncentracija
endogenog trijodotironina je 0.7 do 2 ng/ml kod zdravih osoba [4]. Koncentracija
ukupnog reverznog trijodotironina u plazmi je 0.1 do 0.6 ng/ml [4]. Koncentracije
tiroksina 1 trijodotironina u plazmi se neznatno smanjuju starenjem, smanjene su kod
fetusa 1 novorodencadi i neznatno su povecane kod gojaznih osoba. Koncentracije
reverznog trijodotironina u plazmi su povecane kod zdravih osoba preko 70 godina

starosti 1 primetno su povecane kod fetusa i novorodencadi [4].
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Slika 2. Hipotalomusno-hipofizno-tireoidna osovina i mehanizam negativne povratne

sprege [4]



1.1.2 Mehanizam delovanja

Fiziolosko dejstvo tireoidnih hormona se ostvaruje pretezno dejstvom
trijodotironina, koji se moze smatrati aktivnim hormonom, jer su njegova dejstva 3 do 5
puta jaca od tiroksina, a afinitet za receptore je veci za 4 do 10 puta [4, 5]. Mehanizam
dejstva tireoidnih hormona se zasniva na vezivanju za specificne receptore: preko
receptora na membrani ubrzavaju razmenu jona Na' i K', kao i ulazak glukoze i
aminokiselina u celije, vezivanjem za receptore na mitohondrijama obezbeduju
stvaranje ATP i reguliSu bazalni metabolizam i kalorigenezu, a vezivanjem za receptore

u jedru preko uticaja na DNK reguliSu sintezu mRNK 1 proteina [5].

1.1.3 Poremecaji funkcije tireoidne Zlezde

Poremecaji funkcije tireoidne zlezde ukljucuju:
e hipertireoidizam (tireotoksikozu), u obliku difuzne toksi¢ne strume ili nodularne

strume, pri ¢emu se javlja prekomerna aktivnost tireoidnih hormona;

e hipotireoidizam, koji u tezim slucajevima kod odraslih dovodi do miksedema, a

kod dece uzrokuje kretenizam;

e netoksi¢nu strumu (guSavost), izazvanu nedostatkom joda u ishrani, sa
normalnom funkcijom tireoidne Zlezde [5].

Na osnovu odgovaraju¢ih biohemijskih odredivanja (ukupni tiroksin, ukupni

trijodotironin, slobodni hormoni u plazmi, tireoidna auto-antitela) moguce je izvrsiti

ta¢nu dijagnozu navedenih hipotireoidnih 1 hipertireoidnih stanja, kao 1 pratiti efikasnost

primenjene terapije [4].

1.1.4 Terapija hipotireoidizma

S obzirom da ne postoje lekovi koji mogu da poveéaju sintezu ili oslobadanje
tireoidnih hormona, jedini nacin lecenja hipotireoidizma predstavlja primena samih

hormona u vidu supstitucione terapije, pri ¢emu je tiroksin lek izbora [6, 7].



1.2 OpSte karakteristike levotiroksina

Levotiroksin u obliku natrijumove soli je sintetska zamena prirodnog hormona
tireoidne zlezde i koristi se u stanjima u kojima nastaje deficit tiroksina. Empirijska
formula levotiroksin-natrijuma je C;sH;olsNNaO,, molekulska masa iznosi 798.86

g/mol (anhidrovani oblik), a strukturna formula je prikazana na slici 3 [8]:

! O NH,,
-+
HO | O Na

INN: Levotiroksin-natrijum

Hemijsko ime: natrijum(2S)-2-amino-3-[-4-(4-hidroksi-3,5-dijodofenoksi)-3,5-
dijodofenil]propanoat

Slika 3. Strukturna formula levotiroksin-natrijuma

Levotiroksin-natrijum je skoro beo ili slabo braonkasto-zut prasak ili fini kristalni
prasak, higroskopan, bez mirisa 1 ukusa. Vrlo je teSko rastvorljiv u vodi, teSko
rastvorljiv u 96% V/V etanolu, dok se rastvara u razblazenim rastvorima alkalnih
hidroksida [8]. Na temperaturi od 25 °C 1 relativnoj vlaznosti 10-75%, levotiroksin-
natrijum se nalazi u obliku pentahidrata [9]. Pri zagrevanju u struji azota dolazi do
postepene dehidratacije pentahidrata, pri ¢emu nastaju dihidrat, monohidrat i, na kraju,
amorfni oblik levotiroksina. Medutim, pri ambijentalnim uslovima, pentahidrat je
stabilan godinama. Levotiroksin-natrijum pokazuje izuzetno malu intrinzicnu brzinu
rastvaranja od 0.0002 mg/min/cm? u opsegu fizioloskih pH vrednosti, ali je pokazano da
u vodenom medijumu formira velike agregate (50-100 nm u precniku), Sto omogucéava
da dostigne visoke koncentracije [9].

Osnovni cilj supstitucione terapije je postizanje i odrzavanje eutireoidnog stanja,
kao 1 postizanje inhibicije rasta i/ili funkcije abnormalnog tireoidnog tkiva [10-12].
Doza leka koja je potrebna za postizanje ovih ciljeva zavisi od brojnih faktora
ukljucujuéi starost pacijenta, telesnu masu, kardiovaskularni status, konkomitantne

bolesti i lekove. Iz tih razloga doziranje mora biti individualizovano i terapija se mora



pratiti. Levotiroksin se u obliku tableta sa trenutnim oslobadanjem primenjuje u vidu
pojedinac¢ne dnevne doze, obi¢no pola sata do sat pre dorucka. Prosecna supstituciona
doza iznosi 100-125 pg dnevno za odrasle osobe, dok kod starijih pacijenata dovoljna
moze biti 1 doza manja od 70 pg dnevno [12]. Doze ve¢e od 200 ug dnevno su retko
potrebne. Pocetna doza je manja i postepeno se povecava svake 2 do 4 nedelje do

postizanja normalnog metabolizma [12].

1.2.1 Fizi¢ko-hemijske i biofarmaceutske osobine

Levotiroksin je amfoterna supstanca sa tri vrednosti konstante disocijacije (pKa):
2.2, 6.7 1 10.1 [13]. Razliciti literaturni podaci 1 in silico predvidene vrednosti za
oktanol/voda particioni koeficijent (logP iznosi od 1.15 do 2.39) ukazuju na lipofilnu
prirodu ove supstance [14-16]. lTako bi se na osnovu lipidne prirode ocekivalo da
levotiroksin lako prolazi kroz intestinalnu membranu, visokopolarna cviter-jonska
struktura bocnog lanca koji sadrzi ostatak aminokiseline alanina (slika 3) sprecava
prolaz molekula kroz hidrofobni unutra$nji lipidni dvosloj membrane, $to dovodi do
smanjene permeabilnosti [17]. In vitro ispitivanjem na MDCK ¢elijama dobijena je
vrednost za efektivnu permeabilnost od 0.54 = 0.06 x 10° cm/min, dok je in silico
predvidena vrednost za humanu efektivnu permeabilnost na osnovu strukture molekula
1.34 4+ 10 cm/s [16, 17]. S obzirom da koeficijent permeabilnosti za metoprolol, koji se
smatra visoko permeabilnom supstancom 1 referentnim standardom za procenu stepena
permeabilnosti, iznosi 1.4 £ 10 cm/s, moze se zakljugiti da se levotiroksin nalazi na
samoj granici izmedu supstanci niske i visoke permeabilnosti [15].

Rastvorljivost levotiroksina u vodi je pH-zavisna [18]. U literaturi se mogu
pronaci podaci za rastvorljivost u vodi koji variraju u opsegu od 0.00898 - 0.15 mg/ml
[14, 18-20]. U skladu sa tim, kao i zbog nedostatka validnih podataka o permeabilnosti,
1 literaturni podaci o klasifikaciji ove supstance u okviru Biofarmaceutskog sistema
klasifikacije lekova (Biopharmaceutics Classification System, BCS) su krajnje
kontradiktorni, pa se tako moZe pronaci da pripada BCS klasi I, BCS klasi II, kao 1 BCS
klasi IIT [15, 21, 22]. Interesantno je da je ubrzo nakon izdavanja smernice za studije
bioekvivalencije levotiroksin-natrijum tableta od strane Ameri¢ke agencije za hranu i
lekove (The Food and Drug Administration, FDA) dosSlo 1 do znacajnih promena

propisanih eksperimentalnih uslova od strane Americke farmakopeje (United States



Pharmacopoeia, USP) za ispitivanje brzine rastvaranja levotiroksin-natrijuma iz tableta
sa trenutnim oslobadanjem [23]. USP 24 je propisivala upotrebu fosfatnog pufera pH
7.4 u aparaturi sa lopaticom, pri brzini od 100 rpm, pri Cemi je kao zahtev bio postavljen
uslov da se minimalno 55% supstance rastvori za 80 minuta [24]. Ovi uslovi su
promenjeni prvi put u USP 25, koja je propisivala upotrebu 0.01 M HCI sa 0.2%
natrijum-laurilsulfata (NaLS), u aparaturi sa lopaticom, pri brzini od 50 rpm, pri ¢emi je
zahtev promenjen na minimalno 70% za 45 minuta [25]. USP 30 je davala jo$
fleksibilnije uslove, brzinu obrtanja od 50 ili 75 rpm, u 0.01 M HCI sa ili bez
surfaktanta [26]. Ovakve uslove propisuje i trenutno vazeca USP 34 [8]. U literaturi se
mogu pronaci i1 studije u kojima se za ispitivanje brzine rastvaranja levotiroksin-
natrijuma iz tableta koristi 0.05 M rastvor amonijum-acetata sa 0.05% natrijum-
laurilsulfata (NaLS), pH vrednosti u rasponu od 1.2 do 8.0, u cilju ispitivanja uticaja pH
vrednosti medijuma na brzinu rastvaranja [18].

Do danas je u stru¢noj literaturi objavljen samo jedan rad u kome je ispitana
mogucnost uspostavljanja korelacije izmedu in vitro 1 in vivo podataka za levotiroksin
[27]. Rezultati su pokazali da se bolji stepen viSestruke korelacije nivoa C uspostavlja
kada se ispitivanje brzine rastvaranja vrsi u skladu sa uslovima koji su vazili u USP 24 i
da in vitro podaci dobijeni u skladu sa eksperimentalnim uslovima datim u USP 34 ne

odrazavaju adekvatno in vivo ponasanje leka [27].

1.2.2 Farmakokineticki podaci

Resorpcija

Resorpcija levotiroksina iz gastrointestinalnog trakta je varijabilna, pri ¢emu se
postiZe relativna bioloSka raspolozivost od 40-80% [12, 28, 29]. Najveci deo primenjene
doze se resorbuje iz jejunuma i gornjeg dela ileuma [28, 29]. Relativna bioloSka
raspolozivost tableta levotiroksina u odnosu na istu dozu rastvora levotiroksina je oko
93% [12]. Pretpostavlja se da su u resorpciju levotiroksina ukljuceni transporteri, kao
Sto je OATP [28]. Stepen resorpcije levotiroksina se smanjuje u prisustvu rastvorljivih
dijetetskih vlakana koja vezuju levotiroksin i onemogucéavaju njegovu difuziju u lumen
creva. Malapsorptivna stanja takode smanjuju stepen resorpcije levotiroksina, dok

gladovanje povecava biolosku raspolozivost ovog leka [28].



Distribucija

Levotiroksin se distribuira u mnoga tkiva i telesne te¢nosti organizma, pri ¢emu se
najveca koncentracija postize u jetri i bubrezima. Tireoidni hormoni ne prolaze kroz
placentu 1 supstituciona terapija trudnica ne bi trebalo da se prekida u toku trajanja
trudno¢e. Minimalne kolicine tireoidnih hormona se izlu¢uju putem majcinog mleka.
Vise od 99% levotiroksina se vezuje za proteine plazme i to za tiroksin vezujuci
globulin (thyroxine binding globulin, TBQG), tiroksin vezuju¢i prealbumin (thyroxine
binding prealbumin, TBPA) 1 albumin [4]. U fizioloskim uslovima, 60-75%
levotiroksina se transportuje putem TBG, 15-30% putem TBPA i 10% putem albumina.
Slobodna frakcija, iako ¢ini samo 0.05% ukupnog levotiroksina, je frakcija koja se
konvertuje u aktivni metabolit trijodotironin [4]. Promene u nivou proteina plazme
imaju uticaj na koncentraciju vezanog, ali ne i slobodnog levotiroksina. Neki lekovi,
kao i razli¢ita patoloska i fizioloska stanja, mogu dovesti do promena u stepenu
vezivanja levotiroksina za proteine i/ili do promena u koncentraciji plazmatskih proteina
koji vezuju tireoidne hormone (npr. trudnoca 1 estrogeni povecavaju TBG, a nefrotski
sindrom i druga stanja koja dovode do gubitka proteina smanjuju njegov nivo). Veci
afinitet TBG 1 TBPA za levotiroksin delimi¢no objasnjava vise nivoe u plazmi, sporiji
metabolicki klirens 1 duZi poluzivot levotiroksina u odnosu na trijodotironin.

Eliminacija

Uobicajeno poluvreme eliminacije levotiroksina je 6 do 7 dana, a trijodotrionina 1
do 2 dana [12]. Poluvreme eliminacije oba tireoidna hormona je skraceno kod
pacijenata sa hipertireoidizmom (3 do 4 dana), a produzeno kod pacijenata sa
hipotireoidizmom (9 do 10 dana).

Najvazniji put metabolisanja levotiroksina je postepena dejodinacija, pri cemu se
85% dnevno oslobodenog levotiroksina dejodinira u perifernim tkivima, prvenstveno u
jetri 1 bubrezima, u trijodotironin 1 reverzni trijodotironin (izomer trijodotironina koji
nema hormonsku aktivnost) [4, 12]. Trijodotironin se dalje dejodinira u tireosiréetnu
kiselinu (4-hidroksifenoksifenilsiréetnu kiselinu) koja ¢ini 12 do 22% doze koja se
izluCuje urinom. Procesima konjugacije sa glukuronskom i sumpornom kiselinom iz
levotiroksina nastaju produkti razgradnje koji se izlucuju putem zuci. Produkti
razgradnje izluCeni putem zuci se delom hidrolizuju u crevima i ponovo se resorbuju

(ekstrahepaticka cirkulacija), a delom se hidrolizuju u kolonu i izlucuju fecesom



(priblizno 20 do 40% tiroksina). Oslobodeni jod preuzima tireoidna Zlezda, koja ga
ponovo koristi za sintezu hormona. Izmedu 30 i 55% primenjene doze levotiroksina se
izluCuje urinom, a 20 do 40% doze se eliminiSe fecesom. Bolesti bubrega ili jetre ne

utiCu na eliminaciju levotiroksina.

1.2.3 Klini¢ka bezbednost i toksikoloSki podaci

Nezeljeni efekti levotiroksina u toku klinicke primene mogu biti: tahikardija,
anginozni bol, aritmije, glavobolja, nemir, znojenje, nesanica, tremor, groznica, dijareja,
prekomerni gubitak telesne mase, povracanje. Svi neZeljeni efekti su prolaznog
karaktera 1 prestaju ili se znatno ublaZzavaju smanjenjem doze ili prestankom davanja
leka. Retko se moze javiti reakcija preosetljivosti na ekscipijense u sastavu proizvoda, i
to u vidu urtikarije, osipa, svraba, angioedema, artralgije i serumske bolesti.

Klinicka bezbednost leka je dobra, osim ako se ne prekorace preporucene doze. U
tom slucaju se mogu javiti navedeni nezeljeni efekti. Terapija akutnog predoziranja je
simptomatska 1 suportivna. Pacijenti moraju biti pod produzenim lekarskim nadzorom,
jer simptomi 1 znaci predoziranja mogu biti odloZzeni 1 do 6 dana usled postepene
konverzije levotiroksina u trijodotironin. Kod starith osoba i kod pacijenata sa
dugotrajnim hipotireoidizmom potrebno je postepeno uvodenje levotiroksina u terapiju.

Levotiroksin ne prolazi lako placentarnu barijeru. Supstitucionu terapiju
levotiroksinom treba nastaviti 1 tokom trudnoce, a ako je u trudno¢i dijagnostikovan
hipotireoidizam terapiju levotiroksinom treba odmah zapoceti. Trudnicama koje su na
supstitucionoj terapiji levotiroksinom moze biti potrebno povecanje doze. Minimalne
koncentracije levotiroksina se izlu¢uju mlekom. Iako ozbiljne nezeljene reakcije na lek
kod odojcadi nisu zabeleZene, neophodan je oprez prilikom primene levotiroksina kod
majki koje doje. Smatra se da koliina tireoidnih hormona koja se izlu¢i putem
majc¢inog mleka nije dovoljna da bi se zadovoljile potrebe odoj¢adi sa nefunkcionalnom
tireoidnom Zlezdom.

Toksi¢ni efekti proizvoda koji sadrZze levotiroksin su, zbog konvertovanja

levotiroksina u trijodotironin, neZeljeni efekti oba tireoidna hormona.
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1.2.4 Bioloska ekvivalentnost tableta levotiroksina

Levotiroksin u obliku natrijumove soli je prisutan na trziStu u vidu tableta
razli¢itih proizvodaca, ali njihova terapijska ekvivalentnost i medusobna zamenljivost
ostaju diskutabilni 1 pored dokazane relativne bioloske raspolozivosti, odnosno
bioekvivalencije [30-34]. Naime, principi 1 nacini odredivanja bioekvivalentnosti
preparata ovog tireoidnog hormona su poslednjih godina predmet debata strucne
javnosti, iako se ovi proizvodi nalaze u upotrebi preko pet decenija. Jedna od klju¢nih
stvari koja mora biti uzeta u obzir pri odredivanju farmakokinetickog profila ovog leka
je, osim kod atireoidnih pacijenata, postojanje endogenog (baseline) nivoa hormona u
krvi, koji moZe biti veoma varijabilan i koji se ne moze jasno razlikovati od egzogenog
levotiroksina. Trenutno vazZe¢a smernica za studije bioekvivalencije izdata od strane
Evropske agencije za lekove (European Medicines Agency, EMA) daje preporuke da
uzimanje uzoraka u studiji bioekvivalencije lekova koji su endogeno prisutni mora biti
takvo da omogucava karakterizaciju endogenog nivoa leka za svakog ispitanika u
svakom periodu studije [35]. Preporucuje se da se endogeni nivo leka odredi na osnovu
2 do 3 uzorka uzeta u kratkim intervalima neposredno pre same primene leka i da se taj
nivo koristi prilikom farmakokineti¢ke evaluacije, tako da izraCunati parametri
odgovaraju samo koncentracijama koje poti¢u od egzogeno datog leka [35]. FDA je
2000. godine izdala smernicu za studije bioekvivalencije tableta sa trenutnim
oslobadanjem levotiroksin-natrijuma, prema kojoj se za procenu bioekvivalencije koristi
unakrsni (cross-over) dizajn nakon primene pojedinacne doze od 600 pg, u uslovima na
gladno 1 sa wash-out periodom od 35 dana [23]. Medutim, validnost predloZenih
standarda je dosta diskutovana u stru¢noj javnosti, pri cemu se mogu izdvojiti sledece

osnovne primedbe:

e interferencija endogenog nivoa hormona, nacin otklanjanja ove interferencije
metodom korekcije ukupnog nivoa u odnosu na endogeni nivo i njen uticaj na
tacnost odredivanja koncentracije;

e koriS¢enje relativno visoke doze u studiji bioekvivalencije;

e neusaglasenosti oko klasifikacije levotiroksina u grupu lekova uske terapijske

Sirine;
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e regulacija nivoa levotiroksina preko hipotalomusno-hipofizno-tireoidne sprege

¢ija se aktivnost ne moze izbe¢i u studiji bioekvivalencije [30-34].

1.2.4.1 Korekcija ukupnog nivoa levotiroksina u odnosu na endogeni nivo

FDA smernica za studije bioekvivalencije tableta sa trenutnim oslobadanjem
levotiroksin-natrijuma preporucuje metodu korekcije koja se sastoji od oduzimanja
srednje vrednosti koncentracija levotiroksina u tri uzorka krvi uzeta neposredno pre
davanja leka od svake ukupne ocitane koncentracije levotiroksina [23]. Naime, relativno
visok endogeni nivo hormona moze da maskira razlike izmedu ispitivanih preparata.
Ukoliko je endogeni nivo mali u odnosu na ukupnu koncentraciju hormona i njegov
uticaj na odredivanje bioekvivalencije ¢e biti minimalan. Sto je ovaj nivo veéi, veca je i
greSka koja nastaje pri odredivanju bioekvivalencije. Rezultati nekoliko studija
bioekvivalencije preparata levotiroksina ukazuju na to da koriS¢enje nekorigovanih
vrednosti farmakokinetickih parametara za procenu bioekvivalencije moze sa velikom
verovatno¢om dovesti do proglasavanja dva preparata bioekvivalentnim, pri ¢emu se
oni, u stvari, razlikuju 1 do 35% [30]. Iz tih razloga, korigovanje ukupnog nivoa
levotiroksina u odnosu na endogeni nivo povecava ta¢nost odredivanja relativne
bioloSke raspoloZivosti. Metoda korekcije navedena u FDA smernici se zasniva na
pretpostavcei da nema supresije endogene produkcije levotiroksina nakon davanja
pojedinacne doze egzogenog leka, ¢ime se zanemaruju diurnalne varijacije u sekreciji
ovog hormona. Blakesley 1 saradnici su predlozili metodu korekcije kojom se ukupna
izmerena koncentracija levotiroksina nakon davanja leka koriguje u odnosu na
koncentraciju izmerenu u isto vreme 24 sata pre davanja leka, ¢ime se uzima u obzir
diurnalna varijacija u sekreciji levotiroksina kod svakog ispitanika pojedinacno [33, 34].
Medutim, pokazano je da 1 ova metoda takode moze dovesti do gresaka, jer se zasniva
na vrednostima endogenog levotiroksina odredenim dan pre davanja egzogenog leka i

da nema nikakavu sustinsku prednost u odnosu na metodu tri tacke [30].

1.2.4.2 Doza u studiji bioekvivalencije

Koris¢enje doze od 600 ng, koja je mnogo veca od uobicajene klinicke doze, je

takode predmet kritika vaze¢e smernice [30, 34]. Medutim, upotreba ovako visokih
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doza se moze tolerisati u studijama bioekvivalencije endogenih preparata, pod uslovom
da primenjena doza ne dovodi do pojave nezeljenih efekata i nece ugroziti ispitanika.
Nizim dozama levotiroksina se postizu koncentracije koje su blize endogenom nivou
hormona, ¢ime se smanjuje tacnost i1 povecava greSka prilikom odredivanja
bioekvivalencije ovih preparata. Nema sumnje da upotreba najvece moguce doze koja

se moze tolerisati daje 1 najrealniju procenu relativne bioloske raspolozivosti.

1.2.4.3 Levotiroksin kao lek uske terapijske Sirine

NeusaglaSenosti postoje 1 oko klasifikacije levotiroksina u grupu lekova uske
terapijske Sirine. U praksi, on se primenjuje 1 prati kao i ostali lekovi uske terapijske
Sirine. Medutim, u literaturi se ne moze naci nijedna studija koja podrzava ovu
klasifikaciju, niti FDA smernica preporucuje koris¢enje uzeg intervala pouzdanosti od
onog koji se uobicajeno koristi za studije bioekvivalencije (80-125%) [23]. Sve dok ne
bude bio dostupan pouzdan nauc¢ni dokaz da je potrebno suprotno postupiti, u praksi se
primenjuju uobicajeni zahtevi za uspostavljanje bioekvivalencije.

Navodi da odsustvo terapijske ekvivalentnosti preparata levotiroksina moze
proiste¢i iz neodgovarajuceg sadrzaja aktivne supstance i/ili nedovoljnog oslobadanja iz
tableta se takode mogu naci u literaturi [36-38]. Zapazeno je da izostanak adekvatnog
terapijskog odgovora moze nastati zbog 1 do 30% nizeg sadrzaja levotiroksina u tableti
u odnosu na deklarisanu vrednost [36-38]. S obzirom da levotiroksin spada u
niskodozirane lekove, tablete levotiroksina mogu pokazati neujednacenost u pogledu
sadrZzaja izmedu razlicitih serija zbog loSe homogenizacije. Iz svih ovih razloga nedavno
su predlozene uze specifikacijske granice za sadrzaj levotiroksina prilikom pustanja

serija u promet [39].
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2 BIOFARMACEUTSKA KARAKTERIZACIJA LEKOVA

Biofarmaceutska karakterizacija lekova obuhvata niz in vivo, in vitro 1 in silico
ispitivanja pomocu kojih je moguce identifikovati mehanizam oslobadanja lekovite
supstance iz preparata, definisati faktore koji uti¢u na brzinu rastvaranja supstance in
vitro 1 in vivo, izabrati eksperimentalne uslove za ispitivanje brzine rastvaranja koji ¢e
biti u korelaciji sa in vivo rezultatima i utvrditi profil rastvaranja, odnosno resorpcije
lekovite supstance in vivo 1 njenu bioloSku raspolozivost. Podaci dobijeni
biofarmaceutskom  karakterizacijom lekovitih  supstanci, u kombinaciji sa
farmakokinetickim podacima, imaju veoma bitnu ulogu u fazi razvoja lekovite
supstance, kada je izmedu nekoliko hiljada potencijalnih kandidata potrebno izabrati
one koji su zadovoljavajuci sa aspekta bezbednosti i efikasnosti, ali 1 kasnije, u toku

razvoja i optimizacije formulacije.

2.1 BioloSka raspolozivost i biolo§ka ekvivalentnost lekova

Farmakokineti¢ka analiza nakon intravenske primene, kojom se postize potpuna
raspolozivost datog leka, predstavlja najprecizniji nacin procene njegovih
farmakokinetickih parametara. Medutim, ekstravaskularna primena leka sa ciljem
postizanja sistemskog dejstva, pre svega oralna primena, je mnogo c¢eSc¢a u terapiji od
direktnog injiciranja leka u vaskularni sistem.

Oralna (per os) primena leka predstavlja neinvazivan i za pacijente Cesto
novog leka je da li se on moze efikasno primeniti per os da bi ostvario Zeljeni sistemski
efekat. Formulacija odgovarajueg doziranog oblika za ovaj nacin primene leka
predstavlja pravi izazov u farmaceutskoj industriji, s obzirom na veliki broj nezavisnih
faktora koji uti€u na proces resorpcije lekovite supstance iz gastrointestinalnog trakta.
Nakon oralne primene, lek je izlozen mnogobrojnim fizickim, hemijskim i bioloSkim
promenama koje definiSu njegovu sudbinu u organizmu. Koncept bioloske
raspolozivosti 1 bioloSke ekvivalencije je upravo i razvijen sa ciljem da objasni i
kvantifikuje ove promene.

Bioloska raspolozivost predstavlja stepen u kome 1 brzinu kojom aktivni princip

ili terapijska celina iz lekovitog preparata postaju raspolozivi na mestu delovanja leka
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[40]. Kako je krajnji terapijski efekat primenjenog leka, najceSce, funkcija njegove
koncentracije u sistemskoj cirkulaciji, raspolozivost leka iz farmaceutskog oblika je
kriti¢an faktor koji odreduje njegovu klini¢ku efikasnost.

Bioloska raspolozivost ispitivanog preparata primenjenog ekstravaskularno, u
poredenju sa intravenski datim standardom, koji se smatra 100% raspolozivim,
predstavlja apsolutnu biolosku raspolozivost [40]. Kako je ukupna koli¢ina leka koja
stize u sistemsku cirkulaciju direktno proporcionalna povrsini ispod krive koncentracije
leka u plazmi u funkciji vremena (PIK), apsolutna bioloSka raspolozivost (F) se moze
odrediti iz sledece jednacine [40]:

PIK,,
gde su PIKgy 1 PIK;y povrSine ispod krive koncentracija leka u plazmi u funkciji

vremena nakon ekstravaskularne i intravenske primene date doze leka.

Za razliku od novih lekova, kod kojih su potrebna detaljna farmakokineticka i
ispitivanja apsolutne bioloske raspolozivosti, kod generickih lekova se vrSi procena
relativne bioloske raspolozivosti, odnosno bioloSke ekvivalentnosti, poredenjem sa
odgovaraju¢im referentnim preparatom. BioloSka ekvivalentnost preparata nekog leka
se postize ako se njegova brzina i stepen resorpcije ne razlikuju znacajno od brzine 1
stepena resorpcije referentnog preparata koji se primenjuje istim putem u istoj dozi.
Relativna bioloSka raspolozivost se moZe izracunati iz sledece jednacine [40]:

5 PIK;
PIK

gde su PIK 1 PIKR povrsine ispod krive koncentracije leka u plazmi u funkciji vremena

nakon ekstravaskularne primene test i referentnog preparata u istoj dozi.

Ukoliko su ispitivani preparati primenjeni u razlicitim dozama, relativna bioloSka
raspoloZzivost se moze izracunati iz sledece jednacine [40]:

s PIK; Dy
PIK, D,

Iako postoje definisani kriterijumi i propisi za ispitivanje bioloske raspolozivosti 1
bioloske ekvivalentnosti lekova, ova oblast farmakokinetiCkog istrazivanja je i dalje

predmet interesa i diskusija naucne 1 strucne javnosti, u cilju harmonizacije i
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usavrsavanja odredenih stavova, jer su genericki lekovi u Sirokoj primeni u terapiji i od

klju¢nog je znacaja obezbediti njihov kvalitet, bezbednost i efikasnost [41-45].

2.1.1 Faktori koji uti¢u na biolosku raspolozivost

Da bi terapijski efekat lekovite supstance iz oralno primenjenog cvrstog
farmaceutskog oblika bio ostvaren, lek se mora resorbovati, pri ¢emu se ovaj proces

sastoji iz tri razliCita koraka:

e dezintegracije farmaceutskog oblika;
e rastvaranja lekovite supstance;
e prolaska lekovite supstance kroz membrane gastrointestinalnog trakta u

sistemsku cirkulaciju.

Svaki faktor koji moze uticati na bilo koji od ova tri koraka uti¢e i na biolosku
raspolozivost leka i ostvarivanje njegovog terapijskog efekta. Tako brzina i stepen
resorpcije zavise od mnogobrojnih faktora kao Sto su fizicko-hemijske karakteristike
lekovite supstance, faktori formulacije, kao 1 fizioloski faktori na nivou
gastrointestinalnog trakta [46, 47]. Pregled ovih faktora dat je u tabeli 1.

Procenom svakog od ovih faktora pojedinacno, kao 1 sagledavanjem njihovog
medusobnog sadejstva 1 moguceg zajednickog efekta, moze se predvideti mesto, brzina
1 stepen resorpcije lekovite supstance iz ispitivanog farmaceutskog oblika. Ova
razmatranja su neophodna u fazi razvoja formulacije, ali i kasnije, prilikom optimizacije
formulacije radi sprovodenja odredenih postregistracionih izmena, koje za cilj imaju

dobijanje Sto kvalitetnijeg proizvoda.
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Tabela 1. Faktori koji uti¢u na biolosku raspolozivost leka [47]

Farmaceutsko-tehnoloski

Fizicko-hemijski faktori Fizioloski faktori
faktori

Veli¢ina Cestica Farmaceutski oblik pH na nivou GIT-a

Kristalna struktura Koli¢ina dezintegratora Vreme praznjenja zZeluca

Rastvorljivost Koli¢ina lubrikansa Motilitet

Gradenje soli Metoda izrade Prirodni surfaktanti

Gradenje estara Sila kompresije Komponente hrane

Stabilnost Metabolizam prvog prolaza

Interakcije Starost, pol

Necistoce Bolesti

2.1.2 Studije bioloske ekvivalentnosti

Potreba za ispitivanjem ekvivalencije razli¢itih formulacija iste aktivne supstance
proistekla je iz neuspeha nekih generickih lekova da obezbede ocekivani nivo terapijske
efikasnosti 1 bezbednosti, kada se primene u istoj dozi i istim putem kao 1 originalni
preparat primenjen kao standard [48, 49]. Prilikom uvodenja novog generi¢kog leka na
trziSte nije neophodno izvodenje svih klinickih ispitivanja kao Sto je to slucaj kod
preparata koji sadrZze novu lekovitu supstancu, ve¢ je dovoljno izvr$iti procenu bioloske
ekvivalentnosti, poredenjem sa odgovaraju¢im referentnim preparatom, $to je osnova za
skraten postupak registracije leka [50, 51]. Glavna prednost klasi¢nih studija
bioekvivalencije jesu strogo kontrolisani uslovi, §to doprinosi visokoj pouzdanosti u
zaklju€ivanju.

Ispitivanja bioloske raspoloZivosti 1 bioloske ekvivalentnosti se izvode in vivo, na
zdravim dobrovoljcima, u skladu sa odgovaraju¢im etickim standardima. Ove in vivo
studije predstavljaju najpouzdaniji nafin da se utvrdi terapijska ekvivalentnost
ispitivanih preparata. O¢ekuje se da su dva bioekvivalentna preparata takode 1 terapijski
ekvivalentna, $to omoguc¢ava njihovu medusobnu zamenljivost. FDA je 1977. godine
izdala prvu smernicu za izvodenje studija bioloske raspolozivosti 1 bioloske
ekvivalentnosti, prepoznavsi potrebu za uredivanjem ove oblasti in vivo ispitivanja, s

obzirom na njihovu kompleksnost i znacaj [52]. Od tada postoji tendencija stalnog
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preispitivanja i usavrSavanja stavova i propisa iz ove oblasti, radi $to potpunijeg
pristupa proceni lekovite supstance i njenog farmaceutskog oblika.

U saglasnosti sa trenutno vaze¢im smernicama, studija bioekvivalencije treba da
bude tako dizajnirana da omoguéi procenu uticaja faktora formulacije 1 faktora
proizvodnog procesa na bioloSku raspolozivost lekovite supstance [35, 53]. Prilikom
procene potrebe za izvodenjem studije bioekvivalencije treba uzeti u obzir parametre
koji se odnose kako na lekovitu supstancu, tako i na farmaceutski oblik leka.

Studije bioekvivalencije se prvenstveno izvode na zdravim ispitanicima, starosti
18 i vise godina, pri ¢emu se moraju posStovati svi vazeci eti¢ki standardi 1 propisi [40,
54, 55]. U odredenim slucajevima se ispitivanja mogu izvoditi na bolesnicima, u toku
trajanja terapije ispitivanim lekom. Za lekovite supstance jednostavne farmakokinetike
se najces¢e primenjuje unakrsni (cross-over) dizajn, posle primene pojedinacne doze
leka pre obroka (u uslovima na gladno). Minimalan broj ispitanika koji moze
ucestvovati u ovakvom dizajnu je 12. Cross-over dizajn, u kome svaki dobrovoljac
prima i test i referentni preparat i sluzi sam sebi kao kontrola, se koristi da bi se smanjio
uticaj demografske heterogenosti i fizioloske varijabilnosti unutar grupe na rezultate
studije. Preporucuje se takva polna, starosna i etnicka struktura uzorka koja ¢e realno
odrazavati ciljnu populaciju kojoj su dati preparati namenjeni. Ispitanici ne smeju
uzimati druge lekove bar 7 dana pre pocetka ispitivanja, kao ni tokom same studije.
Obavezno gladovanje u trajanju od obi¢no 8 sati pre uzimanja doze omogucava
eliminisanje uticaja hrane na kinetiku u fazi resorpcije. Ako studija podrazumeva
ispitivanje mogucih interakcija sastojaka hrane 1 lekovite supstance, uvode se
kontrolisani obroci. Koli¢ina tenosti sa kojom se uzima preparat treba da bude
najmanje 150 ml. Obroci i te¢nosti koje se uzimaju i pre i posle primene preparata treba
da budu standardizovani u pogledu sastava za celo vreme trajanja ispitivanja. Ispitanici
se randomizirano (nasumicno) raspodeljuju u grupe u okviru kojih dobijaju 1 ispitivani i
referentni preparat, uz odgovaraju¢u vremenski period (wash-out) izmedu njihove
primene (tabela 2). Wash-out period mora iznositi minimalno 5 poluvremena

eliminacije leka.
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Tabela 2. Dvostruki unakrsni (cross-over) dizajn

Tretman
Grupa ispitanika
Period 1 Period 2
| T R
11 R T

T-test preparat, R-referentni preparat

U slucaju kada se radi o lekovitim supstancama koje pokazuju dozno ili
vremenski zavisnu farmakokinetiku ili kada su u pitanju preparati sa modifikovanim
oslobadanjem, ispitivanja bioloSke ekvivalentnosti se vrSe i posle ponovljenog
doziranja, u stanju ravnoteze (steady-state) [40, 56, 57]. Ovakav nacin ispitivanja se
primenjuje 1 u slu¢aju veoma niskih koncentracija leka, kao i nedostatka dovoljno
osetljive analiti¢ke metode za merenje koncentracije leka u bioloSkom materijalu [35].

Kao referentni preparat u studiji bioekvivalencije koristi se prvi registrovan
preparat sa ispitivanom lekovitom supstancom u odgovaraju¢em farmaceutskom obliku.
Takode se moZe koristiti preparat istog proizvodaca registrovan na lokalnom trzistu,
ukoliko se on ne razlikuje znacajno u kvalitativnom i kvantitativnom sastavu od
referentnog preparata. Ispitivani preparat takode mora biti proizveden na propisan nacin,
u koli¢ini koja predstavlja 1/10 optimalne proizvodne serije ili 100000 jedinica
farmaceutskog oblika, ukoliko je 1/10 proizvodne serije manja od 100000 jedinica [35].

Sakupljanje uzoraka odgovarajuc¢eg bioloSkog materijala posle primene preparata
mora biti unapred definisano Protokolom studije, u odgovaraju¢im vremenskim
intervalima, kako bi se §to tacnije konstruisao profil zavisnosti koncentracije leka u
funkciji vremena. Ako je bioloSki materijal krv, sakupljanje uzoraka se vrsi 3 do 5
poluvremena eliminacije ispitivanog leka. Ukoliko se prati kumulativno izlu¢ivanje leka
urinom, sakupljanje uzoraka se vrS§i 7 do 10 poluvremena eliminacije. Vremenski
interval uzorkovanja duzi od 72 sata nije potreban za preparate sa trenutnim
oslobadanjem lekovite supstance [35].

Bioanaliticka metoda koja ¢e se koristiti za odredivanje koncentracije lekovite
supstance u sakupljenim uzorcima mora biti u potpunosti validirana i dokumentovana, a
ispitivanje mora da se vr$i u skladu sa principima Dobre laboratorijske prakse (Good

Laboratory Practice, GLP) [58-60].
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Farmakokineticka analiza dobijenih podataka o koncentracijama leka u
sakupljenim uzorcima bioloske teCnosti vrS$i se model-nezavisno, neparametarskom
analizom. Kada se ispitivanje bioloske ekvivalencije vrsi nakon pojedina¢nog doziranja,
odreduju se povrsine ispod krive koncentracija leka u plazmi u funkciji vremena (PIKo.,
PIK¢..), maksimalna koncentracija leka u plazmi (Cp.) 1 vreme do postizanja
maksimalne koncentracije (tmax). Kada se ispitivanje bioloske ekvivalencije vrsi nakon
ponovljenog doziranja u stanju ravnoteze, odreduju se povrSine ispod krive
koncentracija leka u plazmi u funkciji vremena u toku jednog intervala doziranja u
stanju ravnoteze (PIKy), maksimalna koncentracija leka u plazmi u stanju ravnoteze
(Cmaxss), vreme za koje je postignuta maksimalna koncentracija leka u plazmi u stanju
ravnoteze (tmaxss) 1 procenat fluktuacije.

Na podatke se mora primeniti odgovarajuca statisticka analiza [35, 61]. Cilj
statisticke analize je da se pokaZe da, ukoliko postoje male razlike izmedu ispitivanih
preparata, one nisu klinicke znacajne. U statistickoj analizi se koristi analiza varijanse
(ANOVA), pri ¢emu se prethodno vrsi logaritamska transformacija podataka. Takode se
mogu koristiti 1 statistiCki testovi za intervalno ocenjivanje 1 procenu bioloske
ekvivalentnosti, odnosno odsustva ekvivalentnosti, kao 1 testovi sa nultom hipotezom o
odsustvu ekvivalentnosti (Westlake test ili Hauck test verovatnoce). Na ovaj nacin se
pokazuje da li postoji znacajna razlika izmedu ispitivanih parametara.

Procena bioloSke ekvivalentnosti se zasniva na izracunavanju 90% intervala
pouzdanosti (90% confidence interval, CI) za odnos geometrijskih sredina za ispitivani i
referentni preparat za razmatrane parametre [35]. Za PIK i Cpax 90% CI za odnos
izmedu ispitivanog i referentnog preparata mora biti unutar intervala 80-125%. 90% CI
treba da se predstavi sa dve decimale, pri ¢emu donja granica mora biti > 80.00, a
gornja granica < 125.00. U odredenim slu€ajevima moguce je promeniti vrednosti
granica za interval pouzdanosti. Kada su u pitanju lekovi uske terapijske Sirine,
preporucuje se koriS¢enje intervala od 90-111%. Takode, s obzirom da je C.x kao
farmakokineticki parameter od manjeg znacaja sa aspekta klinicke bezbednosti 1
ukoliko je to definisano Protokolom studije i ukoliko je prethodno dokazano da je

proSirenje granica opravdano [35, 62, 63]. ProSirenje granica se ne moze primeniti na
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PIK. Statisticka procena t,,x ima smisla samo ako postoje izraziti nezeljeni efekti ili ako
lekovita supstanca ima veoma brzo delovanje.

Po zavrsetku studije bioekvivalencije, potrebno je odgovaraju¢em regulatornom
telu dostaviti Izvestaj o zavrSenom ispitivanju, kako bi se izvrSila odgovaraju¢a procena
i donela odluka o registrovanju leka (tabela 3).

Kada je u pitanju ispitivanje bioloske raspolozivosti i bioloske ekvivalentnosti
preparata koji sadrze analoge endogenih supstanci, neophodna su posebna razmatranja
[64-66]. FDA je izdala specijalne smernice kada je u pitanju ispitivanje bioloske
ekvivalentnosti nekih od tih preparata (Levothyroxine Sodium Tablets-In Vivo
Pharmacokinetic and Bioavailability Studies and In Vitro Dissolution Testing;
Potassium Chloride Modified-Release Tablets and Capsules: In Vivo Bioequivalence
and In Vitro Dissolution Testing) [23, 67]. Problemi koji se javljaju prilikom ispitivanja
bioloske ekvivalentnosti preparata koji sadrze analoge endogenih supstanci su
postojanje endogenog nivoa supstance, uticaj fizioloSke povratne sprege, uticaj
cirkadijalnog ritma 1 nedovoljna osetljivost analitickih metoda za odredivanje
koncentracije. Postojanje endogenog nivoa, koji se menja nakon primene ispitivanog
preparata u skladu sa delovanjem odgovarajuce fizioloske sprege, predstavlja pravi
izazov za dokumentovanje bioekvivalencije ovih preparata. U najvecem broju slucajeva
potrebno je primeniti korekciju ukupne koncentracije u odnosu na endogeni nivo, $to se
1 preporucuje u postoje¢im smernicama, ali dodatna istraZivanja i preporuke za veci broj
ovakvih preparata su neophodni za pravilan dizajn ovih studija bioekvivalencije. U
literaturi se moZe na¢i manji broj radova u kojima je prikazana biofarmaceutska

karakterizacija preparata koji sadrze analoge endogenih supstanci [68-71].
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Tabela 3. Osnovni elementi zavr$nog izvestaja studije bioekvivalencije [35]

Protokol studije Uvod
Podaci o ispitivanim preparatima
Cilj 1 dizajn ispitivanja
Eticka razmatranja, saglasnost odgovarajucih tela
Izbor ispitanika
Postupak ispitivanja
Bioanaliticka metoda
Podaci o uo¢enim nezeljenim efektima

Farmakokineti¢ka i statisti¢ka analiza

Podaci o ispitanicima  Informisani pristanak
Osiguranje ispitanika
Demografski podaci
Test liste

Randomizaciona Sema

Bioanaliticka metoda  Opis metode
Validacija metode

Hromatogrami

Rezultati ispitivanja Individualne 1 srednje vrednosti koncentracija sa
vrednostima standardnih devijacija
Graficki prikaz koncentracija u plazmi u funkciji vremena
Individualne 1 srednje vrednosti farmakokineti¢kih
parametara
Statisticka analiza

Procena odstupanja

Zakljucak Kratak zaklju¢ak o uspostavljenoj bioekvivalenciji

ispitivanih preparata

2.2 Biofarmaceutski sistem klasifikacije lekova

Iako studije bioloSke raspolozivosti 1 bioloSke ekvivalentnosti predstavljaju

najpouzdaniji nacin procene brzine i obima resorpcije lekovite supstance, ove studije su
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1 finansijski 1 vremenski zahtevne 1 nose odredeni rizik za pojavu nezeljenih efekata kod
ucesnika studije. Iz tih razloga je poslednjih 15 godina doslo do intenzivnog rada na
razvoju metoda za in vitro procenu oslobadanja lekovite supstance iz preparata.
Moguénost koriS¢enja in vitro ispitivanja brzine rastvaranja lekovite supstance iz
lekovitih preparata (Dissolution test) kao zamene za in vivo studije bioloske
ekvivalencije uvedena je sa pojavom BCS sistema [72].

BCS definiSe rastvorljivost i/ili permeabilnost kao ograniavajuce faktore koji
utiu na resorpciju i na osnovu njih su lekovite supstance podeljene u 4 klase [72, 73]

(tabela 4).

Tabela 4. Biofarmaceutski sistem klasifikacije lekova [72]

BCS klasa Rastvorljivost Permeabilnost
I Visoka Visoka
II Niska Visoka
I Visoka Niska
v Niska Niska

Znacaj poznavanja procesa rastvaranja leka in vivo u gastrointestinalnom traktu 1
njegove permeabilnosti kroz intestinalne membrane u fazi resorpcije je poznat jo§ od
sredine proslog veka, ali je tek sa pojavom BCS sistema obezbeden novi kvantitativni
pristup sagledavanja ovih procesa. Uvodenje BCS sistema doprinelo je formiranju
jedinstvene baze podataka, zasnovane na nizu eksperimentalnih i literaturnih vrednosti,
koja olakSava donoSenje odluka regulatornih agencija prilikom procene farmaceutskih
preparata u cilju njihove registracije ili kod postregistracionih aktivnosti. Jedan od
ciljeva BCS-a je odredivanje klase lekova kod kojih bioloska ekvivalencija moze biti
procenjena samo na osnovu in vitro rezultata, odnosno kod kojih je moguce
izostavljanje odgovarajucih in vivo studija (biowaiver). Naime, definiSu¢i odnos izmedu
resorpcije, rastvorljivosti i brzine rastvaranja, moguce je identifikovati slucajeve kada se
in vitro podaci o brzini rastvaranja mogu koristiti kao surogat za in vivo procenu
bioloSke ekvivalencije. Tako je samo na osnovu uporedne analize profila brzine
rastvaranja lekovite supstance iz ispitivanih preparata moguce dokazati terapijsku

ekvivalentnost ispitivanog preparata sa referentnim preparatom. lako je BCS razvijen

23



prvenstveno zbog regulatornih implikacija, ovaj pristup je nasao primenu i u

predklinickoj 1 klinickoj fazi razvoja leka [74, 75].

2.2.1 Kriterijumi za biofarmaceutsku klasifikaciju lekovitih supstanci

U skladu sa konceptom BCS sistema, glavni faktori koji utic¢u na proces resorpcije
lekovitih supstanci nakon oralne primene preparata su rastvorljivost, odnosno brzina
rastvaranja lekovite supstance iz farmaceutskog preparata, koji uticu na brzinu

resorpcije 1 permeabilnost lekovite supstance, koja uti¢e na stepen resorpcije.

2.2.1.1 Rastvorljivost

Kao kriterijum za klasifikaciju lekovitih supstanci u okviru BCS sistema koristi se
minimalna rastvorljivost u medijumima ¢ija pH vrednost odgovara fizioloSkom rasponu
pH vrednosti. Za jedinjenja tipa slabih baza ili slabih kiselina, to je, takozvana, osnovna
rastvorljivost, koja predstavlja rastvorljivost nejonizovanog oblika supstance i u
direktnoj je korelaciji sa njenom hemijskom strukturom. Osnovna rastvorljivost se moze
izraCunati iz sledec¢ih jednacina:

ASf (mp —25)

logCo = - logP - 1.11 +0.54 [76]

logCo =-0.01(mp — 25) —logP + 0.5 [77]
gde Cy predstavlja osnovnu rastvorljivost (mol/l), P je particioni koeficijent oktanol-

voda, Sypredstavlja entropiju sistema 1 mp temperaturu topljenja (C°).

Medutim, rastvorljivost lekovite supstance se ne moze razmatrati nezavisno od
primenjene doze, ukoliko Zelimo da ta¢no procenimo njenu mo¢ resorpcije. Johnson i
Swindell su predlozili 1966. godine relativno jednostavan pristup za procenu
maksimalne doze koja ¢e se u potpunosti resorbovati (maximum absorbable dose,
MAD):

MAD =S x K, x SIWV x SITT [78]
gde je S rastvorljivost (mg/ml) pri pH 6.5, K, je konstanta brzine resorpcije (min™),
SIWYV predstavlja zapreminu tecnosti u tankom crevu (ml) (250 ml) i SITT predstavlja

vreme prolaza kroz tanko crevo, koje prosecno iznosi 3 sata. Na osnovu odredivanja
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MAD vrednosti moze se pretpostaviti da li ¢e lek ispoljiti probleme pri rastvaranju i

resorpciji.

Kako koli¢ina lekovite supstance rastvorene in vivo zavisi od doze, ali i od
zapremine tecnosti sa kojom se uzima lek, uveden je, takozvani, dozni broj Dy, koji
predstavlja osnovu za podelu lekovitih supstanci na nisko i visoko rastvorljive u BCS
sistemu:

M
D(): 0

[72, 79]

0~0
gde M, predstavlja maksimalnu terapijsku dozu lekovite supstance, V, zapreminu
tecnosti uzete sa lekom (jedna ¢asa vode, odnosno 250 ml) i Cy je minimalna

rastvorljivost u fizioloSkom rasponu pH vrednosti.

Lekovita supstanca se moze smatrati visoko rastvorljivom ako je dozni broj manji
od 1, a nisko rastvorljivom ako je dozni broj ve¢i od 1 [72, 79]. Klasifikacija na osnovu
rastvorljivosti se zasniva na najve¢oj doznoj jacini primenjenog leka. U skladu sa FDA
smernicom, vr$i se odredivanje profila rastvorljivosti u vodenim medijumima u opsegu
pH vrednosti od 1 do 7.5, odnosno, po EMA smernici, u opsegu pH vrednosti od 1 do
6.8 [35, 80]. Supstanca se smatra dobro rastvorljivom ukoliko se u datom opsegu pH
vrednosti najveca doza rastvara u 250 ml ili manje vodenog medijuma, odnosno pufera
[35, 80].

Savremena dostignuca 1 razvoj biofarmacije poslednjih godina ukazuju da su
trenutno vazec¢i kriterijumi za BCS klasifikaciju lekovitih supstanci previse strogi i da ih
je potrebno modifikovati [81-87]. Jedan od predloga je da opseg pH vrednosti u kome
se odreduje rastvorljivost treba da bude suzen tako da ukljucuje samo slede¢e pH
vrednosti: 1.2, 4.5 1 6.8. Kod amfoternih jedinjenja rastvorljivost treba da se odredi na
izoelektricnoj tacki, ako se ona nalazi izmedu pH 1.2 1 6.8. Takode, predlaze se
uvodenje klase intermedijarno rastvorljivih lekovitih supstanci, uzimajuéi u obzir da
mnoge supstance BCS klase II pokazuju dobru rastvorljivost na odredenim vrednostima
u pH opsegu 1 do 8. Tako bi ove supstance ¢inile BCS Ila klasu, a supstance koje se ne
bi rastvarale pri datom opsegu pH vrednosti ¢inile bi BCS IIb klasu [82, 87]. Predlog je
da se zapremina tec¢nosti koja se koristi za izraCunavanje doznog broja poveca sa 250 ml

na 500 ml, §to je posebno prihvatljivo za pH vrednosti 4.5 1 6.8 koje odgovaraju tankom
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crevu, iako je zapremina od 250 ml reprezentativna za oblast Zeluca [83]. Jedan od
najvec¢ih nedostataka predlozenih kriterijuma je i to Sto se odredivanje rastvorljivosti
vr§i u stanju ravnoteze, pri ¢emu se ne uzima u obzir dinamicka priroda procesa
resorpcije [87]. Ovaj nedostatak se moze prevazi¢i odredivanjem osnovne brzine
rastvaranja, kineticke rastvorljivosti ili koriS¢enjem specijalnih in vitro sistema za

predvidanje in vivo brzine rastvaranja [88-92].

2.2.1.2 Permeabilnost

Permeabilnost je, pored rastvorljivosti 1 brzine rastvaranja lekovite supstance iz
farmaceutskog preparata, kljuéni faktor koji uti¢e na proces resorpcije lekovite
supstance, i samim tim i klju¢ni faktor za klasifikaciju supstanci u okviru BCS sistema.
Lekovita supstanca se smatra visoko permeabilnom ukoliko je stepen resorpcije u ljudi
veéi od 85% [35], odnosno veci od 90% [80]. Pored visokog stepena resorpcije
supstanca mora pokazivati 1 stabilnost u intestinumu, i mora biti poznat mehanizam
transporta supstance kroz Celijske membrane. Transcelularna permeabilnost neke
supstance zavisi od odnosa njene rastvorljivosti u lipidnom sloju intestinalnih
membrana 1 rastvorljivosti u vodenom medijumu [93, 94]. Ovo je okarakterisano

slede¢om jednacinom:

K
Py = —— [93]
DleTl

gde je P, koeficijent permeabilnosti, K, particioni koeficijent oktanol-voda, Dy,
membranski difuzitet 1 L, debljina membrane. 1z ove jednacine se moze videti da ¢e
permeabilnost kroz neku membranu za odredenu supstancu zavisiti od fluidnosti te
membrane i particionog koeficijenta supstance. Tako je pokazano da supstance ¢iji je
log P manji od nule predstavljaju hidrofilne molekule koje imaju malu permeabilnost.
Sa druge strane, supstance sa log P ve¢im od 3 su veoma lipofilne, Sto ogranicava

njihov transport kroz enterocite [93]. Supstance sa log P u opsegu od 0 do 3 pokazuju

najbolju resorpciju mehanizmom pasivne difuzije.

Metode za odredivanje permeabilnosti mogu biti krajnje jednostavne, ali i veoma
kompleksne. Permeabilnost se moze odrediti matemati¢kim proraCunom na osnovu

hemijske strukture molekula, in vitro ispitivanjem uz korisS¢enje modela vestackih
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membrana, in vitro ispitivanjem na razli¢itim kulturama ¢elija (Caco-2 ¢elije, MDCK
¢elije), in vitro ispitivanjem na humanom ili animalnom intestinalnom tkivu, in vivo
studijama intestinalne perfuzije u ljudi ili in vivo ili in situ studijama intestinalne
perfuzije na animalnim modelima, kao i1 studijama u kojima se odreduje apsolutna
bioloska raspolozivost i studijama balansa mase (Mass Balance Studies) [95-98].

Iako se odredivanje permeabilnosti in vivo metodama na ljudima jos§ uvek smatra
najpouzdanijim na¢inom procene permeabilnosti, ovaj pristup zahteva dosta vremena i
finansijskih sredstava, a dobijeni rezultati se odnose samo na deo intestinuma (jejunum).
Iz tog razloga je proteklih godina doslo do intenzivnog razvoja razli¢itih modela
vestackih membrana za procenu permeabilnosti lekovitih supstanci i razlicitih in silico
metoda u kojima se predvida permeabilnost na osnovu fizi¢ko-hemijskih osobina
molekula, vrednosti particionog koeficijenta i sposobnosti uspostavljanja vodoni¢nih
veza [99, 100]. Posebnu paznju treba posvetiti ako je supstanca supstrat za odredene
proteinske transportere i pokazuje aktivan transport kroz membranu [101, 102].

Kao 1 u slucaju rastvorljivosti, 1 kriterijumi za procenu permeabilnosti su zadnjih
godina predmet diskusije 1 dodatnih razmatranja. Jedan od predloga je da se grani¢na
vrednost stepena resorpcije u ljudi koja ukazuje na visoku permeabilnost smanji na 85%
umesto predlozenih 90% [83]. Takode se predlaze formiranje klase supstanci
intermedijerne permeabilnosti, u kojoj bi se nalazile supstance koje pokazuju stepen

resorpcije izmedu 40% i 85% 1 koje bi se takode mogle razmatrati za biowaiver [83].

2.2.1.3 Brzina rastvaranja lekovite supstance iz lekovitog preparata

Brzina rastvaranja lekovite supstance iz lekovitog oblika je tre¢i faktor koji, u
skladu sa principima BCS-a, utiCe na bioloSku raspolozivost lekovite supstance iz
oralno primenjenog preparata. Kako neposredno odredivanje in vivo brzine rastvaranja
lekovite supstance iz farmaceutskog preparata nije moguce, in vitro test brzine
rastvaranja (Dissolution test), ukoliko je adekvatno osmisljen, moze oslikavati sudbinu
supstance in vivo [103-105].

Test brzine rastvaranja se moze koristiti za izbor optimalne formulacije u fazi
razvoja lekovitog preparata, zatim za ispitivanje stabilnosti i kvaliteta gotovog
proizvoda pri pustanju serije u promet, kao i u toku predloZzenog roka trajanja, za

transfer (scale-up) tehnoloskog procesa sa laboratorijskog na polupogonski i proizvodni
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nivo, kontrolu serija u redovnoj proizvodnji i, u slucaju odredenih postregistracionih
promena, za procenu potrebe za izvodenjem nove studije bioekvivalencije [75].
Izvodenje testa brzine rastvaranja neophodno je za sve Cvrste farmaceutske preparate
kod kojih je resorpcija lekovite suspstance uslov za ostvarivanje terapijskog delovanja.
Test brzine rastvaranja je prvi put zvani¢no uveden u USP 18 1970. godine [106], a
tokom godina su izdate i razliite smernice od strane regulatornih agencija za lekove u
Evropi 1 Americi koje se odnose na uslove izvodenja ovog testa (tabela 5). Medutim,
vecina ovih smernica daje samo opste preporuke za izvodenje ovog testa. Za neke
preparate u Americkoj farmakopeji se mogu naci u okviru monografija ta¢no propisani
uslovi ispitivanja i zahtevi koji moraju biti ispunjeni [8], ali za veliki broj preparata
uslovi nisu definisani.

Brzina rastvaranja lekovite supstance iz farmaceutskog preparata zavisi od njenih
fizicko-hemijskih osobina i karakteristika samog preparata. Kako su glavni faktori koji
utiCu na in vivo brzinu rastvaranja u gastrointestinalnom traktu hidrodinamicki uslovi
koju tu vladaju 1 sastav, pH 1 zapremina gastrointestinalnih te¢nosti, in vitro test brzine
rastvaranja treba da bude tako dizajniran da S$to realnije odraZava navedene in vivo
uslove, kako bi se dobijeni rezultati mogli dovesti u korelaciju sa in vivo rezultatima.
Ukoliko ovi uslovi nisu adekvatno reprodukovani in vitro, na osnovu testa brzine
rastvaranja nije moguce tacno predvideti in vivo ponaSanje preparata [114]. Dalje, in
vitro test brzine rastvaranja koji se koristi za procenu bioekvivalentnosti dva preparata
mora biti dovoljno diskriminativan, tako da ukaZe samo na one suStinske razlike izmedu
profila brzine rastvaranja in vitro koje ¢e se ispoljiti 1 in vivo izmedu profila resorpcije
ispitivanih preparata. Da bi test brzine rastvaranja bio diskriminativan, preparati moraju
biti analizirani pod istim eksperimentalnim uslovima i dobijeni profili moraju na
adekvatan nacin da oslikavaju in vivo ponaSanje preparata. Ukoliko in vitro rezultati
nisu u korelaciji sa in vivo profilima, onda uzrok ovog neslaganja mora biti ispitan [35].

Savremeni trendovi u razvoju metoda za ispitivanje brzine rastvaranja ukljucuju
dizajn in vitro testova koji Sto vernije simuliraju in vivo uslove, kao i razvoj
mehanistickih modela za uspostavljanje korelacije izmedu in vitro 1 in vivo rezultata

[115-117].
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Tabela 5. Hronoloski pregled regulatornih smernica vezanih za primenu in vitro

testa brzine rastvaranja

1993

FDA Guidance for Industry: Oral Extended (Controlled) Release
Dosage Forms in /n Vivo Bioequivalence and In Vitro Dissolution

Testing [107]

1995

FDA Guidance for Industry: Immediate-Release Solid Dosage
Forms: Scale-Up and Postapproval Changes (SUPAC-IR):
Chemistry, Manufacturing and Controls, In Vitro Dissolution

Testing and /n Vivo Bioequivalence Test Documentation [108]

1997

FDA Guidance for Industry: Dissolution Testing of Immediate-
Release Solid Oral Dosage Forms [109]

1997

FDA Guidance for Industry: Modified-Release Solid Dosage
Forms: Scale-Up and Postapproval Changes (SUPAC-MR):
Chemistry, Manufacturing and Controls, In Vitro Dissolution

Testing and /n Vivo Bioequivalence Documentation [110]

1997

FDA Guidance for Industry: Extended-Release Oral dosage
Forms: Development, Evaluation and Application of In Vitro/In

Vivo Correlation [111]

2000

FDA Guidance for Industry: Waiver of /n Vivo Bioavailability
and Bioequivalence Studies for Immediate-Release Solid Oral
Dosage Forms Based on a Biopharmaceutics Classification

System [80]

2003

FDA Guidance for Industry: Bioavailability and Bioequivalence
Studies for Orally Administered Drug Products-General

Considerations [53]

2000

EMA Note for Guidance Specifications: Test procedures and
Acceptance Criteria for New Drug Substances and New Drug

Products: Chemical substances [112]

2010

EMA Guideline on the Investigation of Bioequivalence [35]

2012

EMA Draft Guideline on Oral Modified-Release Products [113]
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2.2.2 Primena Biofarmaceutskog sistema klasifikacije lekova: biowaiver

Uvodenje Biofarmaceutskog sistema klasifikacije lekova omoguéilo je, u
odredenim situacijama, koriS¢enje in vitro ispitivanja brzine rastvaranja lekovite
supstance iz preparata kao zamene za in vivo studije bioekvivalencije [80]. Iako se in
vivo studije smatraju nezamenljivim kada su u pitanju procena efikasnosti i bezbednosti
primene nove lekovite supstance i ispitivanje kvaliteta preparata, ove studije, u eri brzog
razvoja najsavremenijih tehnologija, imaju i veliki broj nedostataka. Danas, kada je za
razvoj novog leka potrebno u proseku deset godina, a konkurencija je veoma velika,
svaka mogucnost uStede na vremenu je bitna, pa je i sveprisutna tendencija i teznja za
smanjenjem broja klinickih studija, uz primenu in vitro i in silico metoda, potpuno
razumljiva.

BCS sistem omogucava identifikaciju klju¢nih faktora koji mogu ograniciti proces
resorpcije 1 izbor eksperimentalnih uslova i zahteva za test brzine rastvaranja, kao i
procenu mogucnosti uspostavljanja in vitro-in vivo korelacije (IVIVK). U tabeli 6 je dat
pregled karakteristika klasa lekova u okviru BCS sistema sa aspekta moguénosti

uspostavljanja IVIVK.

Tabela 6. Mogucnost uspostavljanja IVIVK u skladu sa BCS sistemom za lekovite

preparate sa trenutnim oslobadanjem lekovite supstance [72]

BCS klasa  Ogranicavajudi faktor za resorpciju ~ Moguénost uspostavljanja IVIVK

IVIVK moguca ako je brzina

I brzina praznjenja Zeluca rastvaranja manja od brzine
praznjenja Zeluca
IVIVK mogucéa ako su brzine

II brzina rastvaranja rastvaranja in vivo 1 in vitro sli¢ne,
osim ako doza nije veoma visoka

I permeabilnost IVIVK ogranicena ili nemoguca

v brzina rastvaranja i permeabilnost IVIVK ogranicena ili nemoguca

Za lekove klase I BCS sistema se ocekuje dobra resorpcija, osim ako su nestabilni

unutar gastrointestinalnog trakta, ako grade nerastvorljive komplekse ili podlezu
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metabolizmu prvog prolaza [47]. Resorpcija ove klase lekova, primenjenih u obliku
preparata sa trenutnim oslobadanjem, ne zavisi od brzine rastvaranja i vremena prolaska
kroz gastrointestinalni trakt i regulisana je samo brzinom praznjenja zeluca, zbog Cega
se ne ocekuje uspostavljanje korelacije sa brzinom rastvaranja [72]. Test brzine
rastvaranja za preparate ove klase BCS sistema treba da pokaze da se lek zaista brzo
oslobada iz preparata u vodenom medijumu.

Resorpcija lekova BCS klase II je ogranicena brzinom rastvaranja in vivo, osim
ako doza nije previsoka, 1 obi¢no je sporija nego kod lekova BCS klase 1. Profil brzine
rastvaranja kod ove klase mora biti definisan ve¢im brojem vremenskih tacaka i uz
upotrebu vise medijuma, ukljucujudi i biorelevantne medijume. Ova klasa lekova moze
pokazivati varijabilnu resorpciju, zbog mnogobrojnih in vivo faktora, kao i faktora
formulacije, koji mogu uticati na brzinu rastvaranja [87, 118, 119].

Klasa III BCS sistema pokazuje resorpciju ograni¢enu permeabilnoscéu, zbog Cega
je brzo rastvaranje prakti¢no i pozeljno da bi se povecalo vreme kontakta izmedu
rastvorenog leka i1 povrSine za resorpciju. Kod ovih lekova i1 brzina i stepen resorpcije
mogu biti varijabilni, ali se smatra da, ako su ispunjeni zahtevi za veoma brzo
rastvaranje (najmanje 85% lekovite supstance za 15 minuta), ova varijabilnost nece biti
posledica faktora formulacije, ve¢ fizioloSkih faktora [120-122].

Lekovi klase IV BCS sistema imaju nisku rastvorljivost i permeabilnost 1
predstavljaju pravi problem pri formulaciji preparata za oralnu primenu.

Osnovni princip bioloske ekvivalentnosti je da sli¢nost profila koncentracija leka
u funkciji vremena za test 1 referentni preparat podrazumeva 1 sli¢nost u terapijskom
efektu, usled cega je moguca njihova zamenljivost u klinickoj praksi. Sa druge strane,
sli¢nost in vitro profila brzine rastvaranja ispitivanih preparata ukazuje na slicnost
njihovih in vivo profila brzine rastvaranja, a time i na sli¢nost dispozicije leka u
organizmu. Na osnovu ovoga, a u skladu sa konceptima BCS sistema, moze se
pretpostaviti da je, za pojedine lekove, moguce na osnovu in vitro profila brzine
rastvaranja predvideti profil resorpcije leka u organizmu, S§to omogucéava izostavljanje
odgovarajuce in vivo studije (biowaiver).

FDA je prva regulatorna agencija koja je prihvatila biowaiver koncept prilikom
stavljanja u promet generickih lekova, ¢ime je potvrden prakticni znac¢aj BCS sistema

[80]. Prema propisima FDA, izostavljanje in vivo ispitivanja bioloske raspolozivosti ili
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bioloske ekvivalencije je prihvatljivo za preparate sa trenutnim oslobadanjem koji
sadrze dobro rastvorne i visoko permeabilne supstance (BCS klasa I) i koji pokazuju
brzo rastvaranje in vitro (najmanje 85% za 30 minuta), pri ¢emu prisutni ekscipijensi u
formulaciji ne smeju uticati na proces resorpcije, a supstanca ne sme biti lek uskog
terapijskog indeksa [80]. Ocekuje se da male razlike u brzini rastvaranja nec¢e kod ovih
lekova imati znacajan uticaj na Cp,x 1 PIK 1 da ¢ée se konvencionalni preparati sa
trenutnim oslobadanjem ponasati in vivo kao oralni rastvori. Dalji razvoj 1 usavrSavanje
biowaiver koncepta tokom godina pokazali su da su uslovi dati u FDA smernici veoma
strogi i da postoji moguénost prosirenja ovog koncepta i na druge klase lekova [82, 83,
118-122]. Kod lekova klase III kandidati za biowaiver mogu biti oni koji se nalaze u
obliku preparata sa trenutnim oslobadanjem lekovite supstance u ¢ijem se sastavu
nalaze konvencionalni ekscipijensi i koji pokazuju veoma brzo rastvaranje in vitro
(najmanje 85% za 15 minuta); lek ne sme biti supstrat za transportne proteinske pumpe
koje se nalaze u zidu creva i ne sme da podleze metabolizmu prvog prolaza. Neki autori
smatraju da slabe kiseline BCS klase II takode mogu biti kandidati za biowaiver [87,
118, 123]. Ovi lekovi pokazuju malu rastvorljivost samo u Zelucu, dok je rastvorljivost
pri viSim pH vrednostima u oblasti intestinuma dobra, pa se tako za obim resorpcije
(PIK) u ovom delu gastrointestinalnog trakta ne ocekuje da bude osetljiv na manje
razlike u brzini rastvaranja, za razliku od Cy,.x, koji moZe ispoljiti veliku varijabilnost.
Kod ove klase lekova brzina rastvaranja predstavlja ograni¢avajuci faktor za resorpciju i
postoji velika moguénost uspostavljanja IVIVK, §to moze opravdati izostavljanje in
vivo ispitivanja [116, 117]. U nedavno objavljenoj smernici EMA za ispitivanje
bioloske ekvivalentnosti lekova, biowaiver je pored lekova klase I, moguc i1 za lekove
BCS klase III, ako su ispunjeni odgovaraju¢i uslovi [35]. Lek klase III mora biti u
obliku preparata sa trenutnim oslobadanjem koji pokazuje veoma brzo rastvaranje in
vitro (najmanje 85% za 15 minuta) u medijumima pH vrednosti 1.2, 4.5 1 6.8, pri ¢emu
upotrebljeni ekscipijensi moraju biti isti 1 u veoma sli¢nom kvantitativnom odnosu kod
obe formulacije. Svetska zdravstvena organizacija (World Health Organization, WHO)
daje preporuke za ekstenziju biowaiver koncepta za lekove BCS klase III, pri ¢emu
takode 1 ispitivani i referentni preparat moraju pokazati veoma brzo rastvaranje, kao 1 za
lekove BCS klase II tipa slabih kiselina, pri cemu odnos doza-rastvorljivost mora biti

manji ili jednak 250 ml pri pH 6.8, ispitivani preparat pokazuje brzo rastvaranje pri pH
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6.8 1 pri emu je ostvarena slicnost profila brzine rastvaranja sa referentnim preparatom
pripH 1.2,4.516.8 [124].

Na inicijativu  Medunarodne farmaceutske organizacije (International
Pharmaceutical Federation, FIP) od 2004. godine pocelo je objavljivanje biowaiver
monografija supstanci, sa ciljem da se sakupe svi dostupni podaci iz literature koji su
neophodni za donosenje odluke da li in vitro test brzine rastvaranja moze biti koris¢en
umesto studije bioekvivalencije [125]. Prilikom izrade monografije moraju biti uzeti u
obzir svi faktori 1 kriterijumi koji su navedeni u smernici WHO (Proposal to waive in
vivo bioequivalence requirements for WHO Model List of Essential Medicines
immediate-release, solid oral dosage forms) [126]. Monografija treba da sadrzi podatke
o fizi€ko-hemijskim karakteristikama leka (rastvorljivost, pKa, logP, polimorfizam,
gradenje soli), dostupne podatke o permeabilnosti (intestinalna permeabilnost,
permeabilnost na kulturama ¢elija, stepen bioloske raspolozivosti), dostupne podatke o
studijama bioekvivalencije, moguce interakcije sa hranom i ekscipijensima, literaturne i
eksperimentalne podatke o poredenju profila brzine rastvaranja, terapijske indikacije i
terapijski indeks leka. Ove monografije nemaju regulatorni status, ve¢ predstavljaju
skup trenutno najboljih dostupnih struénih misljenja, 1 veoma su znaCajne jer
omogucavaju 1 kriticku procenu trenutno vaZecih kriterijuma za BCS klasifikaciju
lekovitih supstanci. Do sada je objavljeno oko 40 monografija razli¢itih lekovitih
supstanci (paracetamol, atenolol, cimetidin, ibuprofen, verapamil...) koje imaju veliki
znacaj, jer se na osnovu prikaza biofarmaceutskih karakteristika 1 stru¢nih misljenja na
jednom mestu moze znacajno skratiti postupak donoSenja odluke regulatornih organa o

prihvatanju biowaiver koncepta u razli¢itim fazama Zivotnog ciklusa leka.
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3 INSILICO MODELI ZA PREDVIDANJE RESORPCIJE

Identifikacija kinetike procesa rastvaranja lekovite supstance in vivo 1 procesa
resorpcije predstavlja kljuéni korak u biofarmaceutskoj karakterizaciji preparata.
Resorpcija leka nakon oralne primene veoma je kompleksan proces i, iako je u velikom
broju slucajeva moguce primeniti klasi¢nu farmakokineticku analizu (Wagner-Nelson i
Loo-Riegelman metode) [127, 128], u odredenim slucajevima resorpcija ipak ne moze
biti procenjena na ovaj nacin. Iz tog razloga je u poslednje vreme do$lo do intenzivnog
razvoja in silico modela za simulaciju procesa resorpcije leka, koji sve vise nalaze
primenu u fazi razvoja novih lekova i regulatornim razmatranjima [129-131].

Jedan od prvih koncepata sagledavanja resorpcije leka koji 1 danas predstavlja
osnovu za razumevanje ovog procesa je hipoteza pH-zavisne raspodele. Po ovoj
hipotezi, samo nejonizovani oblik molekula koji ima sposobnost jonizacije ¢e se
resorbovati kroz membranu gastrointestinalnog trakta [132, 133]. Frakcija resorbovanog
leka zavisi od pKa supstance i pH sredine na mestu resorpcije. Iako je ovim konceptom
proces resorpcije dosta pojednostavljen, na osnovu ovog modela su shvaceni osnovni
aspekti resorpcije. Ho 1 saradnici su razvili jedan od prvih modela za simuliranje
resorpcije leka na bazi transporta putem pasivne difuzije kroz membrane
gastrointestinalnog trakta [134-136]. Ovaj model je predstavljao prvi primer
mehanisticke interpretacije procesa resorpcije, ali zbog sloZenosti sama metodologija
nije Siroko primenjivana. Osamdesetih godina proslog veka pojavio se model meSajucih
rezervoara (mixing tank model) koji spada u prve dinamicke modele za predvidanje
resorpcije [137]. U ovom modelu je izvrSena segmentacija digestivnog trakta na jedan
ili seriju rezervoara koji imaju linearnu kinetiku transfera i njegova osnovna
karakteristika je jednostavnost i moguénost povezivanja sa farmakokinetickim
modelima. Takode, ovaj model se moze smatrati preteCom prostornih

(kompartmentalnih) mehanistickih modela, koji danas imaju najvecu primenu.

3.1 Prostorni resorpcioni modeli

Prostorni modeli za predvidanje resorpcije leka spadaju u dinamicke matematicke
modele koji sa velikom tacnosc¢u opisuju tranzit i resorpciju leka kroz razlicite segmente

gastrointestinalnog trakta [138].
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3.1.1 Prostorni model resorpcije i tranzita

Prostorni model resorpcije i tranzita (Compartmental Absorption and Transit
Model, CAT) je razvijen od stane Yu i saradnika, nakon analize vremena tranzita u
tankom crevu za 400 razliCitih supstanci, da bi se tacno definisao prihvatljiv broj
prostora koji ¢e omoguciti tatno predvidanje procesa resorpcije [139]. Vrednosti
vremena tranzita su ispoljavale log normalnu distribuciju i uporedene su sa stvarnim
vrednostima procenta doze leka koja dospeva u kolon. Pokazano je da je podela tankog
creva na sedam prostora najrelevantnija. U dobijenom sedmoprostornom modelu tankog
creva prva polovina prvog prostora predstavljala je duodenum, druga polovina prvog
zajedno sa drugim i tre¢im prostorom zajedno jejunum, a preostali prostori su

odgovarali ileumu (slika 4) [139, 140].

Tanko crevo

Zeludac @ @ @ @ Kolon
— —

~o -

Resorpcija Degradacija

. Degradacija

Eliminacija

Slika 4. Sematski prikaz prostornog modela resorpcije i tranzita [139]
CAT model je definisan nizom diferencijalnih jednacina koje opisuju tranzit

rastvorenog leka i njegovu resorpciju u razli€itim prostorima gastrointestinalnog trakta,

pri ¢emu se odredivanje konstante brzine resorpcije za svaki prostor vr$i na osnovu
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vrednosti koeficijenta permeabilnosti za taj prostor. U CAT modelu tanko crevo je
podeljeno na sedam prostora sa jednakim vremenima tranzita, pri ¢emu se model bazira
na pretpostavkama da se resorpcija leka odvija samo pasivhom difuzijom, da su
konstante brzine tranzita u svih sedam segmenata tankog creva jednake i da je obim

resorpcije u Zelucu i kolonu zanemarljiv [139].

3.1.2 Unapredeni prostorni model resorpcije i tranzita

Unapredeni prostorni model resorpcije i tranzita (Advanced Compartmental
Absorption and Transit Model, ACAT) je razvijen na bazi CAT modela, koji je proSiren
time Sto su u obzir uzeti svi faktori koji nisu razmatrani u osnovnoj verziji CAT modela
(brzina rastvaranja, resorpcija u zelucu ili kolonu, pH-zavisna rastvorljivost, efekat
prvog prolaza, moguénost degradacije u gastrointestinalnom traktu, resorpcija iz

preparata sa modifikovanim oslobadanjem) (slika 5) [140].

Enterohepaticka cirkulacija
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Slika 5. Sematski prikaz strukture ACAT modela [140]

I kod ACAT modela je osnovna pretpostavka da ¢e tokom tranzita lek imati ista
vremena tranzita u svih sedam prostora tankog creva. Kako je koli¢ina te¢nosti koja
dnevno ude u prostor tankog creva (8-9 litara) veca nego koli¢ina koja izade (0.5-1

litar), da bi se zadovoljila osnovna pretpostavka da su vremena tranzita jednaka,
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volumeni i konstante brzine u gornjim prostorima tankog creva su vece nego u nizim
delovima. Ovaj model je zasnovan na postojanju Sest razlicitih oblika lekovite supstance
(neoslobodena, nerastvorena, rastvorena, degradirana, metabolizovana i resorbovana),
osamnaest prostora (Zeludac, sedam segmenata tankog creva, kolon i devet segmenata
enterocita) i tri oblika ekskretovanog materijala (neosloboden, nerastvoren i rastvoren)
[138, 140]. Ukupna koli¢ina resorbovanog leka izracunava se integracijom koli¢ina koje
se sukcesivno resorbuju 1 ekskretuju iz odgovarajucih regiona gastrointestinalnog trakta.
Prednost ACAT modela u odnosu na originalnu veziju CAT modela je §to je tranzit
lekovite supstance u vecoj meri u skladu sa fiziologijom gastrointestinalnog trakta i
realnim in vivo uslovima, jer uzima u obzir kretanje leka u dva smera, iz i ka lumenu
intestinuma, §to nije bio slucaj kod CAT modela. Kona¢na koncentracija rastvorene
lekovite supstance u lumenu gastrointestinalnog trakta rezultat je 1) ulaska lekovite
supstance u odgovarajuc¢i prostor, 2) izlaska lekovite supstance iz prostora, 3)
oslobadanja lekovite supstance iz primenjenog farmaceutskog preparata u
odgovaraju¢em prostoru, 4) rastvaranja, odnosno precipitacije Cestica lekovite
supstance, 5) luminalne degradacije 1 6) resorpcije/eksorpcije lekovite supstance. Svaki
od ovih proces opisan je odgovaraju¢om konstantom brzine [138].

Komercijalna verzija ACAT modela integrisana je u GastroPlus™ softveru, koji
za predvidanje resorpcije zahteva niz ulaznih podataka koji predstavljaju fizicko-
hemijske (molekulska masa, rastvorljivost, veli¢ina 1 gustina Cestica, permeabilnost),
farmaceutsko-tehnoloSke (doza, farmaceutski oblik), fizioloske (duzina i1 precnik
prostora, vreme tranzita, pH, metabolizam prvog prolaza) i farmakokineticke parametre
(farmakokineticki model, klirens, volumen distribucije, procenat slobodnog leka,
konstante brzine raspodele) [140].

Pomoc¢u ACAT modela u okviru ovog programskog paketa moguce je, na osnovu
navedenih ulaznih parametara, in silico simulirati resorpciju lekovitih supstanci kod
ljudi, kao 1 kod nekih Zivotinjskih vrsta i proceniti faktore koji utiCu na resorpciju.
Dalje, moguce je sprovesti virtuelne studije bioloske raspolozivosti i bioloske
ekvivalencije, na izabranom broju ispitanika (maksimalno 2500), kao i simulaciju
hrana-lek i lek-lek interakcija u toku resorpcije [140]. Pomocéu GastroPlus™ softvera je
moguce 1 uspesno simulirati nelinearnu Michaelis-Mentenovu kinetiku metabolizma 1

transporta, pri ¢emu se kao ulazni podaci koriste in vitro odredene vrednosti aktivnosti
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enzima 1 transportnih proteina (Vi., Kp). Takode, mogu se proceniti uticaji
interindividualnih varijacija farmakokinetickih i fizioloskih faktora na resorpcione
profile, kao 1 odrediti biorelevantni kriterijumi za test brzine rastvaranja lekovite
supstance. Za uspeSnu simulaciju navedenih procesa, od klju¢nog znacaja je odabir
adekvatnih ulaznih podataka, jer i male varijacije u njihovim vrednostima mogu
znacajno da utiCu na krajnji rezultat simulacija. Zbog toga je preporucljivo koristiti
optimizacioni modul koji postoji u okviru softvera (Optimization modul), a koji
omogucava optimizaciju vrednosti unetih parametara, kako bi rezultati simulacije bili

Vazna karakeristika ACAT modela u okviru GastroPlus™ programa je
sposobnost izracunavanja konstante brzine resorpcije leka (K,) u skladu sa regionalnom
promenom permeabilnosti leka kroz membranu. IzraCunavanje njene vrednosti se vrsi
pomocu modula Optimal logD, mnoZenjem jejunalne efektivne permeabilnosti i
resorpcionog faktora proporcionalnosti (4bsorption Scale Factor, ASF) specifi¢nog za
svaki prostor u okviru modela.

U literaturi se moze na¢i ve¢i broj radova u kojima je prikazana uspesSna
simulacija resorpcije lekovitih supstanci koje pripadaju razli¢itim grupama BCS-a, pri
¢emu su dobijeni rezultati, zajedno sa rezultatima IVIVK komentarisani 1 u skladu sa
mogucnostima primene biowaiver-a za pojedine supstance [84, 116, 117]. Radovi u
kojima se kvantitativno opisuju 1 ostali farmakokineticki procesi (raspodela,
metabolizam i ekskrecija), kao 1 farmakodinamicki efekti, takode su prisutni u literaturi

[141-144].

3.2 In vitro-in vivo Korelacija

Uspostavljanje in vitro-in vivo korelacije (IVIVK) ima za cilj povezivanje
ponasanja leka uocenog in vitro sa njegovim in vivo zapaZenim biofarmaceutsko-
farmakokineti¢kim karakteristikama. Osnovi cilj uspostavljanja IVIVK je koris¢enje in
vitro testa brzine rastvaranja kao zamene za in vivo studije bioloSke raspolozivosti,
odnosno bioloSke ekvivalencije. Korelacije su obi¢no linearne, ali nelinearne korelacije
su takode moguce [145]. Na osnovu uspostavljene IVIVK moguée je, u odredenim
situacijama, kao Sto je rad na razvoju formulacije preparata sa modifikovanim

oslobadanjem ili sprovodenje postregistracionih izmena u sastavu formulacije,

38



proizvodnoj opremi ili mestu proizvodnje, predvideti in vivo ponasanje preparata samo
na osnovu rezultata dobijenih in vitro ispitivanjem brzine oslobadanja, bez izvodenja
ponovljenih in vivo ispitivanja [111, 146]. Ovakav pristup ima za cilj smanjenje ukupnih
troSkova vezanih za farmakokineticke studije. Uspostavljanje IVIVK se moze ocekivati
ukoliko je oslobadanje lekovite supstance ograni¢avajuci korak u procesu resorpcije, §to
je u skladu sa konceptom BCS sistema, po kome se uspostavljanje IVIVK prvenstveno
ocekuje za lekove koji pripadaju BCS klasi II [72]. Pored toga, razvoj IVIVK se moze
ocekivati ako in vitro metoda brzine rastvaranja na reprezentativan nacin odrazava in
vivo rezultate, odnosno ako je biorelevantna [147, 148].

Izmedu in vitro i in vivo podataka moguce je, u skladu sa smernicama FDA,
uspostaviti pet nivoa korelacije, koji u razli¢itom stepenu omogucavaju predvidanje in

vivo profila oslobadanja:

e korelacija nivoa A;

e korelacija nivoa B;

e korelacija nivoa C;

e viSestruka korelacija nivoa C;
e korelacijanivoa D [111].

Korelacija nivoa A predstavlja najvisi nivo korelacije 1 uspostavljanje ovog nivoa
ukazuje da se in vitro test brzine rastvaranja moze koristiti kao zamena za in vivo
ispitivanja. Ostali nivoi korelacije imaju manji znacaj i ne mogu da se koriste kao
osnova za podnoSenje zahteva za dobijanje dozvole za biowaiver, osim u slucaju
viSestruke korelacije nivoa C, koja predstavlja uspostavljanje kvantitativnog odnosa
izmedu jednog ili viSe farmakokineti€¢kih parametara i koli¢ine rastvorene lekovite
supstance in vitro u razliitim vremenskim intervalima [111]. Uspostavljanje ovog

nivoa IVIVK u ve¢ini slucajeva ukazuje i na postojanje IVIVK nivoa A.

3.2.1 In vitro-in vivo Korelacija nivoa A

Korelacija nivoa A se odnosi na uspostavljanje veze izmedu celokupnog in vitro
profila brzine rastvaranja i in vivo profila koncentracije leka u organizmu, odnosno, na
uspostavljanje korelacije "od tacke do tacke" (slika 6). Ukoliko izmedu koli¢ine

rastvorene supstance u toku vremena in vitro 1 koli¢ine rastvorene, odnosno,
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resorbovane supstance u toku vremena in vivo postoji linearan odnos 1:1, izmedu datih
podataka postoji korelacija nivoa A [111]. Da bi se uspostavila korelacija nivoa A koja
bi bila prihvac¢ena od strane regulatornih organa u svrhu biowaiver-a, ovaj model
korelacije mora biti validiran 1 razvijen na najmanje 3 formulacije razli¢itih brzina
rastvaranja [111]. U literaturi se mogu naci i primeri uspostavljanja IVIVK nivoa A za
samo jednu formulaciju [149-151]. lako ovakvi modeli nemaju regulatorni znacaj, oni
mogu znacajno doprineti razvoju relevantnog testa brzine rastvaranja i mogu dodatno
biti proSireni u pravu IVIVK nivoa A. Kako profil in vivo brzine rastvaranja nije
moguce direktno meriti, za njegovu procenu koriste se razli¢iti matemati¢ki modeli
izraCunavanja. Prilikom uspostavljanja IVIVK moguée je primeniti, takozvani,
dekonvolucioni ili konvolucioni pristup.

U dekonvolucionom pristupu in vivo profil brzine rastvaranja se procenjuje
indirektno, na osnovu podataka o koncentraciji leka u plazmi nakon oralne i intravenske
primene preparata [152]. Rezultati dobijeni primenom ovog pristupa predstavljaju
koli¢inu lekovite supstance koja je resorbovana i koja se poistovecuje sa koli¢inom
supstance koja je rastvorena in vivo, pod uslovom da permeabilnost nije ogranicavajuci
faktor za resorpciju. Dalje se procenat leka resorbovanog in vivo poredi sa procentom
leka oslobodenim in vitro. Naj€esce se za dekonvoluciju in vivo profila koriste Wagner-
Nelson 1 Loo-Riegelman jednacina [127, 128]. Wagner-Nelson metoda se koristi za one
lekove ¢ija se farmakokinetika moze opisati jednoprostornim modelom i njena prednost
je §to od in vivo podataka zahteva samo profil zavisnosti koncentracije leka u funkciji
vremena nakon oralne primene. Loo-Riegelman metoda je bazirana na dvoprostornom
modelu 1 zahteva i podatke nakon intravenske primene leka, $§to ograniava njenu
primenu. Nedostatak dekonvolucionog pristupa je, pored toga §to zahteva primenu
referentnog preparata, i to da koli¢ine leka koje su se resorbovale i rastvorile in vivo nije
uvek moguce poistovetiti. U slucaju lekovitih supstanci kod kojih na resorpciju, pored
brzine rastvaranja, uticu 1 razli€iti transportni proteini ili kod kojih postoji presistemski
metabolizam u zidu creva, koli¢ine supstance resorbovane i rastvorene in vivo se
razlikuju, §to otezava uspostavljanje IVIVK [153].

U konvolucionom pristupu vrsi se poredenje in vivo uocenog profila koncentracije
lekovite supstance u plazmi u toku vremena sa profilom koncentracije predvidenim na

osnovu podataka dobijenih in vitro testom brzine rastvaranja [152]. Prednost ove
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metode je Sto ne zahteva primenu referentnog preparata, pri ¢emu se, kao i kod
dekonvolucionog pristupa podrazumeva da je sistem linearan. Poslednjih godina je
doslo do razvoja konvolucionih metoda u okviru odredenih simulacionih softvera,
pomocu kojih se preko sistema diferencijalnih jednacina konvoluiraju profili in vitro
brzine rastvaranja i predvidaju profili koncentracije u plazmi, bez izvodenja direktne

korelacije izmedu in vivo 1 in vitro profila brzine rastvaranja [154].
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Slika 6. Sematski prikaz uspostavljanja in vitro-in vivo korelacije

3.2.2 Primena in vitro-in vivo Korelacije

IVIVK moze biti od velikog zna¢aja u ranim fazama razvoja leka, kada ispitivanje
odnosa izmedu in vitro 1 in vivo ponaSanja leka u animalnim i in vitro modelima
omogucava izbor najoptimalnije formulacije u pogledu kvaliteta, efikasnosti 1
bezbednosti [155, 156].

Uspostavljanje IVIVK u toku razvoja lekovitog preparata omogucava koriS¢enje
in vitro testa brzine rastvaranja kao zamene za studije bioloske raspolozivosti, odnosno
bioekvivalencije, Sto se dalje koristi za dobijanje dozvole za promet na osnovu

biowaiver-a i definisanje biorelevantnih zahteva za test brzine rastvaranja.
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U slucajevima kada je nakon dobijanja dozvole za stavljanje leka u promet
neophodno da dode do nekih manjih izmena u formulaciji, promena opreme ili
proizvodnog procesa, uspostavljanje IVIVK moze posluziti da se izbegne sprovodenje
nove studije bioekvivalencije, poredenjem profila brzine rastvaranja izmenjene i
referentne formulacije. Do sada je biowaiver zasnovan na primeni IVIVK odobren samo
za preparate sa modifikovanim oslobadanjem [111, 157, 158], mada se ocekuje da ¢e se
ovaj koncept prosiriti i na preparate sa trenutnim oslobadanjem [159, 160].

Na osnovu IVIVK moguce je definisati i zahteve za brzinu rastvaranja koje je
potrebno zadovoljiti in vitro da bi se osigurao odgovarajuci kvalitet preparata. Razvoj
IVIVK omogucava koris¢enje in vitro testa brzine rastvaranja za predvidanje in vivo
ponaSanja formulacije, pri Cemu biorelevantni zahtevi za brzinu rastvaranja
minimiziraju moguc¢nost puStanja u promet serija koje nece imati Zeljeno in vivo
ponasanje. Nacin uspostavljanja zahteva za brzinu rastvaranja na osnovu IVIVK iz
farmaceutskih preparata sa modifikovanim oslobadanjem za oralnu primenu detaljno je
opisan u smernici FDA [111].

Koncept IVIVK se moZe primeniti i na lekovite oblike za parenteralnu primenu
(implanti, sistemi sa kontrolisanim oslobadanjem), ali ovaj pristup nije do sada Siroko

primenjivan [161, 162].
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CILJ RADA

Opsti cilj rada je biofarmaceutska karakterizacija razvojne formulacije tableta sa
trenutnim oslobadanjem levotiroksin-natrijuma 1 razvoj biorelevantnog testa za
ispitivanje brzine rastvaranja kroz izvodenje odgovarajucih in vivo, in vitro 1 in silico

studija.

Cilj in vitro studije je:
e procena uticaja pH vrednosti medijuma na rastvorljivost levotiroksin-natrijuma;
e procena uticaja primenjenih eksperimentalnih uslova na brzinu rastvaranja
levotiroksin-natrijuma iz tableta;

e poredenje profila brzine rastvaranja aktivne supstance iz razlicitih preparata.

Cilj in vivo studije je:
e ispitivanje relativne bioloske raspoloZivosti test formulacije tableta sa
levotiroksin-natrijumom u odnosu na referentni preparat;
e identifikacija kinetike resorpcije leka;
e procena uticaja metode korekcije koncentracije levotiroksina u odnosu na

endogeni nivo na uspostavljanje bioekvivalencije.

Cilj in silico studije je:

e razvoj lek-specifi¢nog resorpcionog modela koji omogucava predvidanje profila
koncentracije leka u krvi 1 1identifikaciju kriti€nih fizi€ko-hemijskih,
farmakokinetickih 1 farmaceutsko-tehnoloSkih faktora koji odreduju brzinu i
obim resorpcije levotiroksina;

e ispitivanje uticaja razli¢itth brzina rastvaranja na profil koncentracije
levotiroksina u plazmi, kao i utvrdivanje biorelevantne specifikacije brzine
rastvaranja;

e uspostavljanje odgovaraju¢eg modela in vitro-in vivo korelacije;

e kriticka analiza moguc¢nosti primene biowaiver koncepta.
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4 MATERIJALI I METODE

U ovom poglavlju su navedeni materijali i opSte metode 1 ispitivanja koja su

koris¢ena u eksperimentalnom radu.

4.1 IN VITRO ISPITIVANJE

4.1.1 Materijali

Za ispitivanje rastvorljivosti koriS¢en je levotiroksin-natrijum u obliku

mikroniziranog praska (proizvoda¢ Peptido GmbH, Nemacka).

4.1.1.1 Uzoreci tableta

Za ispitivanje brzine rastvaranja levotiroksin-natrijuma iz tableta sa trenutnim
oslobadanjem koriS¢eni su uzorci tableta a) prvobitne formulacije generickog preparata,
b) razvojne (optimizovane) formulacije, c¢) referentnog preparata i d) komercijalno
dostupnog uporednog generickog preparata. Podaci o ispitivanim preparatima prikazani
su u tabeli 7, dok je pregled pomo¢nih supstanci koje ulaze u sastav ispitivanih

preparata dat u tabeli 8.

Tabela 7. Podaci o ispitivanim preparatima

prvobitna razvojna referentni uporedni
Preparat N §
formulacija formulacija preparat preparat
oznaka Tl T2 R G
lekoviti
tablete tablete tablete tablete
oblik
jacina 100 pg 100 pg 100 pg 100 pg
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Tabela 8. Pregled pomoénih supstanci koje ulaze u sastav ispitivanih preparata

Preparat Pomoc¢na supstanca

kukuruzni skorb, kalcijum-hidrogenfosfat,

mikrokristalna celuloza, povidon K-25,

T natrijum-skorboglikolat, magnezijum-stearat,
propilenglikol, limunska kiselina
kukuruzni skorb, laktoza, zelatina,

T2 kroskarmeloza-natrijum, magnezijum-stearat
kukuruzni skorb, laktoza, zelatina,

R kroskarmeloza-natrijum, magnezijum-stearat
kalcijum-hidrogenfosfat, mikrokristalna

G celuloza, natrijum-skorboglikolat, dekstrin,

delimi¢no zasi¢eni gliceridi

4.1.1.2 Medijumi za ispitivanje rastvorljivosti i brzine rastvaranja

Za pripremu medijuma za ispitivanje rastvorljivosti 1 brzine rastvaranja
levotiroksin-natrijuma koriS§¢eni su rastvori pufera pripremljeni u skladu sa zahtevima
odgovarajucih farmakopeja. Sastav koriS¢enih medijuma je prikazan u tabeli 9.

Za pripremu medijuma koriS¢ene su sledece supstance: natrijum-laurilsulfat
(Sigma, USA), hlorovodoni¢na kiselina (Merck, Nemacka), kalijum-hlorid (JT Baker,
Holandjija), glacijalna sircetna kiselina (Merck, Nemacka), kalijum-dihidrogenfosfat (JT
Baker, Holandija), natrijum-acetat (JT Baker, Holandija), natrijum-hidroksid (Merck,

Nemacka). Sve supstance se bile odgovarajuceg stepena Cistoce (p.a).
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Tabela 9. Sastav medijuma kori$¢enih u eksperimentalnom radu

Vrsta medijuma Sastav u 1 1 medijuma
hidrohloridni medijum pH 1.2* 3.7 g KCli 85 ml 1 mol/l HCI
hidrohloridni medijum pH 3.0 3.7 g KCl, podeSavanje pH sa 1 mol/l HCI

tatni pufer pH 4.5* 2.99 g CH;COONa x 3H,0 i 1.6 ml
acctatn puiler p .

CH3COOHjjqc
acetatni pufer pH 5.5* 5.98 g CH;COONa x 3H,0 1 0.4 ml
CH3COOHj,c
fosfatni pufer pH 6.0* 6.8 g KH,PO,4i 5.6 ml 1 mol/l NaOH
fosfatni pufer pH 6.8%* 6.8 g KH,PO,i 22.4 ml 1 mol/l NaOH
fosfatni pufer pH 7.4* 6.8 g KH,PO,4139.1 ml 1 mol/l NaOH
fosfatni pufer pH 8.0* 6.8 g KH,PO,4146.1 ml 1 mol/l NaOH
0.01 M HCl sa 0.2% NaLS** 100 ml 0.3 M HCli 2 g NaLS

0.05 M fosfatni puffer pH 7.4*** 6.81 g KH,PO,41 1.56 g NaOH

* u skladu sa propisima USP 34 [8]

** u skladu sa propisom USP 34 za ispitivanje brzine rastvaranja za tablete sa trenutnim
oslobadanjem levotiroksin-natrijuma [ 8]

*** u skladu sa propisom USP 24 za ispitivanje brzine rastvaranja za tablete sa trenutnim

oslobadanjem levotiroksin-natrijuma [24]

4.1.2 Metode

4.1.2.1 Ispitivanje rastvorljivosti

Kao medijumi za ispitivanje rastvorljivosti levotiroksin-natrijuma koriS¢eni su
preciS¢ena voda, USP hidrohloridni medijum pH 1.2 i 3, USP acetatni puferi pH 4.5 i
5.5 1 USP fosfatni puferi 6.0, 6.8, 7.4 1 8.0 (tabela 9). Rastvorljivost levotiroksin-
natrijuma je ispitana tako S$to je supstanca u visku (10 mg) dodata u 10 ml
odgovaraju¢eg medijuma, nakon ¢ega je dobijena suspenzija meSana na laboratorijskom
Sejkeru (Haake SWB 20, Nemacka), zasticeno od svetlosti, pri brzini od 100 rpm na

temperaturi od 37 = 1 °C, u toku 24 sata. Nakon dodatnih 24 sata stajanja bez meSanja,
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uzorci su centrifugirani (15 min na 3000 rpm) 1 supernatanti filtrirani kroz membranske
filtere od staklenih vlakana (Macherey-Nagel, Nemacka). Koncentracija rastvorenog
levotiroksin-natrijuma odredivana je metodom visoko efikasne tecne hromatografije
(HPLC) na sistemu HP1100 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, SAD) sa HP1100
binarnom pumpom, UV/VIS detekcijom i autosemplerom. Obrada podataka je izvrSena
u Agilent Chemstation softveru. Hromatografsko odredivanje je vrSeno na koloni
Zorbax SB-C18, 250 mm x 4.6 mm, sa veli¢inom cestica od 5 pm. Kao mobilna faza
koriS¢ena je smeSa 0.1% (m/v) HsPO4 1 acetonitrila u odnosu 65:35 (v/v). Brzina
protoka mobilne faze je iznosila 1.5 ml/min, a kolona je bila termostatirana na 25 °C.
Injekciona zapremina je bila 100 pl. Metoda je linearna u opsegu koncentracija
levotiroksin-natrijuma 0.10-0.31 pg/ml (koeficijent korelacije ve¢i od 0.995). RSD

vrednosti za preciznost u toku jednog dana i izmedu razli¢itih dana su bile manje od 2%.

4.1.2.2 Ispitivanje variranja mase tableta

Ispitivanje variranja mase izvedeno je prema propisu EP 2.9.5 [163] (vaga
Mettler, SAD). Pojedinacno je izmerena masa 20 tableta 1 izraCunata prose¢na masa kao

aritmeticka sredina.

4.1.2.3 Ispitivanje raspadljivosti tableta

Ispitivanje raspadljivosti tableta je izvedeno prema propisu EP 2.9.1 [163], u
aparaturi za ispitivanje raspadljivosti (Erweka ZT3, Nemacka), u destilovanoj vodi na
temperaturi od 37 °C. Prema zahtevu EP 2.9.1, tablete se moraju raspasti u vodi za 15

minuta.

4.1.2.4 Ispitivanje ¢vrstine tableta

Ispitivanje Cvrstine tableta, koja predstavlja merenje sile loma tablete, je izvedeno

prema propisu EP 2.9.8 [163], na aparatu Erweka TBH 30 (Nemacka).

48



4.1.2.5 Odredivanje sadrZaja levotiroksin-natrijuma u tabletama

Sadrzaj levotiroksin-natrijuma u tabletama je odreden HPLC metodom.
Koncentracija levotiroksin-natrijuma u uzorku odredena je metodom standarda.
Standardni rastvor levotiroksin-natrijuma je pripremljen odmeravanjem oko 10 mg
radnog standarda u odmerni sud od 20 ml. Po dodatku 10 ml metanola, rastvor je
tretiran 10 min na ultrazvu¢nom kupatilu, a zatim je izvrSeno dopunjavanje metanolom
do oznake. 1 ml ovog rastvora je prenet u odmerni sud od 50 ml i dopunjen je
metanolom do oznake. Koncentracija ovog rastvora je bila 10 pg/ml.

Za pripremu ispitivanog uzorka odmereno je i spraSeno 20 tableta. U odmerni sud
od 25 ml preneta je ona koli¢ina praSka koja odgovara 2.5 proseCne mase tablete.
Dodato je oko 15 ml metanola i rastvor tretiran na ultrazvucnom kupatilu, a zatim
dopunjen metanolom do oznake. Dobijeni rastvor je filtriran kroz membranski filter od
staklenih vlakana. Koncentracija levotiroksina odredivana je na sistemu HP1100
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, SAD) sa HP1100 binarnom pumpom, UV/VIS
detekcijom 1 autosemplerom. Obrada podataka je izvrSena u Agilent Chemstation
softveru. Hromatografsko odredivanje je vrSeno na koloni Zorbax SB-CN, 250 mm x
4.6 mm, sa veli¢inom Cestica od 5 um. Kao mobilna faza koriS¢ena je smesa 0.1% (m/v)
H;POy4 1 acetonitrila u odnosu 65:35 (v/v). Brzina protoka mobilne faze je iznosila 1.5
ml/min, a kolona je bila termostatirana na 25 °C. Injekciona zapremina je bila 20 pl.
Metoda je linearna u opsegu koncentracija levotiroksin-natrijuma 4.99-14.96 pg/ml
(koeficijent korelacije vec¢i od 0.995). RSD vrednosti za preciznost u toku jednog dana 1

izmedu razli¢itih dana su bile manje od 2%.

4.1.2.6 Ispitivanje brzine rastvaranja levotiroksin-natrijuma iz tableta

Ispitivanje brzine rastvaranja levotiroksin-natrijuma iz ispitivanih preparata
sprovedeno je na 12 pojedinacnih tableta u aparaturi sa rotiraju¢om lopaticom 1 u
aparaturi sa rotiraju¢om korpicom (Erweka DT80, Nemacka), na temperaturi od 37 £
0.5 °C. S obzirom na osetljivost levotiroksina na svetlost, pri ispitivanju su kori$¢eni
tamni sudovi. Zapremina medijuma koja je koriS¢ena u ispitivanju je bila 500 ml.
Brzina obrtanja je bila 50 rpm i 75 rpm u aparaturi sa lopaticom i 100 rpm u aparaturi sa

korpicom. Uticaj pH vrednosti i sastava medijuma na brzinu rastvaranja levotiroksin-
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natrijuma iz tableta je ispitivan u aparaturi sa lopaticom na razvojnoj formulaciji i
referentnom preparatu. Ispitivanje uticaja vrste aparature i intenziteta meSanja na brzinu
rastvaranja levotiroksin-natrijuma iz tableta je radeno na razvojnoj formulaciji i
referentnom preparatu, uz primenu medijuma pH 6.8. Ispitivanje brzine rastvaranja
levotiroksin-natrijuma iz svih ispitivanih preparata je sprovedeno u skladu sa trenutno
vazeéim uslovima za ovaj test u USP 34, koji podrazumevaju koris¢enje 500 ml 0.01 M
HCl sa 0.02% NaLS u aparaturi sa lopaticom, pri brzini obrtanja od 50 rpm [8], kao i u
skladu sa uslovima koji su bili vaze¢i u USP 24 (500 ml fosfatnog pufera pH 7.4, u
aparaturi sa lopaticom, pri brzini obrtanja od 100 rpm) [24]. Sa obzirom da je za
izvodenje studije bioekvivalencije preporuc¢ena doza levotiroksina od 600 pg, dodatno
je ispitana brzina rastvaranja levotiroksin-natrijuma iz razvojne formulacije 1
referentnog preparata po USP 34 1 USP 24 metodi na zbirnom uzorku od po 6 tableta u
jednoj posudi uredaja za ispitivanje brzine rastvaranja. Pregled svih primenjenih uslova

ispitivanja prikazan je u tabeli 10.

Tabela 10. Pregled eksperimentalnih uslova koriS¢enih za pracenje brzine

rastvaranja levotiroksin-natrijuma iz tableta sa trenutnim oslobadanjem

Vrsta medijuma Vst Brzina obrtanja (rpm)
aparature
hidrohloridni medijum pH 1.2 lopatice 75
acetatni pufer pH 4.5 lopatice 75
lopatice 50
fosfatni pufer pH 6.8 lopatice 75
korpice 100
0.01 M HCl sa 0.02% NaLS lopatice 50
fosfatni pufer pH 7.4 lopatice 100

U odgovaraju¢im vremenskim intervalima (nakon 10, 15, 20, 30, 45 i 60 minuta)
uzorkovano je 10 ml medijuma i uzorak filtriran kroz membranske filtere od staklenih
vlakana (Macherey-Nagel, Nemacka). Koncentracija rastvorenog levotiroksin-natrijuma

odredivana je prethodno opisanom HPLC metodom (4.1.2.1).
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4.1.2.7 Poredenje profila brzine rastvaranja

Sli¢nost in vitro profila dobijenih pod razli¢itim eksperimentalnim uslovima
procenjena je model-nezavisnim pristupom uz primenu faktora sli¢nosti (f2), koji se
izraCunava iz jednacine [35, 109, 164]:

N -0.5
f2=5010g{{1+ﬁZ(Ri—Ti)2} x 100
i=1
n - broj tacaka u kojima se vr$i merenje koli¢ine rastvorenog levotiroksin-natrijuma
R;i - procenat rastvorene supstance za referentni uzorak u odredenom vremenskom
periodu t
T; - procenat rastvorene supstance za ispitivani uzorak u odredenom vremenskom
periodu t.

Vrednosti faktora sli¢nosti izracunate su iz srednjih vrednosti merenja, pri ¢emu je
uzeto u obzir da poslednje vreme uzorkovanja predstavlja najviSe jednu vrednost posle
oslobadanja viSe od 85% aktivne supstance. Dobijeni profili brzine rastvaranja su

smatrani sli¢nim ako je 50< £,<100 [35, 109, 164].
4.2 IN VIVO ISPITIVANJE

4.2.1 Protokol ispitivanja

U istrazivanju su kori§¢eni podaci iz in vivo studije bioloske ekvivalentnosti
sprovedene u cilju komparativnog ispitivanja bioloSke raspolozivosti levotiroksina iz
tableta sa trenutnim oslobadanjem ("in house" raspolozivi podaci iz registracione
dokumentacije Galenike a.d). Ispitivanje bioloSke ekvivalentnosti sprovedeno je u
Specijalnoj hirurskoj bolnici Zdravlje u Backom Petrovcu, prema protokolu odobrenom
od strane FEtickog odbora bolnice 1 Etickog odbora Zavoda za farmakologiju,
toksikologiju 1 klinicku farmakologiju Medicinskog fakulteta u Novom Sadu, kao 1 u
skladu sa Helsinskom deklaracijom o pravima coveka, principima Dobre klinicke
prakse, preporukama EMA/CPMP i FDA, kao i zakonskom regulativom o klini¢kom
ispitivanju lekova u Republici Srbiji [23, 35, 53-55, 165].
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4.2.1.1 Dizajn studije

Studija bioloSke ekvivalentnosti je izvedena kao komparativno, otvoreno,
randomizovano, unakrsno ispitivanje u dve sekvence i dva perioda vremena, nakon
jednokratne oralne primene ukupne doze od 600 pg (6 tableta levotiroksin-natrijuma od
100 pg) kod zdravih dobrovoljaca, u uslovima na gladno, sa wash-out periodom od 35

dana.

4.2.1.2 Karakteristike ispitanika

U studiji bioekvivalencije su ucestvovala 24 zdrava ispitanika, oba pola, starosti
od 24 do 56 godina (33.3 + 9.7; srednja vrednost + SD). Prosecna telesna masa
ispitanika je bila 73.3 + 13.3, a prose¢na visina 1.73 + 0.10 (srednja vrednost + SD).

Pre odabira i ukljucivanja u ispitivanje, svi potencijalni kandidati su informisani
usmeno i pismeno u pogledu ciljeva, procedura, rizika i ograni¢enja na jeziku koji je
njima razumljiv. UceS¢e u ispitivanju je bilo iskljucivo dobrovoljno. UceSée u
ispitivanju ispitanici su potvrdili potpisivanjem Informisanog pristanka.

Svaki ispitanik je morao pro¢i detaljan lekarski pregled 1 laboratorijske testove
(sakupljanje demografskih podataka, porodicna anamneza, fizikalni pregled,
hematoloSke i biohemijske analize, HbsAg, HCV 1 AntiHIV testove, test na trudnocu).
U ispitivanje nisu bili ukljuceni ispitanici sa znacima akutne bolesti, kao i dobrovoljci sa
hroni¢nim oboljenjima kao $to su oboljenja kardiovaskularnog sistema, poremecaji
tireoidne funkcije, insuficijencija kore nadbubrega, diabetes mellitus, diabetes insipidus,
oboljenja jetre, bubrega, gastrointestinalnog trakta, neuroloska i psihijatrijska oboljenja.

U oba perioda ispitivanja ispitanici su hospitalizovani vece pre pocetka
ispitivanja, proveli su u bolnickim uslovima sledeca 24 sata i drugog dana ujutru pusteni
ku¢i. Uzorkovanje krvi je radeno prema protokolu studije u ambulantnim uslovima.
Sedam dana pre pocetka ispitivanja bilo je zabranjeno uzimanje drugih lekova.
Konkomitantna terapija u toku studije nije bila dozvoljena, osim one koja se
primenjivala u svrhe ublaZzavanja neZeljenih efekata. Svaki primenjeni konkomitantni
lek je bio naveden u test listi. Dijeta 1 unos te¢nosti su bili standardizovani. Uzimanje
hrane 1 pic¢a nije bilo dozvoljeno 10 sati pre 1 4 sata nakon primene ispitivanog leka.

Ako se uzorkovanje podudarilo sa obrokom, prednost je data uzorkovanju. Osim vode
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koja je davana sa lekom koji se ispitivao, unos ostalih tecnosti nije bio dozvoljen 2 sata
pre i 2 sata nakon doziranja. Od svih ispitanika je trazeno da se uzdrzavaju od alkohola i
da izbegavaju unos bilo kakvih pica ili hrane koji sadrze ksantine (kafa, Caj, kakao,
¢okolada, koka-kola) 24 sata pre primene leka koji se ispituje, pa sve do kraja studije,
kao i da ne konzumiraju grejpfrut (svezi, smrznuti) u periodu od 7 dana pre pocetka
ispitivanja do kraja studije.

IskljuCivanje ispitanika iz studije bioekvivalencije je bilo moguée samo po
dogovoru glavnog istrazivaca sa licem odgovornim za klini¢ko ispitivanje leka, u
slu¢ajevima povrede protokola studije, pojave teskog nezeljenog dogadaja ili odlukom

ispitanika, glavnog istrazivaca ili odgovornog lica.

4.2.1.3 Randomizacija

Ispitanici koji su ukljueni u ovo ispitivanje metodom slucajnog izbora su
rasporedeni u jednu od dve ispitivane grupe koje su imale podjednak broj ispitanika

(dve grupe od po 12 ispitanika). Za randomizaciju je koriS¢en GraphPad softver.

4.2.1.4 Ispitivani preparati

Test formulacija 1 referentni preparat su primenjeni oralno u dozi od 600 pg (6
tableta), jednokratno, u uslovima na gladno, sa 200 ml negazirane mineralne vode,
prema Semi randomizacije. Ispitanici su ispitivane preparate uzimali u sedecem
polozaju, u kom su ostajali naymanje 30 minuta nakon primene leka. Interval izmedu
dva perioda ispitivanja (wash out period) iznosio je 35 dana. Ispitanici koji su u prvom
periodu ispitivanja primili test formulaciju, u drugom periodu su primili referentni

preparat, 1 obrnuto.

4.2.1.5 Uzimanje uzoraka za analizu

Za procenu bioloske ekvivalentnosti uzimano je po 4 ml krvi kroz intravensku
kanilu, plasiranu u kubitalnu venu ispitanika neposredno pre primene ispitivanja. Uzorci
su uzimani u unapred odredeno vreme: pre unosenja ispitivanih lekova -0,30 (uzorak 1);
-0,15 (uzorak 2); 0 (uzorak 3) i1 0,33 (uzorak 4); 0,66 (uzorak 5); 1 (uzorak 6); 1,33
(uzorak 7); 1,66 (uzorak 8); 2 (uzorak 9); 2,5 (uzorak 10); 3 (uzorak 11); 4 (uzorak 12);
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6 (uzorak 13); 9 (uzorak 14); 12 (uzorak 15); 24 (uzorak 16) i 48 (uzorak 17) sati posle
njihove primene. Predvidena zapremina krvi po uzorkovanju, shodno individualnim
vrednostima hematokrita, omogucila je dobijanje 2 ml plazme neophodne za formiranje
2 serije eksperimentalnih uzoraka. Odmah posle uzimanja, krv je centrifugirana i

dobijeni uzorci plazme su zamrznuti i Cuvani na -20 °C do izvodenja analize.

4.2.1.6 Kvantitativna analiza levotiroksina u uzorcima Krvi

Odredivanje koncentracije levotiroksina i trijodotironina u uzorcima plazme
vrSeno je kompetitivnom hemiluminescentnom metodom na automatskom
imunoloskom analizatoru Immulite 2000 (Siemens Medical Solutions Diagnostics, Los
Angeles, CA, SAD). Limit detekcije metode za levotiroksin bio je 3.0 ng/ml, a za
trijodotironin 0.2 ng/ml. Linearnost je uspostavljena za opseg 10 do 240 ng/ml za
levotiroksin i za opseg 0.4 do 6.0 ng/ml za trijodotironin. Tacnost metode za
levotiroksin u toku jednog dana za dva uzorka koncentracija 82.4 ng/ml 1 124.0 ng/ml
bila je 4.2 1 8.0%, redom, dok je tacnost u toku viSe dana za pomenute koncentracije bila
5.0 1 5.5%. Tacnost metode za trijodotironin u toku jednog dana za dva uzorka
koncentracija 1.6 ng/ml i 3.4 ng/ml bila je 4.9 1 5.3%, redom, dok je ta¢nost u toku vise

dana za pomenute koncentracije bila 5.6 1 6.9%.

4.2.1.7 Farmakokineti¢ka i statisticka analiza

Profili koncentracija levotiroksina u plazmi u funkciji vremena za svakog
ispitanika okarakterisani su na osnovu vrednosti odgovarajuc¢ih farmakokinetickih
parametara: Cpax, tmax, PIKo, PIK(, ke (konstanta brzine eliminacije) i t;, (poluvreme
eliminacije. Odredivanje farmakokinetickih parametara je izvrSeno sa korekcijom i bez
korekcije koncentracije levotiroksina u odnosu na endogeni (baseline) nivo. Korekcija
je vrSena oduzimanjem srednje vrednosti koncentracija tri uzorka pre davanja leka od
svake ocitane koncentracije levotiroksina. Za farmakokineticku 1 statistiCku analizu
koriséen je Equiv Test™ softver (verzija 2.0, Statcon, Nemacka). Svi parametri odredeni
su model-nezavisnom analizom, prema zahtevima za sprovodenje studija
bioekvivalencije [35]. Cpax 1 tmax Su odredeni sa grafika zavisnosti koncentracije leka u

funkciji vremena, a PIKo; i PIKy. su izracunati metodom trapezoida. PIKy., je
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izraCunata iz jednacine PIK., = PIKy + Cy/ke, gde je C, koncentracija u poslednjem
uzorku plazme i k¢ konstantna brzine eliminacije koja je izracunata iz jednacine k¢ =
In2/t;5. Svi farmakokineticki parametri su logaritamski transformisani i uporedeni
analizom varijanse (ANOVA), pri ¢emu su uticaj sekvence, formulacije 1 perioda
razmatrani kao fiksni efekti i uticaj ispitanika u okviru sekvence kao randomizovani
efekat. Koris¢en je nivo znacajnosti od 0.05. Razvojna formulacija je smatrana
bioekvivalentnom sa referentnim preparatom ako se 90% interval poverenja (CI) za
razliku sume najmanjih kvadrata za logaritamski transformisane parametare Cpax, PIK¢
i PIKy., nalazio u opsegu 80-125%. Deskriptivna statisticka analiza (srednja vrednost,
SD, minimalna vrednost, maksimalna vrednost 1 koeficijent varijacije) je uradena za sve

navedene farmakokinetiCke parametre.

4.3 IN SILICO ISPITIVANJE

Za in silico simulaciju procesa resorpcije levotiroksina nakon oralne primene
koriséen je GastroPlus™ programski paket (verzija 6.1.0003, Simulations Plus, Inc.,
Lancaster, CA, SAD).

In vivo resorpcija 1 dispozicija levotiroksina je simulirana na osnovu njegovih
fizicko-hemijskih 1 farmakokineti¢kih parametara, kao i profila brzine rastvaranja
uocenog in vitro. Kao ulazni parametri koriS¢ene su eksperimentalno odredene 1 in
silico predvidene vrednosti 1/ili literaturni podaci. Neophodni farmakokineticki
parametri izraCunati su na osnovu srednjeg profila koncentracije levotiroksina u funkciji
vremena dobijenog za referentni preparat u studiji bioekvivalencije. U simulacijama je
koriS¢en fizioloSki sistem humanog gastrointestinalnog trakta u uslovima na gladno
(Human Physiological Fasted model), osim kada je simuliran uticaj hrane na resorpciju
levotiroksina, gde je izabran fizioloSki sistem humanog gastrointestinalnog trakta nakon
primene obroka (Human Physiological Fed model). Za procenu promena u
permeabilnosti u toku dispozicije levotiroksina kroz razli¢ite delove gastrointestinalnog
trakta izabran je Opt logD Model SA/V 6.1. Koeficijenti C1 1 C2 (koeficijenti
resorpcionog gradijenta) su podeSeni (pomocu modela za optimizaciju) tako da se
simulacijom dobije profil koji najmanje odstupa od in vivo podataka. Na osnovu ovako

podeSenih koeficijenata izraCunati su ASF faktori, koji definiSu brzine resorpcije

55



lekovite supstance u odredenom regionu gastrointestinalnog trakta. “IR tablet mode” je
koriséen za sve simulacije. Kod predvidanja in vivo profila koncentracije levotiroksina u
funkciji vremena na osnovu podataka o brzini rastvaranja levotiroksina iz tableta
koris¢ena je “CR-dispersed” opcija. “CR” opcija simulira oslobadanje rastvorenog leka,
a disperzni oblik zna¢i da se ispitivana tableta nakon primene raspada i dalje
transportuje u obliku disperzije [140]. Za predvidanje resorpcije su koris¢eni modul
pojedinacne simulacije (Single Simulation Mode), koji predvida profil koncentracije
leka u funkciji vremena na osnovu konkretnih vrednosti ulaznih parametara, kao i
modul virtuelne studije (Virtual Trial Mode), koji omoguéava izvodenje serije
simulacija u kojima se vrednosti izabranih fizioloskih, farmakokineti¢kih i1 fizi¢ko-
hemijskih parametara randomizovano menjaju u skladu sa unapred definisanim

profilom distribucije [140].
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5 REZULTATI I DISKUSIJA

5.1 IN VITRO ISPITIVANJE

5.1.1 Rastvorljivost levotiroksin-natrijuma

Rastvorljivost levotiroksin-natrijuma u ispitivanim medijumima, kao i izracunati
odnosi izmedu razli¢itih doza i eksperimentalno odredenih vrednosti za rastvorljivost,
prikazani su u tabeli 11.

Rezultati ispitivanja rastvorljivosti pokazuju da se rastvorljivost levotiroksin-
natrijuma smanjuje sa povecanjem pH vrednosti medijuma, dostize minimalnu vrednosti
pri pH 4-5 1 zatim opet raste sa daljim povecanjem pH vrednosti (slika 7). Dobijeni
profil rastvorljivosti potvrduje da je levotiroksin amfoterno jedinjenje koje pri razlic¢itim
pH vrednostima razli€ito jonizuje. Ovakvi rezultati su u skladu sa rezultatima Wona koji
je takode odredio pH-zavisni profil rastvorljivosti levotiroksin-natrijuma, ali na 25 °C
[20]. On je pronasao da je najniZa rastvorljivost 0.25 pg/ml i da je to rastvorljivost
cviterjona u pH oblasti 4-5, dok je najveca rastvorljivost 120 pg/ml, Sto odgovara
anjonskoj strukturi molekula. Rezultati ispitivanja rastvorljivosti prikazani u tabeli 11 su
nesto visi u odnosu na vrednosti prikazane u radu Wona, $to se moze ocekivati, jer je
rastvorljivost odredivana na viSoj temperaturi. Odnosi doza/rastvorljivost, za tri razliite
doze levotiroksin-natrijuma, izraCunati koriS¢enjem eksperimentalno odredenih
rastvorljivosti za date pH vrednosti, pokazuju da zahtev da odnos doza/rastvorljivost
bude manji od 250 ml da bi supstanca bila klasifikovana kao visoko rastvorljiva nije
ispunjen samo za dozu od 600 pg pri pH intervalu od 4.5 do 6.8 [35, 80]. Medutim,
primena tako visoke doze Ilevotiroksin-natrijuma, koja se koristi u studijama
bioekvivalencije u skladu sa preporukama vazece smernice, nije uobic¢ajena u klinickoj
praksi [12]. Puna supstituciona doza kod odraslih osoba iznosi 100-150 pg dnevno i
doze vece od 200 pg dnevno su retko potrebne [12, 166]. Na osnovu toga se moze
zakljuciti da levotiroksin-natrijum, u opsegu doza koje se uobicajeno koriste u terapiji,
ispunjava uslov da bude okarakterisan kao visoko rastvorljiva supstanca u skladu sa

kriterijumima BCS sistema.
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Tabela 11. Rastvorljivost levotiroksin-natrijuma, odnos doza/rastvorljivost i dozni broj na 37 °C u razli¢itim medijumima

Doza (ng)
Rastvorljivost 100 150 600
pH

(ng/ml) dozni dozni dozni
doza/rastvorljivost _ doza/rastvorljivost ~ doza/rastvorljivost _

broj broj broj

voda (pH 5.6) 20.0 5.0 0.02 7.5 0.03 30.0 0.12
pH 1.2 7.10 14.1 0.06 21.1 0.08 84.5 0.34
pH 3.0 2.45 40.8 0.16 61.2 0.24 2449 0.98
pH 4.5 0.92 108.7 0.43 163.0 0.65 652.2 2.61
pH 5.5 0.94 106.4 0.42 159.6 0.64 638.3 2.55
pH 6.0 1.01 99.0 0.40 148.5 0.59 594.0 2.38
pH 6.8 1.70 52.6 0.21 78.9 0.32 315.8 1.26
pH 7.4 2.80 35.7 0.14 53.6 0.21 2143 0.86

pH 8.0 9.70 10.3 0.04 15.5 0.06 61.8 0.25




Kako su literaturni podaci i eksperimentalno dobijene vrednosti za rastvorljivost
levotiroksin-natrijuma u razli¢itim puferima znatno nizi od literaturnih podataka za
rastvorljivost u vodi, odredena je rastvorljivost i u ovom medijumu. Dobijena
eksperimentalna vrednost je bila ve¢a u odnosu na vrednosti u puferima, ali nesto manja
od vrednosti koje se mogu naci u literaturi [ 14, 19]. Takode, u literaturi se mogu pronaci
podaci da levotiroksin-natrijum pripada BCS grupi I, BCS grupi II i BCS grupi III [15,
21, 22]. Ovakva nelogi¢nost i kontradiktornost se moze objasniti Cinjenicom da
levotiroksin pokazuje specificno ponaSanje u pogledu procesa rastvaranja. Naime, iako
se u literaturi najées¢e moze naéi vrednost od 0.15 mg/ml za rastvorljivost u vodi,
njegova osnovna brzina rastvaranja je manja od 0.2 pg/min/cm? [9]. Ova neusaglasenost
se objasnjava time da se molekuli levotiroksina u vodi medusobno udruzuju formirajuci
velike rastvorne agregate, pre¢nika od 20-100 nm [9]. Udruzivanje molekula
levotiroksina se moze objasniti na osnovu njegove hemijske strukture. Udruzivanje se
verovatno odvija mehanizmima koji ukljucuju stvaranje kovalentnih i nekovalentnih
veza 1 formiranje vodoni¢nih veza izmedu vode i polarnih grupa koje se nalaze na
povrsinih agregata (karboksilna 1 amino grupa alaninskog bocnog niza i fenolna
hidroksilna grupa), a Sto je 1 od najveceg znacaja za postizanje dobre rastvorljivosti.
Stvaranje ovih agregata omogucava postizanje rastvorljivosti vec¢e od 1.5 mg/ml [9],

zbog Cega je pravu rastvorljivost levotiroksin monomera u vodi teSko odrediti.

100

10 A

rastvorljivost (ug/ml)

0.1

pH

Slika 7. pH-zavisan profil rastvorljivosti levotiroksin-natrijuma
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5.1.2 Karakteristike ispitivanih preparata

Farmaceutsko-tehnoloske karakteristike ispitivanih preparata u pogledu sadrzaja

aktivne supstance, variranja mase, raspadljivosti i ¢vrstine prikazane su u tabeli 12.

Tabela 12. Farmaceutsko-tehnoloske karakteristike ispitivanih preparata

Sadzaj levotiroksin- -
Masa + sd Raspadljivost

%

Preparat natrijuma Cvrstina (kP)
: (mg) (s)
(ng/tableti)
T1 98.8 191.45 +1.01 390 12.5
T2 99.7 190.70 £ 0.36 220 10.4
R 99.9 101.37 £ 0.56 313 7.1
G 101.0 108.87 + 0.98 193 5.0

Ispitani uzorci su u pogledu farmaceutsko-tehnoloskih karakteristika
zadovoljavavali zahteve EP. Najvecu Cvrstinu 1 najduze vreme dezintegracije je
pokazala prvobitna formulacija, dok je najmanja ¢vrstina 1 najkrac¢e vreme raspadljivosti
uoceno kod uporednog generickog preparata, koji je, za razliku od ostalih ispitivanih

preparata, izraden metodom direktne kompresije.

5.1.3 Brzina rastvaranja levotiroksin-natrijuma iz tableta

Rezultati ispitivanja brzine rastvaranja levotiroksin-natrijuma iz tableta pod
eksperimentalnim uslovima propisanim u vaze¢oj Americkoj farmakopeji USP 34 (0.01
M HCI sa 0.2% NaLS pri brzini obrtanja lopatica od 50 rpm) i USP 24 (fosfatni pufer
pH 7.4 pri brzini obrtanja lopatica od 100 rpm) za prvobitnu formulaciju, razvojnu

formulaciju, referentni i uporedni preparat prikazani su u tabelama 13-16 1 na slici 8.
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Tabela 13. Procenat oslobodenog levotiroksin-natrijuma iz preparata T1

Vreme (min)

Tableta fosfatni pufer pH 7.4 0.01 M HClI sa 0.2% NaLS
10 15 20 30 45 60 10 15 20 30 45 60
1 62.13 79.99 82.01 85.67 89.05 90.00 34.00 44.04 50.12 51.8 53.67 69.03
2 65.78 78.72 84.00 87.13 93.79 94.03 29.98 38.69 45.27 45.60 52.75 58.78
3 56.71 73.96 81.19 84.98 89.99 89.88 32.05 40.88 49.12 50.59 55.89 61.12
4 55.92 72.44 79.98 84.65 89.37 88.38 28.89 34.88 40.88 41.88 45.39 50.05
5 64.00 81.25 82.34 87.00 91.07 91.11 33.54 37.50 43.99 44.12 49.89 54.12
6 54.12 70.16 76.83 80.12 85.73 86.73 30.75 44.45 49.79 50.39 55.03 57.79
7 63.31 77.75 80.01 83.85 87.06 86.79 38.59 42.90 46.39 46.98 53.98 62.29
8 57.89 73.91 78.93 84.94 87.19 88.21 36.73 42.88 45.01 46.00 50.71 56.77
9 62.02 79.98 83.52 87.88 90.17 90.93 30.17 34.02 39.55 40.12 45.89 50.39
10 66.02 80.03 85.32 88.03 91.04 91.00 31.26 38.59 40.71 41.19 46.29 61.23
11 06.82 79.19 81.32 84.11 85.23 85.33 36.59 42.88 49.29 50.03 55.97 60.78
12 53.08 70.14 77.27 82.00 85.67 85.01 33.93 47.17 55.00 55.90 56.14 63.25
Xsr 60.65 76.46 81.06 85.03 88.78 88.95 33.04 40.74 46.26 47.05 51.80 58.80
SD 4.87 4.08 2.60 2.36 2.63 2.69 3.06 4.03 4.61 4.81 4.09 5.44
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Tabela 14. Procenat oslobodenog levotiroksin-natrijuma iz preparata T2

Vreme (min)

Tableta fosfatni pufer pH 7.4 0.01 M HClI sa 0.2% NaLS
10 15 20 30 45 60 10 15 20 30 45 60
1 73.45 80.19 86.45 90.12 95.40 94.56 65.48 86.56 86.45 95.00 95.40 | 100.20
2 69.99 86.66 88.48 88.78 92.35 100.78 | 62.56 87.89 88.48 96.45 99.45 95.56
3 81.20 89.72 81.46 94.56 93.45 101.65 | 73.45 84.56 96.56 94.56 | 101.00 | 96.30
4 76.56 78.04 82.47 93.14 89.74 92.36 72.18 80.45 95.47 93.14 98.00 99.78
5 68.18 80.29 86.78 89.45 91.07 89.55 74.56 84.20 95.20 98.89 | 100.45 | 96.99
6 70.12 88.85 87.47 95.67 94.56 94.12 73.01 83.69 94.10 99.00 94.56 98.21
7 69.78 75.14 88.47 93.12 93.26 98.33 71.98 88.47 95.41 95.46 98.47 99.47
8 67.98 79.67 82.14 85.02 98.70 97.16 72.48 87.40 95.12 95.41 98.70 | 102.00
9 73.45 84.42 79.98 94.56 91.45 95.40 73.46 89.98 97.47 96.78 96.14 95.40
10 72.98 88.02 78.41 93.20 | 100.05 | 100.67 | 61.45 90.23 93.45 98.60 99.32 94.12
11 74.19 79.64 80.10 89.44 98.36 94.16 63.40 87.89 85.60 99.45 94.00 | 100.30
12 75.84 84.88 97.67 85.18 | 101.37 | 91.22 77.79 79.60 88.61 91.18 90.31 96.23
Xsr 72.81 82.96 84.99 91.02 94.98 95.83 70.15 85.91 92.66 96.16 97.15 97.88
SD 3.88 4.74 5.36 3.58 3.81 3.93 5.41 3.46 4.17 2.55 3.13 2.45

62



Tabela 15. Procenat oslobodenog levotiroksin-natrijuma iz preparata R

Vreme (min)

Tableta fosfatni pufer pH 7.4 0.01 M HClI sa 0.2% NaLS
10 15 20 30 45 60 10 15 20 30 45 60
1 47.90 65.49 73.45 85.56 93.70 99.17 61.00 86.47 93.12 93.56 94.54 96.45
2 49.58 66.95 76.45 84.15 87.56 89.10 62.70 81.56 87.56 89.56 96.48 96.12
3 51.00 68.89 77.98 89.99 87.96 90.20 72.41 83.14 96.56 87.56 90.12 93.89
4 48.12 65.45 78.49 92.45 95.78 91.45 71.00 80.41 90.24 93.41 96.78 99.05
5 46.90 06.45 73.12 85.56 91.56 87.45 58.47 88.00 90.10 93.11 92.50 92.36
6 47.89 61.23 80.48 80.19 87.56 87.60 59.00 86.47 87.49 95.46 90.41 91.47
7 49.56 62.30 74.45 88.47 88.46 91.20 67.12 90.10 89.02 84.56 89.90 93.69
8 53.12 59.89 72.41 91.78 89.89 90.30 58.30 79.98 95.12 90.20 90.14 89.90
9 50.18 67.23 79.11 85.22 93.47 95.40 52.40 78.41 89.12 93.50 96.14 91.26
10 49.18 61.45 73.14 87.03 91.12 86.90 61.45 83.26 92.40 88.70 89.00 94.12
11 47.99 70.45 80.04 90.42 95.99 88.00 63.40 87.89 89.60 98.14 99.00 | 100.30
12 40.10 66.38 77.68 79.46 74.55 69.91 68.03 88.79 93.47 87.60 96.75 89.63
Xsr 48.46 65.18 76.40 86.69 89.80 88.89 62.94 84.54 91.15 91.28 93.48 94.02
SD 3.12 3.27 2.95 4.19 5.68 6.96 5.82 3.90 2.94 3.88 3.50 3.42
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Tabela 16. Procenat oslobodenog levotiroksin-natrijuma iz preparata G

Vreme (min)

Tableta fosfatni pufer pH 7.4 0.01 M HClI sa 0.2% NaLS
10 15 20 30 45 60 10 15 20 30 45 60
1 64.64 84.89 85.57 96.54 98.63 98.03 73.19 88.79 95.45 97.76 97.99 97.65
2 73.07 86.02 88.88 98.00 99.17 99.99 74.34 86.95 96.96 98.23 99.68 | 100.03
3 66.93 81.49 90.86 98.86 99.99 100.02 | 75.39 92.81 97.71 99.06 99.93 99.04
4 61.23 80.22 90.63 92.37 97.61 98.99 74.99 91.30 98.00 99.49 99.91 99.89
5 70.37 79.49 85.11 93.59 98.77 99.06 75.03 94.57 97.60 98.19 98.63 98.74
6 71.04 86.02 86.16 90.12 98.28 98.93 72.94 89.82 97.92 99.29 | 100.07 | 99.91
7 65.83 85.86 85.89 96.72 99.82 100.92 | 79.83 93.61 95.72 96.78 97.57 98.02
8 66.11 83.66 91.83 97.65 98.89 99.82 76.88 95.00 97.22 99.48 99.28 100.02
9 73.12 82.03 89.07 89.97 98.02 99.97 70.06 88.59 95.53 98.44 98.72 99.86
10 67.23 88.77 89.91 92.60 97.30 99.92 66.22 85.74 93.79 94.79 97.59 98.47
11 65.72 84.27 85.77 89.69 95.14 98.05 73.93 91.68 95.79 96.27 96.74 98.98
12 65.31 85.64 87.76 90.57 95.82 98.62 76.64 92.42 96.19 97.50 99.25 99.31
Xsr 67.55 84.03 88.12 93.89 98.12 99.36 74.12 90.94 96.49 97.94 98.78 99.16
SD 3.62 2.74 2.38 3.48 1.47 0.88 3.45 2.98 1.29 1.43 1.10 0.82

64



100

80 -

60 -

40

% rastvorenog levotiroksin-natrijuma

20 1

0 10 20 30 40 50 60
Vreme (min)

N ———

% rastvorenog levotiroksin-natrijuma

0 10 20 30 40 50 60

Vreme (min)

Slika 8. Profili brzine rastvaranja levotiroksin-natrijuma iz uzoraka tableta T1, T2, R i
G: u fosfatnom puferu pH 7.4 pri brzini obrtanja lopatica od 100 rpm (USP 24 metoda)
(a) 1u 0.01 M HCI sa 0.2% NaLS pri brzini obrtanja lopatica od 50 rpm (USP 34

metoda) (b). Prikazane su srednje vrednosti = SD (n=12)
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Rezultati ispitivanja brzine rastvaranja levotiroksin-natrijuma iz prvobitne
formulacije su odgovarali zahtevima USP 24, ali nisu bili u skladu sa zahtevima testa
koji propisuje upotrebu 0.01 M HCI sa 0.2% NaLS, a koji se prvi put pojavio u USP 25
1 trenutno je vaze¢i u USP 34 (slika 8). Oslobadanje levotiroksin-natrijuma iz ove
formulacije u fosfatnom puferu je bilo brzo, sa vise od 85% leka oslobodenog za 30
minuta, dok je u 0.01 M HCI sa 0.2% NaLS uoceno znatno sporije i nepotpuno
oslobadanje lekovite supstance. Potreba za optimizacijom formulacije je 1 nastala
upravo kao posledica znacajnih izmena u zahtevima USP za brzinu rastvaranja
levotiroksin-natrijuma iz tableta sa trenutnim oslobadanjem. Cilj optimizacije je bio
dobijanje ¢vrstog lekovitog oblika koji ¢e obezbediti oslobadanje lekovite supstance
brzinom slicnom onoj koja se postize iz referentnog preparata, Sto je jedan od
preduslova za dobru bioloSku raspolozivost lekovite supstance. Rad na optimizaciji
formulacije obuhvatao je opsezna ispitivanja na osnovu kojih je odabrana optimalna
formulacija (tabela 7).

Rezultati ispitivanja brzine rastvaranja levotiroksin-natrijuma iz razvojne
formulacije, referentnog i uporednog generickog preparata su bili u skladu i sa
zahtevima USP 24 i sa zahtevima USP 34 [8, 24]. Oslobadanje levotiroksin-natrijuma
1z ispitivanih preparata bilo je znatno ve¢e u 0.01 M HCI sa dodatkom surfaktanta. U
fosfatnom puferu pH 7.4 ukupna koli¢ina oslobodene supstance je bila niza, sa vise od
85% levotiroksin-natrijuma oslobodenog nakon 20 minuta u slu¢aju razvojne
formulacije 1 uporednog preparata, dok je najsporije oslobadanje aktivne supstance
pokazao referentni preparat, sa vise od 85% levotiroksina oslobodenog nakon 30
minuta. Prisustvo surfaktanta u medijumu je znacajno uticalo na povecanje koli¢ine
oslobodenog levotiroksin-natrijuma, §to je posebno bilo izraZeno u slucaju referentnog
preparata. Ovakvi rezultati su u skladu sa rezultatima Volpata i saradnika [27].
Izracunata f, vrednost (67.6) pokazuje da se profili razvojne formulacije i1 referentnog
preparata u medijumu sa surfaktantom mogu smatrati slicnim (tabela 17). Uporedni
preparat takode pokazuje slicno ponaSanje u ovom medijumu i1 sa razvojnom
formulacijom i sa referentnim preparatom (tabela 17). Izvesne razlike izmedu razvojne
formulacije 1 referentnog preparata, kao i izmedu uporednog i referentnog preparata,
uocene su kada je ispitivanje brzine rastvaranja izvedeno u skladu sa uslovima

propisanim u USP 24.
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Tabela 17. Izracunate vrednosti faktora sli¢nosti za ispitivane preparate u razli¢itim

medijumima
f
Medijum
pH 7.4 0.01 M HCI + 0.2% NaLS

T2 vs. T1 553 37.6

T2 vs.R 40.1 67.6

T2 vs. G 71.4 veoma brzo rastvaranje
Rvs. Tl 67.5 19.5

Rvs. G 41.0 54.5

Gvs. Tl 55.7 16.5

5.1.3.1 Uticaj pH vrednosti medijuma na brzinu rastvaranja levotiroksin-

natrijuma iz tableta

Uticaj pH vrednosti medijuma na brzinu rastvaranja levotiroksin-natrijuma iz
tableta je ispitan na primeru razvojne formulacije 1 referentnog preparata primenom
medijuma razlic¢itih pH vrednosti u aparaturi sa rotiraju¢om lopaticom pri brzini od 75

rpm. Rezultati ispitivanja prikazani su u tabelama 18-20 i na slici 9.
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Tabela 18. Procenat oslobodenog levotiroksin-natrijuma u hidrohloridnom medijumu pH 1.2, pri brzini obrtanja lopatice od 75 rpm

Vreme (min)

Tableta T2
10 15 20 30 45 60 10 15 20 30 45 60
1 74.59 89.90 88.00 99.00 103.47 100.20 81.23 81.50 96.56 97.20 100.20 | 106.00
2 76.47 86.47 94.56 102.30 | 103.36 100.30 77.45 86.98 100.12 96.54 100.50 | 101.00
3 78.14 90.47 98.47 96.40 101.56 102.20 76.14 93.40 98.56 101.00 | 101.50 | 102.30
4 72.11 91.60 99.00 103.20 | 104.00 101.99 70.69 82.50 99.23 95.40 101.00 | 106.40
5 70.56 88.47 99.48 99.59 100.56 103.50 80.56 81.40 94.20 98.90 100.40 | 101.20
6 72.69 92.00 97.14 101.23 102.30 103.45 81.36 90.01 92.56 100.30 99.99 99.45
7 70.44 86.14 96.99 100.56 98.63 99.40 74.10 92.40 93.47 97.56 100.56 | 105.20
8 75.89 92.31 98.63 99.48 100.56 96.56 72.90 80.36 98.60 97.80 102.30 | 102.39
9 73.12 84.00 100.20 | 102.56 | 100.78 103.41 86.40 83.00 95.40 102.60 97.50 103.56
10 68.78 82.47 99.42 98.60 101.30 101.30 81.47 92.40 98.60 99.56 103.50 | 106.26
11 69.45 87.89 98.00 99.45 103.40 98.70 85.65 89.97 95.00 97.10 101.20 | 106.47
12 79.64 82.96 89.43 103.15 103.48 100.39 71.89 89.48 99.54 103.2 119.55 100.81
Xgr 73.49 87.89 96.61 100.46 | 101.95 100.95 78.32 86.95 96.82 98.93 102.35 | 103.42
SD 3.50 3.50 3.98 2.09 1.65 2.12 5.26 4.91 2.61 2.45 5.60 2.55
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Tabela 19. Procenat oslobodenog levotiroksin-natrijuma u acetatnom puferu pH 4.5, pri brzini obrtanja lopatice od 75 rpm

Vreme (min)

Tableta T2
10 15 20 30 45 60 10 15 20 30 45 60
1 55.40 78.45 89.00 88.00 89.98 88.14 40.23 59.90 70.14 79.90 85.56 85.33
2 49.89 76.56 80.26 84.56 87.56 91.30 41.56 59.78 63.47 74.50 83.21 85.45
3 63.45 84.56 86.54 95.40 93.45 87.45 46.78 68.70 64.56 82.56 80.45 82.14
4 66.24 83.20 89.90 92.30 95.60 96.45 45.69 64.23 72.00 83.69 85.60 80.23
5 63.10 81.45 91.23 92.04 89.90 91.23 48.70 65.78 74.60 84.30 86.12 86.98
6 60.89 75.45 88.45 84.60 93.45 92.36 42.56 62.47 67.00 78.14 83.14 89.47
7 62.45 75.60 87.96 88.45 92.40 93.56 48.90 63.89 67.20 75.40 82.69 85.69
8 63.78 82.30 88.45 91.40 93.78 90.47 49.00 64.77 73.00 86.50 84.56 84.47
9 64.33 83.90 90.56 90.65 91.00 86.89 43.56 58.90 76.58 82.00 85.69 87.23
10 65.47 82.45 79.89 88.70 85.40 85.46 42.36 60.00 74.23 80.56 88.00 85.47
11 50.40 86.57 86.79 90.60 87.12 89.10 39.47 61.00 76.35 80.60 81.00 80.56
12 49.92 82.11 82.33 92.7 82.88 86.39 53.35 68.38 66.28 89.01 83.42 79.18
Xgr 59.61 81.05 86.78 89.95 90.21 89.90 45.18 63.15 70.45 81.43 84.12 84.35
SD 6.36 3.67 3.88 3.24 3.84 3.26 4.24 3.36 4.63 4.23 2.21 3.16
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Tabela 20. Procenat oslobodenog levotiroksin-natrijuma u fosfatnom puferu pH 6.8, pri brzini obrtanja lopatice od 75 rpm

Vreme (min)

Tableta T2
10 15 20 30 45 60 10 15 20 30 45 60
1 67.80 79.80 88.70 87.89 99.47 100.20 59.90 79.90 84.50 84.56 93.40 94.70
2 65.00 84.23 95.60 96.55 98.40 99.90 58.70 78.47 88.90 94.50 95.40 93.40
3 72.30 86.45 92.30 96.47 94.56 99.78 64.50 82.50 90.10 93.14 94.99 96.02
4 71.45 84.99 87.99 95.87 97.56 98.40 65.90 81.45 84.50 92.14 92.40 95.07
5 72.56 80.14 91.56 93.42 94.69 102.30 66.00 83.60 86.70 95.69 96.60 93.47
6 66.89 78.40 92.36 96.49 99.47 101.45 62.40 77.40 85.69 95.47 96.01 96.60
7 67.10 87.45 93.45 94.40 101.20 100.56 63.14 78.90 89.90 92.14 94.52 92.40
8 63.70 86.14 90.47 97.12 97.56 97.40 61.40 83.56 88.47 91.23 93.14 97.20
9 62.30 82.14 88.90 98.14 99.23 99.47 65.40 74.50 81.30 93.70 95.50 96.40
10 72.30 85.00 92.36 96.47 100.54 98.30 63.89 82.40 89.90 96.40 92.47 96.40
11 74.60 85.67 87.80 93.24 99.99 97.80 65.40 79.80 93.40 93.14 92.30 98.90
12 74.28 87.59 91.23 96.94 102.45 94.36 60.81 78.96 90.84 95.33 97.99 99.88
Xgr 69.19 84.00 91.06 95.25 98.76 99.16 63.12 80.12 87.85 93.12 94.56 95.87
SD 4.24 3.13 2.38 2.76 2.39 2.10 2.48 2.72 3.38 3.14 1.84 2.22
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su srednje vrednosti = SD (n=12)
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U skladu sa pH zavisnom rastvorljivos¢u levotiroksin-natrijuma, moze se
ocekivati da ¢e pH vrednost imati znacajan uticaj i na njegovu brzinu rastvaranja iz
tableta. Ovaj uticaj se jasno vidi iz profila brzine rastvaranja dobijenih u medijumima
razli¢itih pH vrednosti (slika 9). Najveca brzina rastvaranja i kompletno oslobadanje
postignuto je u puferu pH 1.2 za obe ispitivane formulacije, sa vise od 85%
levotiroksin-natrijuma oslobodenog za 15 minuta. Koli¢ine rastvorenog levotiroksin-
natrijuma su bile najnize u acetatnom puferu pH 4.5, takode za obe formulacije, Sto se
moze objasniti nizom rastvorljivos¢u supstance u pH oblasti 4-5. Medutim, veca brzina
rastvaranja je uocena u fosfatnom puferu pH 6.8, tako da je vise od 85% lekovite
supstance iz obe formulacije oslobodeno u intervalu od 15 do 20 minuta. Vrednosti

faktora sli¢nosti za dobijene profile brzine rastvaranja su prikazane u tabeli 21.

Tabela 21. Izracunate vrednosti faktora sli¢nosti za ispitivane preparate u razlic¢itim

medijumima
f
Medijum
T2 R
pH 1.2 vs. pH 4.5 48.7 31.3
pH 1.2 vs. pH 6.8 66.2 48.0
pH 4.5 vs. pH 6.8 59.8 41.6

5.1.3.2 Uticaj intenziteta meSanja na brzinu rastvaranja levotiroksin-

natrijuma iz tableta

Uticaj intenziteta meSanja na brzinu rastvaranja levotiroksin-natrijuma iz tableta
ispitan je na primeru razvojne formulacije i referentnog preparata primenom razlic¢itih
brzina obrtanja u aparaturi sa rotiraju¢om lopaticom i aparaturi sa rotiraju¢om korpicom
u fosfatnom puferu pH 6.8. Rezultati ispitivanja prikazani su u tabelama 20, 22 1 23 i na

slici 10.
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Tabela 22. Procenat oslobodenog levotiroksin-natrijuma u fosfatnom puferu pH 6.8, pri brzini obrtanja lopatice od 50 rpm

Vreme (min)

Tableta T2
10 15 20 30 45 60 10 15 20 30 45 60
1 45.40 63.56 74.56 88.79 90.80 98.00 26.60 38.47 62.40 65.70 78.89 89.90
2 42.56 66.02 77.89 85.69 89.90 90.00 34.78 39.69 58.60 69.80 80.36 85.45
3 40.96 66.59 79.69 89.90 93.00 91.56 30.40 40.57 59.90 67.80 74.56 82.48
4 48.78 70.09 74.56 92.00 92.14 93.47 32.47 43.77 56.47 69.90 78.90 88.90
5 49.98 70.50 77.69 91.03 93.60 94.69 33.00 38.14 63.78 70.23 81.56 90.40
6 47.69 69.90 78.63 87.41 92.36 90.14 31.30 36.20 65.50 65.40 74.56 88.90
7 48.23 68.47 72.41 92.30 94.56 93.40 28.90 42.60 63.40 62.10 80.36 84.50
8 46.45 65.47 73.69 91.30 90.56 95.40 30.47 45.00 57.78 63.40 72.14 86.90
9 49.00 66.89 78.80 87.60 90.54 90.78 24.78 34.60 59.90 60.50 78.00 88.00
10 48.20 65.45 80.40 86.90 88.47 89.63 31.30 41.20 60.14 67.80 74.69 85.50
11 47.52 63.40 75.40 91.00 93.69 88.90 32.40 39.14 62.30 65.14 79.90 84.69
12 49.95 57.94 80.16 81.44 92.1 88.03 23.36 30.18 56.55 70.95 73.8 81.42
Xgr 47.06 66.19 76.99 88.78 91.81 92 29.98 39.13 60.56 66.56 77.31 86.42
SD 2.82 3.53 2.74 3.17 1.79 3.00 3.46 4.10 2.93 3.41 3.16 2.89
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Tabela 23. Procenat oslobodenog levotiroksin-natrijuma u fosfatnom puferu pH 6.8, pri brzini obrtanja korpice od 100 rpm

Vreme (min)

Tableta T2

10 15 20 30 45 60 10 15 20 30 45 60
1 75.50 80.56 90.56 96.47 99.90 102.00 | 74.50 79.99 90.41 96.45 99.90 100.20
2 72.45 84.56 92.36 98.69 99.41 99.96 74.69 84.56 89.90 95.14 98.90 99.65
3 78.80 88.90 95.40 98.56 98.10 99.36 78.90 86.98 93.40 93.47 99.90 101.30
4 77.45 87.45 88.47 97.69 97.89 101.60 | 77.99 87.03 92.69 97.69 101.00 | 99.70
5 76.56 85.47 89.56 94.47 98.00 100.45 77.65 86.08 93.78 96.89 100.00 98.56
6 76.47 89.90 93.47 96.40 101.00 99.45 75.41 84.96 90.47 97.47 99.59 100.56
7 73.98 84.36 92.77 99.41 97.69 98.96 74.36 83.45 89.90 95.69 98.96 99.48
8 79.89 83.47 88.69 98.96 98.12 98.60 80.69 89.63 93.78 96.99 99.87 100.60
9 77.50 80.56 90.80 96.40 99.41 100.60 | 74.69 86.41 93.42 98.00 101.30 | 99.41
10 74.69 88.96 89.60 99.40 99.47 99.45 75.70 87.41 90.59 97.60 100.03 99.23
11 75.00 87.40 92.40 93.78 97.40 99.78 82.69 86.95 94.40 96.47 100.01 | 100.03
12 78.27 86.57 88.76 97.61 101.13 | 102.19 82.61 88.31 96.78 98.90 95.26 101.52
Xsr 76.38 85.68 91.07 97.32 98.96 100.2 77.49 85.98 92.46 96.73 99.56 100.02
SD 2.15 3.11 2.20 1.86 1.28 1.19 3.13 2.51 2.19 1.45 1.52 0.86
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Intenzitet meSanja i vrsta aparature mogu imati znacajan uticaj na hidrodinamiku
sistema za ispitivanje brzine rastvaranja lekovite supstance [167-169]. Manje brzine
obrtanja mogu smanjiti reproduktivnost testa, sa druge strane, visoke brzine obrtanja
mogu uzrokovati pojavu turbulencije. Intenzitet meSanja ima uticaj na brzinu
oslobadanja levotiroksin-natrijuma iz obe formulacije (slika 10). Ovaj uticaj je posebno
izrazen u slucaju referentnog preparata, gde je primena manjih brzina mesanja dovela
do sporog i nepotpunog oslobadanja levotiroksin-natrijuma iz tableta. Profili brzine
rastvaranja levotiroksin-natrijuma iz razvojne formulacije bili su znatno brzi nego u
slu¢aju referentnog preparata i, uprkos izvesnim razlikama, manje podlozni uticaju
primenjenih eksperimentalnih uslova (slika 10). Pri svim ispitanim uslovima
oslobadanje levotiroksin-natrijuma iz razvojne formulacije je bilo brzo, sa viSe od 85%
leka oslobodenog za 30 minuta. Uticaj eksperimentalnih uslova ispitivanja bio je vise
izrazen u slucaju referentnog preparata. Ovakvi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima
Pable i saradnika, koji su takode pokazali da je genericki preparat bio manje osetljiv na
uticaj pH vrednosti medijuma u poredenju sa referentnim preparatom [18]. Profil brzine
rastvaranja levotiroksin-natrijuma iz referentnog preparata dobijen u aparaturi sa
korpicom mozZe se smatrati sli¢nim sa profilom dobijenim pri ispitivanju u aparaturi sa
lopaticom pri brzini obrtanja od 75 rpm (f,=64.7), dok se moZe smatrati razli¢itim od
profila dobijenog u aparaturi sa lopaticom pri brzini obrtanja od 50 rpm (f,=23.2). Profil
brzine rastvaranja levotiroksin-natrijuma iz razvojne formulacije dobijen u aparaturi sa
korpicom moZe se smatrati sli¢nim sa profilom dobijenim pri ispitivanju u aparaturi sa
lopaticom pri brzini obrtanja od 75 rpm (f,=53.4), dok se moZe smatrati razli¢itim od
profila dobijenog u aparaturi sa lopaticom pri brzini obrtanja od 50 rpm (f,=35.5).
Poredenje profila brzine rastvaranja dobijenih pri razli€itim brzinama obrtanja lopatice
pokazalo je odsustvo sli¢nosti kod obe formulacije (f,=25.1 za referentni preparat i
£,=45.7 za razvojnu formulaciju). Dobijene vrednosti faktora slicnosti date su u tabeli

24.
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Tabela 24. Izracunate vrednosti faktora sli¢nosti za ispitivane preparate pri razlicitim

brzinama meSanja

f f
Brzina meSanja Brzina meSanja
T2 vs.R T2 R
‘ veoma brzo
100 rpm (korpice) ' 100 rpm vs. 75 rpm 534 64.7
rastvaranje
75 rpm (lopatice) 66.6 100 rpm vs. 50 rpm 35.5 23.2
50 rpm (lopatice) 36.7 75 rpm vs. 50 rpm 45.7 25.1

5.1.3.3 Ispitivanje brzine rastvaranja levotiroksin-natrijuma iz zbirnog

uzorka tableta

Rezultati uporednog ispitivanja brzine rastvaranja levotiroksin-natrijuma iz
razvojne formulacije i referentnog preparata iz zbirnog uzorka od po 6 tableta po casi

aparata prikazani su u tabelama 251 26 1 na slici 11.
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Tabela 25. Procenat oslobodenog levotiroksin-natrijuma u fosfatnom puferu pH 7.4, pri brzini obrtanja lopatica od 100 rpm

Vreme (min)

Zbirni
T2
uzorak
10 15 20 30 45 60 10 15 20 30 45 60
1 30.13 39.99 43.78 50.56 53.99 55.00 12.67 17.91 21.99 34.28 35.18 38.87
2 27.67 34.02 3791 46.98 50.35 51.12 16.45 22.57 25.18 36.78 37.77 40.45
3 25.85 29.61 35.02 39.10 46.89 47.15 19.05 25.18 31.59 39.88 39.92 40.99
4 21.78 25.79 29.17 36.27 45.45 45.67 20.69 23.66 26.29 36.79 40.51 43.89
5 28.52 36.79 41.01 47.78 53.45 52.67 13.78 18.02 21.27 36.96 38.11 42 .87
6 20.55 32.52 41.17 45.35 53.95 55.17 14.71 18.32 20.56 38.27 48.99 50.53
X 25.75 33.12 38.01 44.34 50.68 51.13 16.23 20.94 24.48 37.16 40.08 42.93
SD 3.83 5.06 5.28 5.50 3.77 3.98 3.13 3.24 4.15 1.86 4.75 4.13
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Tabela 26. Procenat oslobodenog levotiroksin-natrijuma u 0.01 M HCI sa 0.2% NaLS, pri brzini obrtanja lopatica od 50 rpm

Vreme (min)

Zbirni
T2
uzorak
10 15 20 30 45 60 10 15 20 30 45 60

1 57.34 63.88 70.44 79.98 89.91 92.12 47.21 54.67 56.56 70.56 84.02 87.56
2 47.12 57.96 66.13 74.99 83.64 87.78 43.78 54.19 60.98 7291 82.99 86.12
3 53.06 65.34 74.39 85.91 91.28 94.99 51.97 59.03 68.78 80.59 88.70 90.59
4 5591 63.72 76.83 86.89 92.78 93.45 41.04 49.87 59.98 7591 88.00 90.47
5 61.78 73.89 85.04 92.91 94.78 95.02 46.33 57.03 62.06 74.73 87.99 89.59
6 59.47 79.97 91.33 96.34 98.11 99.74 40.33 47.65 57.57 69.66 82.56 85.55
X 55.78 67.46 77.36 86.17 91.75 93.85 45.11 53.74 60.99 74.06 85.71 88.31
SD 5.19 7.99 9.35 7.91 4.90 3.93 4.34 4.29 4.34 3.99 2.81 2.21

79



100 -

% rastvorenog levotiroksin-natrijuma

0 10 20 30 40 50 60

Vreme (min)

b

100 A
©
S
=
=80 -
<
£
0
S
S 60
o
>
o
()]
2 40
o
% ---m--- T2 (zbirni uzorak)
© 20 —o— R (zbirni uzorak)
X ---0--- T2 (pojedinacne tablete)

—— R (pojedinacne tablete)
0 T T T T T
0 10 20 30 40 50 60
Vreme (min)

Slika 11. Uporedni profili brzine rastvaranja levotiroksin-natrijuma iz preparata T2 i R
1z zbirnog uzorka od po 6 tableta po Casi aparata i iz pojedinacnog uzorka: u fosfatnom
puferu pH 7.4 pri brzini obrtanja lopatica od 100 rpm (USP 24 metoda) (a) i u 0.01 M
HCI sa 0.2% NaLS pri brzini obrtanja lopatica od 50 rpm (USP 34 metoda) (b).

Prikazane su srednje vrednosti = SD (n=6)
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Oslobadanje levotiroksin-natrijuma iz zbirnog uzorka od po Sest tableta u 0.01 M
HCl sa 0.2% NaLS je za oba preparata bilo evidentno sporije nego u slucaju kada je test
brzine rastvaranja izveden sa pojedinanim tabletama, pri ¢emu je visSe od 85%
supstance oslobodeno nakon 30 minuta iz razvojne formulacije i nakon 45 minuta iz
referentnog preparata. U oba slucaja je zadovoljen USP 34 zahtev za brzinu rastvaranja.
Rezultati ispitivanja brzine rastvaranja iz zbirnog uzorka u fosfathom puferu pH 7.4
ukazali su na sporo i nepotpuno oslobadanje levotiroksin-natrijuma iz oba ispitivana
preparata. Ovo se moze objasniti ograni¢enom rastvorljivoS¢u levotiroksin-natrijuma u
dozi od 600 pg u ovom medijumu, usled ¢ega nije zadovoljen USP 24 zahtev za brzinu
rastvaranja. Izvodenje testa brzine rastvaranja sa vise od jedne tablete po casi aparata,
generalno, nije preporucljivo. Medutim, na ovaj nain simulirana je in vivo situacija u
kojoj su ispitanici primili odjednom dozu od 6 ispitivanih tableta. Hidrodinamicki
uslovi koji postoje u standardnim aparaturama za izvodenje ovog testa su takvi da bilo
kakve promene u poziciji tablete ili kapsule na dnu case ili promene na nivou dodirne
povrsine izmedu lekovitog oblika i medijuma mogu znacajno da uticu na varijabilnost

rezultata, $to se pogresno moze pripisati loSem kvalitetu proizvoda [170].

5.1.3.4 Uporedno ispitivanje brzine rastvaranja u skladu sa regulatornim

zahtevima za biowaiver

Rezultati uporednog ispitivanja brzine rastvaranja levotiroksin-natrijuma iz
razvojne formulacije, referentnog i uporednog generickog preparata u medijumima
razli¢itih pH vrednosti, u skladu sa regulatornim preporukama za podnosenje zahteva za
izostavljanje in vivo studije bioekvivalencije [35] prikazani su u tabelama 18-20 1 27-29
1 na slikama 12-14. Razlike izmedu profila brzine rastvaranja su bile izraZenije u
pocetnim vremenskim tackama (nakon 10 i 15 minuta od pocetka ispitivanja) (slika 15),

Sto je u skladu sa rezultatima prikazanim u radu Pabla i saradnika [18].
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Tabela 27. Procenat oslobodenog levotiroksin-natrijuma u hidrohloridnom medijumu pH 1.2, pri brzini obrtanja lopatice od 75 rpm

Vreme (min)

Tableta G

10 15 20 30 45 60
1 83.12 92.89 96.47 99.90 100.90 102.00
2 80.00 89.02 98.69 99.41 102.12 99.96
3 78.80 93.09 98.56 98.10 99.89 99.36
4 84.12 93.12 97.69 100.12 101.55 101.60
5 82.78 92.67 94.47 99.99 101.49 100.45
6 79.98 89.66 96.40 101.00 100.12 101.69
7 78.56 94.11 99.41 97.69 102.02 101.48
8 79.89 92.08 98.96 100.05 101.00 103.34
9 81.23 90.01 96.40 99.41 100.78 102.05
10 80.99 88.96 99.40 101.12 101.79 101.78
11 78.19 92.46 93.32 98.10 101.40 100.89
12 79.06 94.61 95.07 101.26 100.50 103.40
Xsr 80.56 91.89 97.07 99.68 101.13 101.50
SD 1.93 1.97 2.04 1.20 0.72 1.21
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Tabela 28. Procenat oslobodenog levotiroksin-natrijuma u acetatnom puferu pH 4.5, pri brzini obrtanja lopatice od 75 rpm

Vreme (min)

Tableta G
10 15 20 30 45 60
1 45.09 81.03 85.00 95.06 95.67 95.02
2 50.71 79.98 85.54 96.05 97.15 97.11
3 66.55 76.99 88.05 92.21 93.90 93.94
4 60.24 83.46 90.19 90.98 92.22 93.20
5 52.98 75.96 89.74 93.62 94.29 93.55
6 55.74 79.4 85.48 95.84 96.02 96.54
7 47.06 81.18 83.91 90.72 94.12 95.04
8 6l1.11 78.05 92.23 98.01 98.11 98.00
9 58.94 86.93 93.00 94.53 95.56 95.89
10 60.75 77.02 90.67 92.16 93.41 93.91
11 56.48 79.36 87.07 88.77 90.75 91.12
12 48.43 82.08 87.4 96.09 96.64 96.68
Xsr 55.34 80.12 88.19 93.67 94.82 95.00
SD 6.57 3.10 2.97 2.73 2.12 1.96
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Tabela 29. Procenat oslobodenog levotiroksin-natrijuma u fosfatnom puferu pH 6.8, pri brzini obrtanja lopatice od 75 rpm

Vreme (min)

Tableta G
10 15 20 30 45 60
1 72.41 96.04 96.78 97.02 99.99 100.05
2 77.98 93.18 97.91 99.73 99.99 100.12
3 80.12 87.88 94.98 96.49 96.99 99.01
4 69.12 94.59 99.32 100.74 99.98 100.63
5 71.06 93.22 95.15 97.00 99.97 100.19
6 73.55 89.78 92.64 98.50 98.87 99.88
7 68.93 94.07 98.15 99.50 99.94 100.05
8 76.74 95.47 97.88 98.53 98.55 99.93
9 75.00 89.71 98.27 101.92 100.34 100.00
10 67.11 91.73 94.48 98.29 98.88 99.53
11 73.90 90.34 94.59 97.49 99.86 100.48
12 61.80 89.43 96.65 98.83 99.68 100.01
Xsr 72.31 92.12 96.40 98.67 99.42 99.99
SD 5.09 2.67 2.01 1.61 0.95 0.42
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Slika 12. Uporedni profili brzine rastvaranja levotiroksin-natrijuma iz preparata T2, R i

G u hidrohloridnom medijumu pH 1.2. Prikazane su srednje vrednosti + SD (n=12)
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Slika 13. Uporedni profili brzine rastvaranja levotiroksin-natrijuma iz preparata T2, R i

G u acetatnom puferu pH 4.5. Prikazane su srednje vrednosti + SD (n=12)
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Slika 14. Uporedni profili brzine rastvaranja levotiroksin-natrijuma iz preparata T2, R i

G u fosfatnom puferu pH 6.8. Prikazane su srednje vrednosti + SD (n=12)
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Slika 15. Poredenje procenta rastvorenog levotiroksin-natrijuma iz ispitivanih preparata

pri pH 1.2, 4.5 1 6.8 nakon 10 minuta (a), 15 minuta (b) i 30 minuta (c)
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Rezultati uporednog ispitivanja ukazuju na sliéno ponasanje svih ispitivanih
preparata u medijumu pH 1.2, pri ¢emu je zadovoljen kriterijum za "veoma brzo
rastvaranje", pa se dobijeni profili mogu smatrati slicnim bez potrebe za izracunavanjem
f, vrednosti. Razvojna formulacija i referentni preparat pokazuju slicno ponasanje i u
USP fosfatnom puferu pH 6.8 (50<f,<100) (tabela 30), dok u ovom medijumu uporedni
preparat pokazuje slicno ponasanje samo sa razvojnom formulacijom. Sa druge strane,
izraCunata vrednost faktora sli¢nosti ukazuje na razlicitost profila dobijenih ispitivanjem
brzine rastvaranja levotiroksin-natrijuma iz razvojne formulacije i referentnog preparata
u USP acetatnom puferu pH 4.5 (£,=45.2). U ovom medijumu su uocene razlike i
izmedu uporednog i referentnog preparata (f,=43.5). Razlike su bile izrazenije u
pocetnim vremenskim intervalima, sa viSe od 85% rastvorenog levotiroksin-natrijuma
nakon 20 minuta u slu€aju razvojne formulacije 1 uporednog preparata i nakon 30
minuta u slucaju referentnog preparata. U svim ispitanim slucajevima oslobadanje
levotiroksin-natrijuma je bilo nesSto brze iz razvojne formulacije u odnosu na referentni

preparat (slike 12-14).

Tabela 30. IzraCunate vrednosti faktora slicnosti za ispitivane preparate u razlicitim

medijumima
f
Medijum
T2 vs. R T2 vs. G Rvs. G
veoma brzo veoma brzo veoma brzo
pH 1.2 . . :
rastvaranje rastvaranje rastvaranje
pH 4.5 45.2 77.4 43.5
pH 6.8 66.6 61.2 49.8

Faktori formulacije mogu imati bitnu ulogu u procesu oslobadanja aktivne
supstance iz ispitivanog preparata, kako in vitro, tako 1 in vivo. Prisustvo
superdezintegratora u formulaciji moze imati veliki uticaj na oslobadanje leka iz ¢vrstog
lekovitog oblika. Kroskarmeloza-natrijum je superdezintegrator koji se obicno koristi u
nizim koncentracijama od konvencionalnih dezintegratora [171-173]. Ima fibroznu
strukutru 1 veliku sposobnost bubrenja u kontaktu sa vodom, $to dovodi do brze

dezintegracije tableta. Kroskarmeloza-natrijum je prisutna i u razvojnoj formulaciji i u
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referentnom preparatu 1 verovatno je odgovorna za dobro i brzo oslobadanje
levotiroksina iz ispitivanih formulacija pod odgovaraju¢im uslovima. Prisustvo istih
ekscipijenasa u obe formulacije je u skladu sa zahtevima trenutno vazec¢ih regulatornih
smernica za izvodenje studije bioekvivalencije, u kojima su date preporuke da test i
referentni preparat treba da budu sli¢ni po sastavu pomoénih supstanci i, koliko god je
to moguce, i po njihovom medusobnom odnosu [35]. Brzo oslobadanje levotiroksin-
natrijuma uoceno kod uporednog preparata je posledica prisustva natrijum-
skrobglikolata, koji takode spada u superdezintegratore. Dobijeni rezultati ukazuju da je
razli¢ito in vitro ponaSanje ispitivanih preparata posledica razlika u sastavu tabletne
formulacije i primenjenoj tehnologiji izrade. Za izradu razvojne formulacije korisc¢en je
mikronizirani levotiroksin-natrijum veli¢ine Cestica od 10 um, usled ¢ega je postignuta
velika kontaktna povrina u medijumu za rastvaranje. Zelatina kao vezivno sredstvo je
obezbedila dobijanje granulata Zeljenog granulometrijskog sastava, sa malo sitnog
praska, koji se lako komprimuje. Ispitivanja u toku optimizacije formulacije, vrSena sa
razli¢itim sredstvima za raspadanje (skrob, natrijum-skrobglikolat, mikrokristalna
celuloza, kroskarmeloza-natrijum), pokazala su da se najbolji efekti postizu sa
meSavinom kukuruznog skroba 1 dela kroskarmeloze-natrijum koja se inkorporira
intragranularno. Znacajan uticaj na vreme raspadanja tableta ima dodatak jednog dela

kroskarmeloze-natrijum ekstragranularno.

Sli¢nost profila brzine rastvaranja levotiroksin-natrijuma iz ispitivanih formulacija
potvrdena je u USP hidrohloridnom medijumu pH 1.2, USP fosfatnom puferu pH 6.8 i
0.01 M HCl sa 0.2% NaLS. Izvodenje testa brzine rastvaranja u skladu sa uslovima iz
USP 24 (u fosfatnom puferu pH 7.4) ukazalo je na evidentne razlike izmedu dobijenih
profila. Oslobadanje levotiroksin-natrijuma iz referentnog preparata bilo je sporije 1
postepenije nego u slucaju razvojne formulacije. UoCene razlike bile su upadljivije u
pocetnim vremenskim intervalima, ali je ve¢ nakon 30 minuta iz obe formulacije
oslobodeno vise od 85% lekovite supstance. Uporedni preparat je pokazao razli¢ito
ponasanje sa referentnim preparatom u acetatnom puferu pH 4.5 i fosfatnim puferima
pH 6.8 1 7.4, dok je sa razvojnom formulacijom pokazao slicno ponaSanje u svim
ispitivanim medijumima. In vitro test brzine rastvaranja moze da ukaZze na razlike
izmedu ispitivanih preparata koje nisu uocene u in vivo studiji, §to se i moze zakljuciti

na osnovu dobijenih rezultata. U literaturi se mogu naci brojni radovi u kojima
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formulacije sa dokazanom bioekvivalentnoséu pokazuju razlike u in vitro profilima
brzine rastvaranja (na osnovu izracunatih f, vrednosti) [27, 160, 174]. U radu Volpata i
saradnika test brzine rastvaranja izveden u skladu sa uslovima datim u USP 24 je
pokazao znacajne razlike izmedu dve formulacije tableta levotiroksina za koje je
prethodno utvrdena bioekvivalencija in vivo, dok su profili brzine rastvaranja dobijeni
prema USP 34 uslovima bili skoro identi¢ni [27]. Dobijeni rezultati ispitivanja
rastvorljivosti pokazuju da levotiroksin zadovoljava kriterijum za visoko rastvorljivu
supstancu u opsegu terapijskih doza, kao i da ne ispunjava ovaj kriterijum pri dozi koja
se koristi u studijama bioekvivalencije. Za levotiroksin je specifi¢no da je to lek kod
koga se u studijama bioekvivalencije razli¢itih formulacija koristi doza znatno veéa od
klinickih doza, da bi se redukovao uticaj endogenog nivoa levotiroksina na procenu
bioekvivalencije. Dalje, u literaturi se moze nac¢i nekoliko studija u kojima je dokazana
bioekvivalencija izmedu tableta levotiroksina i oralnog rastvora levotiroksina, Sto
ukazuje da bioloska raspolozivost levotiroksina iz tableta ne zavisi od faktora
formulacije [175-179]. Walter-Sack 1 saradnici su potvrdili bioekvivalentnost tableta
levotiroksina razli¢itih jacina sa rastvorom levotiroksina kao referentnim preparatom
kroz osam razlicitih studija bioekvivalencije, pri ¢emu je primenjena metoda 1 bez 1 sa
korekcijom koncentracije levotiroksina u odnosu na endogeni nivo [179]. Leggio 1
saradnici su u svojoj studiji pokazali bioekvivalentnost izmedu rastvora levotiroksina i
tableta levotiroksina, pri ¢emu je koriS¢en isti referentni preparat kao u ovom
istrazivanju [178]. MoZe se ocekivati da su brzina i stepen resorpcije levotiroksina
verovatno pre ograni¢eni njegovom permeabilnoscu, a ne njegovom rastvorljivoscu 1
brzinom rastvaranja. U skladu sa navedenim, trenutni regulatorni zahtevi za uporedno
ispitivanje brzine rastvaranja, koji podrazumevaju veoma brzo rastvaranje (vise od 85%
lekovite supstance oslobodene za 15 minuta) i f; vrednost vecu od 50, se mogu smatrati
previSe strogim 1 ograni¢avaju¢im [79]. Grani¢na vrednost 50 za f, je dobijena na
osnovu sli¢nosti profila brzine rastvaranja za koje je dozvoljeno da pokazuju najvise
10% razlike u svakoj od vremenskih tacaka [180]. Moze se postaviti pitanje koliko bi
mogla biti velika razlika izmedu srednjih profila brzine rastvaranja lekovite supstance iz
preparata, a da, pri tome, nema uticaja na njegovo in vivo ponasanje. Uzimajuci u obzir
da je levotiroksin visoko rastvorljiva supstanca, razlike uo¢ene in vitro najverovatnije

nemaju znacajan uticaj na in vivo ponasanje leka. Vrednosti f; izraCunate poredenjem
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profila brzine rastvaranja razliCitih preparata, pod razli¢itim eksperimentalnim
uslovima, u svakom slucaju su bile vece od 40. Stoga bi trebalo razmotriti moguénost
primene manje restriktivnih kriterijuma za procenu sli¢nosti izmedu formulacija, pri
¢emu bi se, u ovom slu¢aju, mogla prihvatiti prosecna razlika od 10% do 16% izmedu
in vitro taCaka. Ovakvi rezultati idu u prilog debati o validnosti postojecih kriterijuma za
f; vrednosti kada je u pitanju uporedno ispitivanje brzine rastvaranja lekovitih oblika sa
trenutnim oslobadanjem aktivne supstance [82-84]. Polli i saradnici predlazu da se
kriticna f, vrednost za utvrdivanje sli¢nosti profila brzine rastvaranja moze smanjiti uz
odgovarajuc¢e dokaze [83]. Dodatna istrazivanja koja bi ukljuc¢ivala veéi broj lekovitih
supstanci i preparata su svakako potrebna da bi se opravdala moguénost primene manje
strogih kriterijuma za sli¢nost profila brzine rastvaranja kada su u pitanju lekoviti oblici

sa trenutnim oslobadanjem koji sadrZe visoko rastvorljive lekovite supstance.
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5.2 INVIVO ISPITIVANJE

U studiju je ukljuc¢eno 24 ispitanika, od kojih je 22 ispitanika zavrsilo studiju. Dva
ispitanika su odlucila da napuste studiju zbog pojave glavobolje nakon primene leka u
prvom periodu studije.

Rezultati ispitivanja koncentracije levotiroksina u plazmi zdravih dobrovoljaca u
funkciji vremena nakon pojedinacne primene ispitivanih preparata bez korekcije u
odnosu na endogeni nivo hormona, kao i odgovarajuce srednje vrednosti, prikazani su
tabelarno za svakog dobrovoljca pojedina¢no (tabele 31 i 32). Profili srednjih vrednosti

koncentracija levotiroksina u funkciji vremena prikazani su na slikama 161 17.
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Slika 16. Profili srednjih vrednosti koncentracija (= SD) levotiroksina nakon primene

ispitivanih preparata (bez korekcije u odnosu na endogeni nivo)
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Slika 17. Profili srednjih vrednosti koncentracija levotiroksina nakon primene

ispitivanih preparata (bez korekcije u odnosu na endogeni nivo)-logaritamska skala

Nakon oralne primene ispitivanih preparata u uslovima na gladno uocena je brza
resorpcija levotiroksina. Koncentracije izmerene nakon 20 minuta od trenutka primene
leka su bile 89.2 ng/ml (test formulacija) i 88 ng/ml (referentni preparat). NajviSe
koncentracije kod vecine ispitanika izmerene su za oba preparata 1.66 h posle njihove
primene. Izmerene koncentracije levotiroksina 9 sati nakon primene ispitivanih
preparata bile su 90.0 ng/ml u slucaju test formulacije 1 94.0 ng/ml u slucaju referentnog
preparata. Srednja maksimalna koncentracija levotiroksina iznosila je 113.9 + 12.0
ng/ml za test formulaciju 1 118.6 = 12.6 ng/ml za referentni preparat. Vrednosti
farmakokineti¢kih parametara posle oralne primene ispitivanih tableta sa trenutnim
oslobadanjem levotiroksina prikazane su za svakog ispitanika pojedina¢no u tabeli 33,
dok su srednje vrednosti farmakokinetickih parametara 1 rezultati deskriptivne

statisticke analize prikazani u tabeli 34.
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Tabela 31. Koncentracije levotiroksina (ng/ml) posle oralne primene test formulacije

Dobrovoljac Vreme (h
0 0.33 0.66 1 1.33 1.66 2 2.5 3 4 6 9 12 24 48
1 87.5 93.7 106.0 | 114.0 | 114.0 | 114.0 | 107.0 | 103.0 | 106.0 | 105.0 | 95.6 92.4 92.7 83.7 90.3
2 93.4 87.4 95.0 97.6 96.0 109.0 | 112.0 | 101.0 | 99.0 101.0 | 94.9 94.3 111.0 | 96.4 88.0
4 82.7 94.2 94.1 88.0 90.2 95.8 102.0 | 93.3 104.0 | 99.6 101.0 | 90.3 89.4 92.3 88.5
5 84.2 90.3 97.2 101.0 | 110.0 | 119.0 | 121.0 | 109.0 | 108.0 [ 100.0 | 99.1 81.7 98.5 102.0 | 97.6
7 86.2 87.1 96.0 102.0 | 124.0 | 110.0 | 104.0 | 113.0 | 106.0 | 103.0 | 96.9 80.6 97.6 82.4 92.3
8 87.6 77.7 91.0 109.0 | 102.0 | 115.0 | 115.0 | 107.0 | 105.0 | 110.0 | 102.0 | 92.3 92.0 83.7 81.5
9 74.8 88.8 99.6 98.3 105.0 | 98.2 108.0 | 97.7 95.0 94.9 105.0 82.1 80.1 64.1 64.1
10 95.5 106.0 | 114.0 | 116.0 | 109.0 | 111.0 | 110.0 | 116.0 | 106.0 | 104.0 | 92.8 84.6 104.0 | 93.1 109.0
11 90.0 88.0 82.9 99.9 111.0 | 113.0 | 106.0 | 113.0 | 114.0 [ 107.0 | 93.1 88.9 91.4 85.5 85.7
12 104.1 92.3 122.0 | 127.0 | 121.0 | 124.0 | 131.0 | 122.0 | 121.0 | 116.0 | 106.0 89.6 119.0 | 108.0 | 115.0
13 98.2 101.0 | 120.0 | 106.0 | 126.0 | 125.0 | 123.0 | 107.0 | 113.0 | 104.0 | 103.0 | 95.0 91.2 103.0 | 100.0
14 80.4 86.0 114.0 | 107.0 | 104.0 | 95.1 104.0 | 98.6 97.7 88.8 92.4 77.0 82.6 90.2 76.6
15 85.8 76.7 101.0 | 112.0 | 113.0 | 140.0 | 134.0 | 116.0 | 119.0 | 112.0 | 104.0 | 101.0 | 101.0 84.8 89.3
16 73.6 76.8 97.6 105.0 | 105.0 | 118.0 [ 100.0 | 102.0 | 109.0 | 98.3 89.6 92.5 79.0 86.4 83.0
17 75.5 80.1 89.4 100.0 | 107.0 [ 96.9 104.0 | 115.0 | 112.0 [ 117.0 | 110.0 | 96.3 94.7 84.4 74.3
18 75.6 75.8 78.0 91.6 96.0 101.0 | 96.7 94.9 107.0 | 92.0 95.6 81.6 81.2 82.9 75.2
19 97.7 99.2 109.0 | 143.0 | 133.0 | 134.0 | 119.0 | 124.0 | 127.0 | 116.0 | 117.0 | 93.6 105.0 | 103.0 | 97.7
20 86.4 67.1 84.0 99.5 107.0 | 109.0 | 112.0 | 126.0 | 122.0 | 123.0 | 122.0 | 99.6 102.0 | 102.0 | 119.0
21 81.5 89.7 113.0 | 116.0 | 119.0 | 117.0 | 115.0 | 122.0 | 110.0 | 118.0 | 101.0 | 91.1 97.7 90.5 96.0
22 99.1 104.0 | 120.0 | 122.0 | 124.0 | 116.0 | 122.0 | 116.0 | 118.0 | 107.0 | 102.0 | 97.2 99.0 91.0 81.1
23 86.7 100.0 | 106.0 | 120.0 | 118.0 | 117.0 | 125.0 | 111.0 | 115.0 | 111.0 | 101.0 | 96.5 103.0 | 93.8 107.0
24 99.5 99.5 103.0 | 117.0 | 123.0 | 128.0 | 120.0 | 136.0 | 113.0 | 120.0 | 136.0 | 101.0 | 109.0 | 121.0 | 111.0
Xgr 87.6 89.2 101.5 | 108.7 | 111.7 | 113.9 | 113.2 | 111.1 | 1103 | 106.7 | 102.7 | 90.9 96.4 92.0 91.9
SD 8.8 10.3 12.5 12.6 11.0 12.0 10.2 11.0 8.1 9.3 10.8 7.0 10.4 11.6 14.3
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Tabela 32. Koncentracije levotiroksina (ng/ml) posle oralne primene referentnog preparata

Dobrovoljac Vreme (h)
0 0.33 0.66 1 1.33 1.66 2 2.5 3 4 6 9 12 24 48

1 80.2 82.0 92.3 99.2 118.0 | 118.0 | 116.0 | 116.0 | 102.0 | 100.0 | 91.1 90.1 70.9 102.0 | 94.9
2 82.7 73.5 83.7 107.0 | 91.2 99.0 98.1 90.0 82.1 92.3 110.0 | 86.2 76.3 92.0 88.8
4 94.3 95.9 97.4 95.2 117.0 | 118.0 | 114.0 | 108.0 | 107.0 | 104.0 | 100.0 | 96.0 99.2 103.0 | 86.6
5 93.3 88.7 113.0 | 122.0 | 126.0 | 128.0 | 130.0 | 133.0 | 108.0 | 106.0 | 96.3 94.2 92.9 100.0 | 99.9
7 85.4 93.1 104.0 | 112.0 | 109.0 | 104.0 | 111.0 | 107.0 | 99.0 96.7 95.6 76.4 83.1 82.1 87.8
8 87.1 82.5 96.1 100.0 | 105.0 | 110.0 | 118.0 | 103.0 | 112.0 | 101.0 | 94.9 92.9 91.6 83.9 97.4
9 72.8 70.8 85.1 102.0 | 101.0 | 100.0 | 102.0 | 95.0 109.0 | 91.5 86.5 78.5 79.7 70.4 65.4
10 90.8 89.7 103.0 | 108.0 | 112.0 | 106.0 | 118.0 | 100.0 | 107.0 | 99.9 91.9 85.6 86.7 96.8 100.0
11 79.1 79.0 86.9 105.0 | 116.0 | 117.0 | 120.0 | 119.0 | 117.0 | 112.0 | 96.8 97.2 100.0 | 78.9 77.3
12 101.5 | 101.0 | 99.9 131.0 | 122.0 | 123.0 | 124.0 | 127.0 | 111.0 | 117.0 | 109.0 | 104.0 | 102.0 | 109.0 | 97.0
13 104.5 | 106.0 | 107.0 | 117.0 | 126.0 | 131.0 | 142.0 | 123.0 | 126.0 | 118.0 | 113.0 | 109.0 | 106.0 | 88.3 92.8
14 79.9 83.3 91.8 98.3 107.0 | 112.0 | 90.9 91.2 95.0 94.0 86.5 91.1 97.7 93.3 94.1

15 87.1 81.1 111.0 | 127.0 | 136.0 | 144.0 | 124.0 | 133.0 | 138.0 | 120.0 | 110.0 | 104.0 | 99.2 100.0 | 93.6
16 77.0 79.9 104.0 | 121.0 | 134.0 | 127.0 | 123.0 | 114.0 | 102.0 | 111.0 | 103.0 | 919 89.3 95.4 87.8
17 85.4 91.4 101.0 | 115.0 | 130.0 | 136.0 | 129.0 | 110.0 | 119.0 | 116.0 | 104.0 | 89.3 85.5 92.8 84.4
18 88.7 81.7 90.3 97.9 112.0 | 101.0 | 110.0 | 99.1 101.0 | 103.0 | 103.0 | 88.7 88.0 69.8 84.7
19 94.0 94.9 119.0 | 139.0 | 133.0 | 127.0 | 129.0 | 130.0 | 119.0 | 121.0 | 117.0 | 108.0 | 105.0 | 91.1 101.0
20 81.9 82.1 75.3 90.5 98.5 109.0 | 102.0 | 111.0 | 102.0 | 114.0 | 104.0 | 101.0 | 98.8 92.3 92.3
21 86.3 93.7 106.0 | 114.0 | 114.0 | 114.0 | 107.0 | 103.0 | 106.0 | 105.0 | 95.6 92.4 92.7 90.0 83.1

22 97.6 102.0 | 112.0 | 135.0 | 131.0 | 126.0 | 119.0 | 105.0 | 103.0 | 115.0 | 113.0 | 94.7 109.0 | 94.7 97.3
23 88.2 88.3 111.0 | 120.0 | 115.0 | 129.0 | 126.0 | 118.0 | 116.0 | 106.0 | 106.0 | 86.2 93.8 102.0 | 93.6
24 103.0 | 94.6 131.0 | 123.0 | 128.0 | 131.0 | 127.0 | 130.0 | 140.0 | 133.0 | 124.0 | 110.0 | 113.0 | 109.0 | 107.0
X 88.2 88.0 100.9 | 112.7 | 117.4 | 118.6 | 117.3 | 112.1 | 110.1 | 108.0 | 102.3 94.0 93.7 92.6 91.2
SD 8.5 9.2 12.9 13.6 12.4 12.6 12.1 13.4 13.2 10.6 9.9 9.2 10.7 10.6 9.0
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Tabela 33. Farmakokineticki parametri izraCunati bez korekcije koncentracije levotiroksina u odnosu na endogeni nivo

T2 R
Dobrovoljac
Cmax PIKO-t PIKO—oo tmax kel t1/2 Cmax PIKO-t PIKO—oo tmax kel t1/2
1 114.0 | 819.47 4594.40 | 1.00 | 0.0247 28.10 | 118.0 865.80 4901.08 1.33 0.0219 | 31.58
2 112.0 863.55 5000.67 | 2.00 | 0.0128 54.11 110.0 841.93 5624.62 6.00 0.0190 36.46
3 104.0 | 858.79 5187.27 | 3.00 | 0.0211 32.77 118.0 906.44 6318.27 1.67 0.0176 | 39.25
4 121.0 | 878.98 3978.56 | 2.00 | 0.0430 16.10 | 133.0 935.61 4771.70 2.50 0.0242 | 28.67
5 124.0 | 870.17 2574.81 | 1.33 | 0.0478 14.48 112.0 846.91 2430.05 1.00 0.0493 14.06
6 115.0 903.83 3541.27 | 1.67 | 0.0349 19.83 118.0 877.58 3987.78 2.00 0.0159 43.43
7 108.0 856.61 3438.05 | 2.00 | 0.0331 20.90 109.0 796.21 3349.80 3.00 0.0308 22.52
8 116.0 883.78 3017.09 | 1.00 | 0.0394 17.60 118.0 860.57 3212.40 2.00 0.0359 19.30
9 114.0 | 877.88 2952.78 | 3.00 | 0.0417 16.60 | 120.0 921.28 4573.15 2.00 0.0260 | 26.66
10 131.0 | 975.51 4967.89 | 2.00 | 0.0482 14.38 131.0 994.98 5501.80 1.00 0.0229 | 30.23
11 126.0 | 938.41 4701.39 | 1.33 | 0.0252 27.51 142.0 1034.13 5914.93 2.00 0.0220 | 31.42
12 114.0 814.55 3114.80 | 0.67 | 0.0342 20.27 112.0 812.93 3123.67 1.67 0.0085 81.91
13 140.0 963.89 4750.03 | 1.67 | 0.0262 26.44 144.0 1032.69 3407.76 1.67 0.0425 16.29
14 118.0 852.34 4466.11 | 1.67 | 0.0246 28.13 134.0 935.52 3368.16 1.33 0.0378 18.34
15 117.0 | 937.78 3394.43 | 4.00 | 0.0394 17.61 136.0 957.36 2776.35 1.67 0.0492 14.08
16 107.0 | 815.06 3993.31 [ 3.00 | 0.0263 26.39 112.0 877.35 3740.86 1.33 0.0314 | 22.03
17 143.0 | 1020.07 | 3087.95 | 1.00 | 0.0463 14.96 139.0 1048.61 3789.00 1.00 0.0230 | 30.08
18 126.0 995.88 3294.38 | 2.50 | 0.0442 15.68 114.0 909.00 5236.52 4.00 0.0231 30.04
19 122.0 942.73 2726.55 | 2.50 | 0.0504 13.76 114.0 891.47 3004.37 1.00 0.0244 | 28.36
20 124.0 954.21 427496 | 1.33 | 0.0288 24.07 135.0 978.63 3358.53 1.00 0.0404 17.15
21 125.0 | 944.84 4138.65 | 2.00 | 0.0298 23.26 129.0 939.91 3987.56 1.67 0.0435 15.92
22 136.0 | 1064.66 | 3750.02 | 2.50 | 0.0396 17.51 140.0 1100.27 3890.05 3.00 0.0394 17.58
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Tabela 34. Deskriptivna statisticka analiza farmakokinetickih parametara

izraCunatih bez korekcije koncentracije levotiroksina u odnosu na endogeni nivo

Parametar Test formulacija Referentni preparat
+ SD CV (%) + SD CV (%)

910.59 +68.31 925.69 + 80.12

PIK,.; (ngh/mL) 7.2 8.6
(814.55-1064.66) (796.21-1100.27)
3861.15 £799.65 4103.11 £1091.46

PIKy., (ngh/mL) 20.8 26.5
(2574.81-5187.27) (2430.05-6318.27)
120.77 £ 10.29 124.45+11.82

Crnax (ng/mL) 8.5 9.5
(104.00-143.00) (109.00-144.00)
1.96 +0.82 1.99+1.18

tmax (h) 41.8 59.1
(0.67-4.00) (1.00-6.00)
0.035+0.01 0.029 £0.01

Kei (1/h) 28.6 34.5
(0.013-0.050) (0.008-0.049)
22.29 +8.99 27.97 + 14.66

ti2 (h) 40.3 524
(13.76-54.11) (14.06-81.91)

Devet sati nakon primene ispitivanih preparata uocen je porast koncentracije
levotiroksina kod sedamnaest ispitanika, Sto se moze objasniti aktivacijom kompleksne
povratne sprege hipotalomusno-hipofizno-tireoidne osovine koja reguliSe sekreciju
endogenog levotiroksina. Aktivacijom ove sprege usled naglog porasta koncentracije
levotiroksina, nakon primene egzogenog levotiroksina, doslo je do supresije sekrecije
endogenog hormona. Inhibicija sekrecije je postojala sve dok nije doSlo do znacajnijeg
pada koncentracije levotiroksina. Tada je kod vecine ispitanika uo€en nagli porast i
dalje fluktuacije u koncentracijama levotiroksina. Zbog toga su u statistickoj analizi
razmatrane koncentracije do 9 sati, jer se oCekuje da u toku tog vremenskog perioda
izmerene koncentracije levotiroksina poticu od primenjenih preparata.

Srednje vrednosti koncentracija levotiroksina izmerene u uzorcima uzetim 30
minuta, 15 minuta i neposredno pre primene leka, su uzete u obzir kao pocetni endogeni
nivoi levotiroksina (slika 18). Relativno visok endogeni nivo levotiroksina koji je uo¢en
kod ispitanika bi mogao da maskira razlike izmedu ispitivanih preparata. 1z tog razloga,

izvrSena je korekcija izmerene ukupne koncentracije levotiroksina kod svakog
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ispitanika u odnosu na njegov endogeni nivo i procena bioekvivalencije uradena sa
nekorigovanim i korigovanim koncentracijama levotiroksina. Razlike ukupne izmerene
koncentracije levotiroksina nakon primene ispitivanih preparata 1 endogene
koncentracije za svakog ispitanika posebno prikazane su u tabelama 35 i 36.
Individualni profili koncentracija levotiroksina nakon primene ispitivanih preparata
prikazani su na slici 19. Profili srednjih vrednosti korigovanih koncentracija
levotiroksina u funkciji vremena prikazani su na slikama 201 21.

Korigovane koncentracije nakon 20 minuta od trenutka primene leka su bile 4.25
ng/ml (test formulacija) i 1.72 ng/ml (referentni preparat). Devet sati nakon primene,
korigovane koncentracije su iznosile 5.47 ng/ml u sluc¢aju test formulacije 1 6.62 ng/ml u
slucaju referentnog preparata. Dvanaest sati nakon primene, korigovane koncentracije
su bile 9.18 ng/ml u slucaju test formulacije i 6.72 ng/ml u slucaju referentnog preparata
i ostale su viSe u odnosu na vrednosti koncentracija nakon devet sati sve do kraja
perioda pracenja. Korigovana srednja maksimalna koncentracija levotiroksina iznosila
je 33.22 £ 9.17 ng/ml za test formulaciju 1 36.23 £+ 9.65 ng/ml za referentni preparat.
Farmakokineticki parametri za svakog ispitanika pojedinac¢no, izracunati nakon
korekcije koncentracije levotiroksina u odnosu na endogeni nivo, prikazani su u tabeli
37, dok su srednje vrednosti farmakokinetickih parametara 1 deskriptivna statisticka

analiza prikazani u tabeli 38.
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Slika 18. Endogeni nivo levotiroksina kod ispitanika pre primene test formulacije (sive

kolone) 1 pre primene referentnog preparata (bele kolone). Podaci predstavljaju srednje

vrednosti = SD (n=3)
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Tabela 35. Koncentracije levotiroksina (ng/ml) posle oralne primene test formulacije, korigovane u odnosu na endogeni nivo

Dobrovoljac Vreme (h
0 0.33 0.66 1 1.33 1.66 2 2.5 3 4 6 9 12 24 48
1 0.00 6.23 18.53 | 26.53 | 26.53 | 26.53 | 19.53 | 15.53 | 18.53 | 17.53 8.13 4.93 5.23 0.00 2.83
2 0.00 0.00 1.63 4.23 2.63 15.63 | 18.63 7.63 5.63 7.63 1.53 0.93 17.63 3.03 0.00
4 0.00 11.50 | 11.40 | 5.30 7.50 13.10 | 19.30 | 10.60 | 21.30 | 16.90 | 18.30 [ 7.60 6.70 9.60 5.80
5 0.00 6.07 12.97 | 16.77 | 25.77 | 34.77 | 36.77 | 24.77 | 23.77 | 15.77 | 14.87 | 0.00 14.27 | 17.77 | 13.37
7 0.00 0.90 9.80 15.80 | 37.80 | 23.80 | 17.80 | 26.80 | 19.80 | 16.80 | 10.70 | 0.00 11.40 | 0.00 6.10
8 0.00 0.00 337 | 21.37 | 1437 | 27.37 | 2737 | 1937 | 17.37 | 22.37 | 1437 | 4.67 4.37 0.00 0.00
9 0.00 14.00 | 24.80 | 23.50 | 30.20 | 23.40 | 33.20 | 22.90 | 20.20 | 20.10 | 30.20 | 7.30 5.30 0.00 0.00
10 0.00 10.50 | 18.50 | 20.50 | 13.50 | 15.50 | 14.50 | 20.50 | 10.50 | 8.50 0.00 0.00 8.50 0.00 0.00
11 0.00 0.00 0.00 993 | 21.03 | 23.03 | 16.03 | 23.03 | 24.03 | 17.03 3.13 0.00 1.43 0.00 0.00
12 0.00 0.00 17.87 | 22.87 | 16.87 | 19.87 | 26.87 | 17.87 | 16.87 | 11.87 1.87 0.00 14.87 | 3.87 10.87
13 0.00 2.83 | 21.83 7.83 | 27.83 | 26.83 | 24.83 8.83 14.83 5.83 4.83 0.00 0.00 4.83 1.83
14 0.00 5.57 | 33.57 | 26.57 | 23.57 | 14.67 | 23.57 | 18.17 | 17.27 | 8.37 11.97 | 0.00 2.17 9.77 0.00
15 0.00 0.00 15.20 | 26.20 | 27.20 | 54.20 | 48.20 | 30.20 | 33.20 | 26.20 | 18.20 | 15.20 | 15.20 | 0.00 3.50
16 0.00 317 | 2397 | 31.37 | 31.37 | 4437 | 2637 | 2837 | 3537 | 24.67 | 1597 | 1887 | 5.37 12.77 | 9.37
17 0.00 4.60 13.90 | 24.50 | 31.50 | 21.40 | 28.50 | 39.50 | 36.50 | 41.50 | 34.50 | 20.80 | 19.20 | 8.90 0.00
18 0.00 0.17 2.37 1597 | 20.37 | 25.37 | 21.07 | 19.27 | 31.37 | 16.37 | 19.97 | 5.97 5.57 7.27 0.00
19 0.00 1.50 11.30 | 45.30 | 35.30 | 36.30 | 21.30 | 26.30 | 29.30 | 18.30 | 19.30 | 0.00 7.30 5.30 0.00
20 0.00 0.00 0.00 13.07 | 20.57 | 22.57 | 25.57 | 39.57 | 35.57 | 36.57 | 35.57 | 13.17 | 15.57 | 15.57 | 32.57
21 0.00 8.23 31.53 | 34.53 | 37.53 | 35.53 | 33.53 | 40.53 | 28.53 | 36.53 | 19.53 9.63 16.23 9.03 14.53
22 0.00 4.87 | 20.87 | 22.87 | 24.87 | 16.87 | 22.87 | 16.87 | 18.87 | 7.87 2.87 0.00 0.00 0.00 0.00
23 0.00 13.30 | 19.30 | 33.30 | 31.30 | 30.30 | 38.30 | 24.30 | 28.30 | 24.30 | 14.30 | 9.80 16.30 | 7.10 | 20.30
24 0.00 0.00 3.47 1747 | 23.47 | 28.47 | 2047 | 36.47 | 1347 | 2047 | 36.47 1.47 947 | 21.47 | 11.47
Xgr 0.00 4.25 1437 | 21.17 | 24.14 | 26.36 | 25.66 | 23.52 | 2275 | 19.16 | 1530 | 5.47 9.18 6.19 6.02
SD 0.00 4.68 9.84 10.04 | 9.14 10.04 | 8.19 9.53 8.57 9.72 11.18 | 6.62 6.10 6.42 8.44
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Tabela 36. Koncentracije levotiroksina (ng/ml) posle oralne primene referentnog preparata, korigovane u odnosu na endogeni nivo

Dobrovoljac Vreme (h
0 0.33 0.66 1 1.33 1.66 2 2.5 3 4 6 9 12 24 48
1 0.00 1.80 12.10 | 19.00 | 37.80 | 37.80 | 35.80 | 35.80 | 21.80 | 19.80 | 10.90 | 9.90 0.00 | 21.80 | 14.70
2 0.00 0.00 0.97 | 2427 | 847 16.27 | 1537 | 7.27 0.00 9.57 | 27.27 | 3.47 0.00 9.27 6.07
4 0.00 1.64 3.14 0.94 | 22.74 | 23.74 | 19.74 | 13.74 | 12.74 | 9.73 5.74 1.74 4.93 8.73 0.00
5 0.00 0.00 19.67 | 28.67 | 32.67 | 34.67 | 36.67 | 39.67 | 14.67 | 12.67 | 2.97 0.87 0.00 6.67 6.57
7 0.00 7.67 18.57 | 26.57 | 23.57 | 18.57 | 25.57 | 21.57 | 13.57 | 11.27 | 10.17 | 0.00 0.00 0.00 2.37
8 0.00 0.00 8.97 12.87 | 17.87 | 22.87 | 30.87 | 15.87 | 24.87 | 13.87 | 7.77 5.77 4.47 0.00 10.27
9 0.00 0.00 12.30 | 29.20 | 28.20 | 27.20 | 29.20 | 22.20 | 36.20 | 18.70 | 13.70 | 5.70 6.90 0.00 0.00
10 0.00 0.00 12.20 | 17.20 | 21.20 | 15.20 | 27.20 | 9.20 16.20 | 9.10 1.10 0.00 0.00 6.00 9.20
11 0.00 0.00 7.83 | 2593 | 36.93 | 37.93 | 40.93 | 3993 | 3793 | 32.93 | 17.73 | 18.13 | 20.93 0.00 0.00
12 0.00 0.00 0.00 | 2947 | 2047 | 21.47 | 22.47 | 2547 | 947 1547 | 747 2.47 0.47 7.47 0.00
13 0.00 1.47 2.47 1247 | 21.47 | 26.47 | 3747 | 1847 | 21.47 | 13.47 | 8.47 4.47 1.47 0.00 0.00
14 0.00 3.37 11.87 | 18.37 | 27.07 | 32.07 | 1097 | 11.27 | 15.07 | 14.07 | 6.57 11.17 | 17.77 | 13.37 | 14.17
15 0.00 0.00 | 23.87 | 39.87 | 48.87 | 56.87 | 36.87 | 45.87 | 50.87 | 32.87 | 22.87 | 16.87 | 12.07 | 12.87 | 6.47
16 0.00 2.87 | 2697 | 43.97 | 56.97 | 49.97 | 4597 | 36.97 | 24.97 | 33.97 | 2597 | 14.87 | 12.27 | 18.37 | 10.77
17 0.00 5.97 15.57 | 29.57 | 44.57 | 50.57 | 43.57 | 24.57 | 33.57 | 30.57 | 18.57 | 3.87 0.07 7.37 0.00
18 0.00 0.00 1.63 923 | 2333 | 12.33 | 21.33 | 1043 | 12.33 | 1433 | 1433 | 0.03 0.00 0.00 0.00
19 0.00 0.87 | 2497 | 4497 | 38.97 | 32.97 | 3497 | 3597 | 2497 | 26.97 | 2297 | 13.97 | 10.97 | 0.00 6.97
20 0.00 0.23 0.00 8.63 16.63 | 27.13 | 20.13 | 29.13 | 20.13 | 32.13 | 22.13 | 19.13 | 16.93 | 1043 | 10.43
21 0.00 7.43 19.73 | 27.73 | 27.73 | 27.73 | 20.73 | 16.73 | 19.73 | 18.73 9.33 6.13 6.43 3.73 0.00
22 0.00 4.40 14.40 | 37.40 | 33.40 | 2840 | 21.40 | 7.40 5.40 17.40 | 15.40 | 0.00 11.40 | 0.00 0.00
23 0.00 0.10 | 22.80 | 31.80 | 26.80 | 40.80 | 37.80 | 29.80 | 27.80 | 17.80 | 17.80 | 0.00 5.60 13.80 | 5.40
24 0.00 0.00 | 28.00 | 20.00 | 25.00 | 28.00 | 24.00 | 27.00 | 37.00 | 30.00 | 21.00 | 7.00 10.00 | 6.00 4.00
Xgr 0.00 1.72 13.09 | 2446 | 27.91 | 29.16 | 29.05 | 2290 | 21.85 | 19.79 | 14.10 | 6.62 6.72 7.39 6.76
SD 0.00 2.51 9.19 11.59 | 12.52 | 1290 | 9.61 1228 | 11.99 | 8.68 7.60 6.42 6.60 7.32 10.24
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Slika 19. Individualni profili koncentracije levotiroksina u plazmi u funkciji vremena,

korigovani u odnosu na endogeni nivo levotiroksina: nakon primene test formulacije (a)

1 nakon primene referentnog preparata (b)
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Slika 20. Profili srednjih vrednosti koncentracija (= SD) levotiroksina nakon primene

ispitivanih preparata (korigovani u odnosu na endogeni nivo)
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Slika 21. Profili srednjih vrednosti koncentracija levotiroksina nakon primene

ispitivanih preparata (korigovani u odnosu na endogeni nivo)-logaritamska skala
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Tabela 37. Farmakokineticki parametri izracunati sa korekcijom koncentracije levotiroksina u odnosu na endogeni nivo

T2 R
Dobrovoljac

Cmax PIKO-t PIKO—oo tmax kel t1/2 Cmax PIKO-t PIKO—oo tmax kel t1/2
1 26.53 118.67 137.32 | 1.00 | 0.2466 2.81 37.80 157.24 220.71 1.33 0.2009 3.45
2 18.63 40.59 109.90 | 2.00 | 0.3536 1.96 27.27 114.53 135.62 6.00 0.2235 3.10
3 21.30 128.13 182.14 | 3.00 | 0.1589 4.36 23.74 73.64 79.61 1.67 0.3179 2.18
4 36.77 116.30 218.18 | 2.00 | 0.1383 5.01 39.67 112.56 114.20 2.50 0.4986 1.39
5 37.80 100.95 169.89 1.33 | 0.2423 2.86 26.57 90.43 201.60 1.00 0.1986 3.49
6 27.37 132.89 142.12 1.67 | 0.3179 2.18 30.87 109.31 131.08 2.00 0.1694 4.09
7 33.20 195.75 236.12 | 2.00 | 0.2235 3.10 36.20 153.68 173.44 3.00 0.2840 2.44
8 20.50 54.64 69.35 1.00 | 0.5331 1.30 27.20 61.86 66.14 2.00 0.6301 1.10
9 24.03 82.93 87.71 3.00 | 0.7001 0.99 40.93 222.72 344.15 2.00 0.1310 5.29
10 26.87 78.42 81.70 2.00 | 0.6663 1.04 29.47 98.68 105.42 1.00 0.3667 1.89
11 27.83 68.58 81.41 1.33 | 0.3332 2.08 37.47 110.60 127.61 2.00 0.2502 2.77
12 33.57 106.56 168.32 | 0.67 | 0.1308 5.30 32.07 106.75 244.20 1.67 0.1034 6.70
13 54.20 213.45 319.89 [ 1.67 | 0.1276 5.43 56.87 264.89 355.31 1.67 0.1310 5.29
14 44.37 226.78 366.00 [ 1.67 | 0.0979 7.08 56.97 254.96 345.54 1.33 0.1669 4.15
15 41.50 270.74 485.81 | 4.00 [ 0.1042 6.65 50.57 202.59 214.98 1.67 0.3667 1.89
16 31.37 146.87 179.02 | 3.00 | 0.2172 3.19 23.33 96.25 96.34 1.33 0.7295 0.95
17 45.30 134.09 289.75 1.00 | 0.1155 6.00 44.97 217.86 324.75 1.00 0.1354 5.12
18 39.57 239.46 307.40 [ 2.50 ] 0.2146 3.23 32.13 187.88 372.22 4.00 0.0993 6.98
19 40.53 222.94 258.51 | 2.50 | 0.2645 2.62 27.73 129.88 157.05 1.00 0.2087 3.32
20 24.87 76.99 81.45 1.33 | 0.6079 1.14 37.40 97.58 164.06 1.00 0.2696 2.57
21 38.30 178.85 230.00 | 2.00 | 0.1819 3.81 40.80 136.96 243.97 1.67 0.2038 3.39
22 36.47 185.32 193.21 2.50 | 0.2466 1.85 37.00 193.04 220.75 3.00 0.2761 2.51
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Tabela 38. Deskriptivna statisticka analiza farmakokinetickih parametara

izraCunatih sa korekcijom koncentracije levotiroksina u odnosu na endogeni nivo

Parametar Razvojna formulacija Referentni preparat
+ SD CV (%) +SD CV (%)

141.81 + 65.69 145.17 + 58.93

PIKy.; (ngh/mL) 46.3 40.6
(40.59-270.74) (61.86-264.89)
199.78 + 106.69 201.76 +96.03

PIK,., (ngh/mL) 534 47.6
(69.35-485.81) (66.14-372.22)
33.22+9.17 36.23 £ 9.65

Cinax (ng/mL) 27.6 26.6
(18.63-54.20) (23.33-56.97)
1.96 + 0.82 1.99+1.18

tmax (h) 41.8 59.3
(0.67-4.00) (1.00-6.00)
0.29+0.18 0.27+0.16

ke (1/h) 58.4 59.2
(0.10-0.70) (0.10-0.73)
3.13+1.58 3.37+1.68

ti2 (h) 50.5 49.8
(0.98-6.73) (0.95-6.98)

U tabelama 39 1 40 prikazani su 90% CI izraCunati na osnovu vrednosti
koncentracija levotiroksina bez korekcije 1 sa korekcijom u odnosu na endogeni nivo

hormona, zajedno sa rezultatima ANOVA testa.

Tabela 39. Rezultati statisticke analize (bez korekcije u odnosu na endogeni nivo)

Crnax PIK ¢ PIK .
90% CI 0.9472-0.9979 0.9683-1.0070 0.8844-1.0046
p vrednost (ANOVA)
sekvenca 0.7921 0.3351 0.9283
period 0.4825 0.4303 0.0810
formulacija 0.0900 0.3005 0.1411
ispitanici (sekvenca) 0.0001 0.0001 0.0001
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Tabela 40. Rezultati statisticke analize (sa korekcijom u odnosu na endogeni nivo)

Crnax PIK ¢ PIK ¢
90% CI 0.8470-1.0011 0.8054-1.0912 0.8004-1.1836
p vrednost (ANOVA)
sekvenca 0.7574 0.9222 0.8375
period 0.0532 0.6176 0.6270
formulacija 0.1187 0.5577 0.5674
ispitanici (sekvenca) 0.0005 0.0015 0.0068

ANOVA je pokazala da nema statisticki znacajne razlike izmedu ispitivanih
preparata u pogledu uticaja formulacije, perioda 1 sekvence na vrednosti
farmakokineti¢kih parametara dobijenih bez korekcije, kao 1 sa korekcijom u odnosu na
endogeni nivo levotiroksina (p>0.05). Medutim, u oba slu¢aja su uocene znacajne
interindividualne varijacije.

90% CI, izracunati na osnovu logaritamski transformisanih farmakokinetickih
parametara, odgovarali su standardnim kriterijumima za studije bioekvivalencije (0.80-
1.25), ali su se u slucaju PIK, 1 PIK.,, izraCunatih na osnovu korekcije koncentracije
levotiroksina u odnosu na endogeni nivo, nalazili na donjoj granici prihvatljivosti. Da bi
se ispitao uticaj primenjene metodologije za procenu bioekvivalencije na dobijene
vrednosti 90% Cl, izvrSen je flip-flop, odnosno test formulacija je analizirana kao
referentni preparat 1 obrnuto, referentni preparat kao test formulacija. Dobijene
vrednosti 90% CI su takode bile u opsegu 0.80-1.25, ali se nisu nalazile na samim
granicama prihvatljivosti ni kod jednog analiziranog farmakokinetickog parametra

(tabela 41).
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Tabela 41. Rezultati statisticke analize (flip-flop analiza)

Crnax PIK PIK .o
90% CI 0.9954-1.1734 0.8546-1.1493 0.8989-1.2240
p vrednost (ANOVA)
sekvenca 0.7948 0.6156 0.8945
period 0.0603 0.8205 0.9465
formulacija 0.1345 0.9212 0.7223
ispitanici (sekvenca) 0.0003 0.0001 0.0008

Koncentracije trijodotironina u plazmi zdravih ispitanika u funkciji vremena

nakon pojedinacne primene ispitivanih preparata, prikazane su tabelarno za svakog

ispitanika pojedinacno, kao i odgovarajuce srednje vrednosti (tabele 42 i 43), dok su

profili srednjih vrednosti koncentracija u funkciji vremena prikazani na slici 22.

Uporedivanje koncentracija trijodotironina za svaki vremenski interval pojedinacno

putem ANOVA testa pokazalo je da nema znacajnih razlika ni izmedu koncentracija

trijodotironina nakon primene ispitivanih preparata (p>0.05).
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Tabela 42. Koncentracije trijodotironina (ng/ml) posle oralne primene test formulacije

Dobrovoljac Vreme (h
0 0.33 0.66 1 1.33 1.66 2 2.5 3 4 6 9 12 24 48
1 1.54 1.59 1.47 1.50 1.59 1.40 1.48 1.50 1.42 1.48 1.46 1.25 1.34 1.31 1.18
2 1.28 1.27 1.12 1.17 1.22 1.29 1.26 1.25 1.27 1.33 1.35 1.34 1.20 1.22 1.19
4 1.74 1.80 1.93 1.63 1.72 1.68 1.94 1.83 1.71 1.56 1.69 1.60 1.52 1.68 1.66
5 1.82 1.79 1.43 1.65 1.57 1.74 2.06 1.74 1.60 1.62 1.83 1.30 1.35 1.57 1.69
7 1.91 1.83 1.60 1.66 2.02 1.77 1.72 1.69 1.62 1.69 1.54 1.47 1.59 1.53 1.79
8 1.80 1.71 1.57 1.66 1.79 1.68 1.66 1.57 1.44 1.65 1.52 1.48 1.59 1.33 1.23
9 1.71 1.80 1.59 1.34 1.40 1.36 1.36 1.49 1.39 1.32 1.29 1.06 1.39 1.23 1.06
10 1.58 1.65 1.76 1.63 1.60 1.39 1.44 1.39 1.51 1.46 1.32 1.30 1.62 1.41 1.76
11 1.48 1.76 1.36 1.50 1.40 1.31 1.48 1.54 1.56 1.32 1.22 1.06 1.23 1.48 1.59
12 1.46 1.68 1.57 1.71 1.62 1.36 1.44 1.56 1.35 1.31 1.39 1.54 1.51 1.38 1.17
13 2.17 2.09 2.56 2.25 1.96 2.13 2.05 2.06 2.05 1.76 1.40 1.79 1.71 1.66 2.20
14 1.84 2.09 2.09 1.89 1.71 1.71 1.60 1.60 1.54 1.63 1.45 1.29 1.52 1.40 1.63
15 1.74 1.72 1.57 1.97 1.91 1.66 1.76 1.54 1.89 1.59 1.77 1.35 1.56 1.49 1.42
16 1.74 1.66 1.63 1.37 1.68 1.60 1.56 1.57 1.74 1.42 1.44 1.35 1.36 1.42 1.53
17 1.91 1.77 1.63 1.60 1.63 1.65 1.63 1.65 1.56 1.82 1.88 1.77 1.40 1.12 1.14
18 2.14 2.19 1.99 1.80 1.80 1.94 1.99 2.03 2.03 1.60 1.69 1.76 1.77 1.69 1.76
19 2.20 2.14 1.99 2.36 2.05 2.02 2.02 1.86 2.08 2.08 2.02 1.77 1.82 1.80 1.89
20 1.62 1.30 1.50 1.56 1.36 1.34 1.39 1.66 1.33 2.03 1.57 1.86 1.57 1.76 2.82
21 1.42 1.54 1.80 1.72 1.46 1.57 1.53 1.63 1.26 1.48 1.42 1.28 1.23 1.46 1.65
22 1.85 1.74 1.69 1.54 1.59 1.59 1.63 1.54 1.53 1.48 1.41 1.29 1.22 1.18 1.18
23 1.51 1.52 1.38 1.62 1.63 1.51 1.59 1.49 1.36 1.65 1.35 1.25 1.66 1.49 1.52
24 1.60 1.45 1.59 1.52 1.41 1.46 1.39 1.59 1.52 1.46 1.56 1.30 1.34 1.52 1.47
X 1.73 1.73 1.67 1.67 1.64 1.60 1.64 1.63 1.58 1.58 1.53 1.43 1.48 1.46 1.57
SD 0.24 0.24 0.30 0.27 0.22 0.23 0.24 0.19 0.25 0.21 0.21 0.24 0.18 0.19 0.40
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Tabela 43. Koncentracije trijodotironina (ng/ml) posle oralne primene referentnog preparata

Dobrovoljac Vreme (h

0 0.33 0.66 1 1.33 1.66 2 2.5 3 4 6 9 12 24 48
1 1.68 1.60 1.53 1.40 1.76 1.54 1.79 1.36 1.44 1.29 1.17 1.27 1.00 1.53 1.45
2 1.28 1.06 1.25 1.62 1.13 1.28 1.56 1.15 1.10 1.16 1.36 1.30 1.16 1.33 1.39
4 1.68 1.54 1.77 1.72 1.91 1.69 1.62 1.50 1.46 1.63 1.43 1.36 1.62 1.77 1.72
5 1.80 1.77 1.60 1.83 1.88 1.94 1.69 1.93 1.74 1.71 1.54 1.35 1.59 1.48 1.60
7 1.87 1.62 1.66 1.57 1.86 1.86 1.76 1.60 1.44 1.39 1.40 1.18 1.25 1.33 1.57
8 1.84 1.96 1.74 1.63 2.03 1.54 1.83 1.72 1.77 1.77 1.59 1.69 1.50 1.53 1.43
9 1.52 1.62 1.37 1.41 1.43 1.66 1.48 1.38 1.35 1.52 1.47 1.36 1.29 1.19 1.24
10 1.50 1.35 1.44 1.52 1.76 1.21 1.57 1.32 1.44 1.54 1.32 1.29 1.42 1.63 1.93
11 1.50 1.35 1.40 1.46 1.56 1.85 1.48 1.56 1.52 1.48 1.37 1.59 1.47 1.09 1.19
12 1.44 1.42 1.14 1.49 1.46 1.53 1.40 1.49 1.41 1.30 1.46 1.28 1.32 1.27 1.42
13 2.03 1.93 2.19 2.49 2.11 2.20 2.19 1.86 1.91 2.16 2.13 1.91 1.69 1.42 1.62
14 1.88 1.60 1.69 1.79 1.71 1.96 1.48 1.59 1.28 1.82 1.39 1.56 1.44 1.65 1.80
15 1.68 1.56 1.69 2.02 1.96 2.16 1.85 1.74 1.69 1.80 1.45 1.51 1.40 1.40 1.69
16 1.84 1.88 1.83 1.62 1.80 1.79 1.68 1.77 1.89 1.96 1.57 1.59 1.68 1.71 1.60
17 1.91 1.86 1.81 1.89 1.83 2.20 2.19 1.83 1.89 1.68 1.60 1.38 1.43 1.48 1.53
18 1.86 2.14 2.16 1.97 1.83 1.86 1.83 1.79 2.02 1.85 1.82 1.74 1.63 1.32 1.62
19 2.28 2.26 2.49 2.13 2.33 2.28 1.96 2.17 2.16 2.28 1.91 1.86 1.77 1.74 1.65
20 1.39 1.46 1.56 1.57 1.54 1.41 1.43 1.52 1.53 1.50 1.57 1.34 1.28 1.52 2.53
21 1.47 1.59 1.47 1.50 1.59 1.40 1.48 1.50 1.42 1.48 1.46 1.25 1.34 1.22 1.27
22 1.98 2.08 1.83 2.31 1.79 1.80 1.74 1.72 1.83 1.63 1.57 1.72 1.65 1.68 1.66
23 1.66 1.38 1.74 1.62 1.59 1.53 1.71 1.63 1.62 1.60 1.57 1.65 1.79 1.93 1.63
24 1.73 1.57 1.72 1.45 1.72 1.48 1.46 1.42 1.59 1.63 1.49 1.31 1.43 1.97 1.69
Xer 1.72 1.66 1.69 1.73 1.75 1.74 1.69 1.62 1.61 1.64 1.53 1.48 1.46 1.51 1.60
SD 0.24 0.29 0.31 0.30 0.25 0.31 0.23 0.23 0.26 0.27 0.21 0.21 0.20 0.23 0.28
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Slika 22. Profili srednjih vrednosti koncentracija (+ SD) trijodotironina nakon primene

ispitivanih preparata

Evidentno je da su vrednosti 90% CI izraCunate metodom korekcije bile blize
grani¢nim vrednostima kriterijuma za utvrdivanje bioekvivalencije. Levotiroksin je
normalno prisutan u krvi u koncentracijama od 50 do 120 ng/ml i pitanje korigovanja
izmerenih vrednosti koncentracija levotiroksina u odnosu na endogeni nivo je ve¢ dugo
godina predmet intenzivnih diskusija strucne javnosti [30-34]. Rezultati pojedinih
studija bioekvivalencije ukazuju da koriS¢enje nekorigovanih vrednosti Cpax 1 PIK moZe
imati za posledicu da se dva preparata proglase bioekvivalentnim, pri ¢emu se oni
zapravo razlikuju za 35% [30]. Endogeni nivoi levotiroksina kod ispitanika u nasoj
studiji su bili varijabilni 1 vi$i od endogenih nivoa prikazanih u studiji bioekvivalencije
Di Girolama i saradnika [181]. Sto je endogeni nivo blizi ukupnoj koncentraciji
levotiroksina, to je veci njegov uticaj na procenu bioekvivalencije. Relativno visok
endogeni nivo moze da maskira razliku izmedu ispitivanih preparata, tako da bi
korigovanje izmerenih koncentracija u odnosu na endogeni nivo, kao 1 koriS¢enje
visokih doza u studijama bioekvivalencije trebalo da doprinese tacnijoj proceni
bioekvivalencije. Korekcija koncentracije levotiroksina u ovoj studiji bioekvivalencije
je izvrSena u skladu sa preporukama vazecih smernica, oduzimanjem srednje vrednosti

koncentracija tri uzorka krvi uzetih pre davanja leka od svakog uzorka krvi uzetog
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nakon davanja leka [35]. Alternativno, studije bioekvivalencije bi mogle da se izvode na
atireotinim ispitanicima, ¢ime bi se izbegli interferiraju¢i uticaji endogenog
levotiroksina [182]. Medutim, ovaj pristup je veoma komplikovan 1 nije Cesto
primenjivan do sada. Uticaj endogenog nivoa levotiroksina na vrednosti
farmakokinetickih parametara bi eventualno mogao da se evaluira populacionim
farmakokinetickim pristupom, da bi se izabrali ispitanici sa nizim endogenim nivoima
hormona, ali koji su jos uvek u fizioloskim granicama. Ovo bi takode imalo za rezultat
smanjenje broja neZeljenih efekata koji se mogu javiti pri primeni visoke doze
levotiroksina na eutireoidnim ispitanicima. Imaju¢i u vodu da su endogeni nivoi
levotiroksina kod ispitanika u nasoj studiji bili varijabilni i vi$i od endogenih nivoa
prikazanih u studijama bioekvivalencije koje se mogu naci u literaturi [181], moglo se
oc¢ekivati da ¢e imati znacajan uticaj na procenu bioekvivalencije. Ovo se jasno vidi na
osnovu rezultata za 90% CI (tabele 39 i 40). Iako su u oba slucaja zadovoljeni
kriterijumi za uspostavljanje bioekvivalencije, vrednosti 90% CI izracunate na osnovu
rezultata dobijenih metodom korekcije su bile blize grani¢nim vrednostima, a u slucaju
PIK.¢ 1 PIK(. nalazile su se na donjoj granici prihvatljivosti. Kada je izvrSena flip-flop
analiza (test formulacija analizirana kao referentni preparat i obrnuto), dobijene
vrednosti 90% CI za korigovane farmakokinetiCke parametre su u potpunosti
odgovarale kriterijumima za uspostavljanje bioekvivalencije. [ako se po smernici FDA
levotiroksin definiSe kao lek uskog terapijskog indeksa (narrow therapeutic index,
NTI), granice prihvatljivosti za 90% CI su iste kao i1 za lekove velike terapijske Sirine i
ne postoji preporuka za njihovo suzavanje [23]. Klasifikacija levotiroksina u grupu
lekova uske terapijske Sirine je veoma diskutabilna [30, 183]. Levotiroksin ne odgovara
definiciji leka uske terapijske Sirine, odnosno leka kod koga je odnos najnize
koncentracije pri kojoj se javlja klinicka toksi¢nost i minimalne terapijske koncentracije
jednak ili manji od 2 [184]. Takode, koris¢enje visoke doze leka u skladu sa
preporukama za izvodenje studije bioekvivalencije tableta levotiroksina, koja se nikada
klinicki ne primenjuje, svakako se ne moze smatrati sigurnim 1 prihvatljivim za lek uske
terapijske Sirine. Sa druge strane, u klinickoj praksi levotiroksin se smatra lekom uske
terapijske Sirine. S obzirom da je sekrecija levotiroksina precizno regulisana
fizioloSkom povratnom spregom i da pokazuje veliku interindividualnu varijabilnost,

supstituciona terapija Cesto moze biti problematicna 1 dovesti pacijenta u stanje
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hipertireoze ili hipotireoze. 1z tog razloga, terapija ovim lekom mora biti adekvatno
dozirana i praena da bi se postigli pozitivni efekti. Sve dok se ne razjasne ove
nelogi¢nosti oko klasifikacije levotiroksina na osnovu njegove terapijske Sirine,
preporuka je da se koriste standardni kriterijumi kada je u pitanju procena
bioekvivalencije za tablete levotiroksina. Dalja istrazivanja u oblasti dizajna studija
bioekvivalencije formulacija levotiroksina su neophodna u buduénosti kako bi se vrsila
pouzdana procena bioekvivalencije, s obzirom na specifi¢nost ove lekovite supstance.
Standardna metoda prosecne bioekvivalencije bi mogla da se zameni metodom
skaliranja prosec¢ne bioekvivalencije: granice prihvatljivosti za 90% CI bi mogle da se
podese skaliranjem u odnosu na intraindividualnu varijabilnost odredenu za referentni

preparat u studiji [ 185, 186].
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5.3 IN SILICO ISPITIVANJE

5.3.1 Gastrointestinalna simulacija-razvoj modela

Fizi¢ko-hemijski, farmakokineticki i farmaceutsko-tehnoloski parametri koji su

koris¢eni kao ulazne vrednosti za simulacije su prikazani u tabeli 44.

Za pocetne simulacije i razvoj modela resorpcije levotiroksina koriS¢ena je
eksperimentalno odredena vrednost za rastvorljivost u kombinaciji sa opStim
neoptimizovanim ASF vrednostima datim u okviru GastroPlus™ Opt logD SA/V 6.1
modela. Ove ASF vrednosti su zasnovane na log D-zavisnoj kalibraciji literaturnih
podataka o permeabilnosti i procentu resorpcije niza lekovitih supstanci i koriste se kada
nisu dostupni adekvatni podaci o konkretnoj lekovitoj supstanci. Iz tih razloga ove opste
vrednosti ASF faktora cesto moraju biti modifikovane da bi se izvrSila Sto bolja
simulacija resorpcije ispitivanog leka. Simulirani profil zavisnosti koncentracije
levotiroksina u funkciji vremena 1 simulirani profil resorpcije na bazi eksperimentalno

odredene rastvorljivosti 1 neoptimizovanih ASF faktora prikazani su na slikama 23 1 24.
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Tabela 44. Ulazni parametri za GastroPlus™ simulaciju resorpcije levotiroksina

Parametar Vrednost
molekulska masa 798.96

log P 239¢

pK, 22,6.7,10.1°

efektivna permeabilnost

1.34x 10% cm/s ¢

doza leka 0.6 mg
zapremina tecnosti uzeta sa lekom 250 ml
rastvorljivost 0.05 mg/ml°
srednje vreme precipitacije 900 s ¢

difuzioni koeficijent

0.4543 x 10° cm?/s

gustina Cestica lekovite supstance 1.2 g/ml?
radijus Cestica 10 pm”
telesna masa ispitanika 70 kg
odnos koncentracije leka u krvi/plazmi 1
slobodna frakcija leka u plazmi, f, 1% #
klirens, Cl 3.6k’
volumen distribucije, V4 0.22 1/kg h
poluvreme eliminacije, t;» 297h
vreme simulacije 9h

farmaceutski oblik

IR tableta/CR disperzni oblik

“ in silico procenjena vrednost (ADME Boxes version 3.5, Pharma Algorithms, Inc). " podatak iz
literature [13]. © GastroPlus™ optimizovana vrednost. ¢ GastroPlus™ vrednost. ¢ GastroPlus™
predvidena vrednost.’ in-house podatak. ¢ podatak iz literature [12]. * podatak dobijen iz in vivo
profila zavisnosti koncentracije u funkciji vremena (WinNonlin Professional version 4.1,

Pharsight, CA).

114



30
* ¢ [ neoptimizovana rastvorljivost/neoptimizovani ASH
— — — — optimizovana rastvorljivost/neoptimizovani ASF
25 . optimizovana rastvorljivost/optimizovani ASF
_ ® invivo
DA JRaNN
Ve *
20 - ’ X Je
/ ~
—~ / ~
= ~
g / SN
S / N
E 15 - / e - {
o /
(@] ./ >SS -
/ S~
10 [ T~
~
~
/ ~~
// -------------------- X3
54 /[ _ T
/ -
Ve
0 2= T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Vreme (h)

Slika 23. GastroPlus™ simulirani i in vivo uo&eni profil koncentracije levotiroksina u

plazmi nakon oralne primene tableta levotiroksina u dozi od 600 pg
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Slika 24. GastroPlus™ simulirani profili resorpcije levotiroksina
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Ovako dobijeni profili su pokazali da nije moguce simulirati zeljeni in vivo profil
koncentracije levotiroksina u funkciji vremena samo na osnovu dostupnih vrednosti
ulaznih parametara. U cilju sagledavanja uticaja razli¢itih ulaznih vrednosti parametara
(rastvorljivost, radijus Cestica, permeabilnost, vrednosti ASF) na procenat resorbovanog
leka, Ciax 1 tmax, Sprovedena je preliminarna analiza osetljivosti parametara (Parameter
Sensitivity Analysis, PSA), kako bi se zakljuc¢ilo koje parametre i na koji nacin je
potrebno optimizovati. Vrednosti rastvorljivosti i radijusa Cestica varirane su u opsegu
od 1/10 do 10 puta vece vrednosti u odnosu na vrednost koja je inicijalno koriS¢ena u
simulaciji, a permeabilnost i regionalni ASF faktori u opsegu od 1/2 do 2 puta. Rezultati

PSA prikazani su na slici 25.

Rezultati preliminarne PSA su pokazali da stepen resorbovanog leka, Cpax 1 tmax
nisu osetljivi na varijacije regionalnih ASF vrednosti, kao i na varijacije u vrednostima
za permeabilnost levotiroksina. Sa druge strane, vece vrednosti za rastvorljivost 1 manji
radijusi Cestica levotiroksina imali su pozitivan uticaj na procenat resorbovanog leka.
PSA je takode pokazala da varijacije u vrednostima za rastvorljivost 1 radijus Cestica
imaju veliki uticaj na Cpx 1 tmax: Sto je veca rastvorljivost levotiroksina, a radijus Cestica
manji, simulirane vrednosti Cpax 1 tmax SU bliZze in vivo uoc¢enim vrednostima. Uzevsi u
obzir da je za simulaciju kao ulazna vrednost za radijus Cestica koriS¢en podatak o
veli¢ini Cestica za sirovinu levotiroksina koja je koriS¢ena za izradu tableta (20 pm),
moze se zakljuciti da je rastvorljivost levotiroksina u in vivo uslovima najverovatnije
veca nego Sto je eksperimentalno odredeno i1 da je potrebno optimizovati je. Veca
rastvorljivost levotiroksina in vivo bi eventualno mogla da se objasni prisustvom
fizioloSkih surfaktanata. Zato je pocetna vrednost za rastvorljivost optimizovana
(pomo¢u optimizacionog modula u GastroPlus™ softveru), u cilju §to preciznijeg
predvidanja in vivo uofenog profila. Optimizacijom je dobijena vrednost za
rastvorljivost od 0.05 mg/ml. Profil predviden na osnovu ove optimizovane vrednosti
pokazao je mnogo bolje slaganje sa in vivo podacima, ali se joS uvek mogla uociti
znacajna razlika u fazi resorpcije (slika 23). Zato je bilo neophodno modifikovati 1 ASF
vrednosti, kako bi simulirani profil pokazao $to bolje slaganje sa in vivo dobijenim
profilom. ASF vrednosti su optimizovane podeSavanjem vrednosti koeficijenata
resorpcionog gradijenta C1 1 C2. Ovi koeficijenti se koriste za skaliranje ASF vednosti

na nivou tankog creva. Koeficijenti C3 1 C4 koji uzimaju u obzir procese na nivou
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kolona nisu optimizovani, jer se najveéi deo doze levotiroksina resorbuje u
proksimalnom delu creva [29], tako da su za ASF vrednosti za delove ispod prostora
“ileum 3” koriS¢ene inicijalne neoptimizovane vrednosti (tabela 45). Profil
koncentracije levotiroksina u plazmi u funkciji vremena simuliran na osnovu
optimizovanih vrednosti za rastvorljivost i ASF je bio u najboljem slaganju sa in vivo
uocenim profilom (slika 23).

Dobijene optimizovane vrednosti za rastvorljivost 1 ASF faktore su koriS¢ene za

sve dalje simulacije.
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Tabela 45. Neoptimizovane i optimizovane ASF vrednosti

Prostor Neoptimizovan ASF  Optimizovan ASF
Zeludac 0 0
duodenum 2.805 5.221
jejunum 1 2.758 5.130
jejunum 2 2.732 5.076
ileum 1 2.695 5.001
ileum 2 2.632 4.869
ileum 3 2.546 4.675
cekum 1.384 1.384
ascedentni kolon 2.228 2.228

5.3.2 Predvidanje resorpcije levotiroksina

Na slici 23 je prikazan GastroPlus™ generisan profil resorpcije levotiroksina
dobijen na osnovu ulaznith podataka navedenih u tabeli 44, zajedno sa profilom
zavisnosti koncentracije levotiroksina u plazmi u funkciji vremena dobijenim u in vivo
studiji. Tacnost predvidanja je procenjena na osnovu izracunavanja procenta greSke
predvidanja (prediction error, % PE), koji se definiSe kao relativni odnos razlike stvarne
1 simulirane vrednosti parametra. [zracunate greSke predvidanja za simulacije na osnovu
optimizovanih ASF vrednosti su bile manje od 10% za sve farmakokineticke parametre,
ukazuju¢i da je ovaj model dao dobro predvidanje resorpcije levotiroksina i da je
adekvatno dizajniran. Predvideni i farmakokineticki parametri dobijeni u in vivo studiji

prikazani su u tabeli 46.
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Tabela 46. Poredenje farmakokinetickih parametara izracunatih na osnovu srednjeg
profila koncentracije levotiroksina u plazmi dobijenog u in vivo studiji sa

simuliranim vrednostima

Simulirana vrednost % PE
Invivo
Parametar neoptimizovani  optimizovani neoptimizovani  optimizovani
vrednost
ASF ASF ASF ASF
Cmax
29.16 23.17 26.87 20.54 7.85
(ng/ml)
PIK .
173.30 167.07 166.67 3.59 3.82
(ngh/ml)
PIK
147.03 134.24 139.44 8.70 5.16
(ngh/ml)
tmax (h) 1.66 2.37 1.77 -42.77 -6.63

GastroPlus™ predvideni profili resorpcije i in vivo rastvaranja prikazani su na
slici 26. Na osnovu simuliranog profila regionalne resorpcije levotiroksina iz
digestivnog trakta prikazanog na slici 27 se vidi da se najveca koli¢ina levotiroksina
(96.6%), primenjenog u obliku tableta sa trenutnim oslobadanjem, resorbuje u
duodenumu 1 jejunumu, $to je u skladu sa literaturnim podacima [29]. Literaturni podaci
takode ukazuju da se nakon oralne primene resorbuje 40 do 80% primenjene doze
levotiroksina. Medutim, GastroPlus™ je predvideo da se resorbuje 99.9% levotiroksina.
S obzirom da se radi o endogenoj supstanci, pouzdano odredivanje obima resorpcije,
kao 1 identifikacija potencijalnih mehanizama uklju¢enih u ovaj proces je veoma
sloZena 1 potrebna su dodatna istrazivanja kako bi se razvio in silico model za njihovo

predvidanje.

120



100

@
o
1

60

40 4

—— profil rastvaranja
20

——— profil resorpcije

% rastvorenog (resorbovanog) levotiroksina

0 1 1 1 1
0 2 4 6 8
Vreme (h)

Slika 26. GastroPlus™ simulirani profil resorpcije i rastvaranja levotiroksina na osnovu
optimizovanih ASF vrednosti (osenena oblast predstavlja region u kome brzina

rastvaranja ne uti¢e na resorpciju)

_ 99.9
< 100 -
©
C
5
o 80 A
=
S
2
o 60
o
G
2 41.1
Ko} 4
5 40 315
(%]
g
£ 20- 15.1
)
G 6.1
< 0 = 26 1.2 16 0.7
0 T T T T T
A 2 > © Q o
R N R LA R L NI o 3
4o N S eV AoV eV @ O NP
18 N o .\e\\)“ \e\o“ N \ S % e© N\

Slika 27. Regionalna resorpcija levotiroksina
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Nakon razvoja modela za predvidanje resorpcije levotiroksina, PSA je ponovo
sprovedena za procenu uticaja rastvorljivosti, doze levotiroksina, radijusa Cestica i
permeabilnosti (slika 28). Vrednosti navedenih parametara varirane su u opsegu od 1/10
do 10 puta vece vrednosti u odnosu na vrednost koja je inicijalno koris¢ena u simulaciji,
osim za permeabilnost, koja je varirana u opsegu od 1/2 do 2 puta. Rezultati PSA su
pokazali da stepen resorpcije gotovo ne zavisi od navedenih faktora. Kompletna
resorpcija leka se moze posti¢i za vrednosti veli¢ine Cestica do 60 pum. Simulacija
uticaja rastvorljivosti i permeabilnosti u celom ispitivanom opsegu, kao i simulacija
uticaja veli¢ine Cestica za vrednosti do 40 pm nije imala znacajnog uticaja na vrednost
Ciax- Rezultati PSA su takode pokazali dozno-zavisno poveéanje Cpax 1 PIK, Sto je u
skladu sa literaturnim podacima [30], kao 1 neosetljvost PIK na varijacije vrednosti
rastvorljivosti 1 permeabilnosti u celom navedenom opsegu, kao 1 u opsegu veli¢ine

Cestica do 60 um.
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levotiroksina (a), Crax (b) 1 PIK (c) od vrednosti izabranih ulaznih parametara. Centar X-
ose predstavlja polaznu vrednost ispitivanog parametra koja je koriS¢ena u simulacijama
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5.3.3 Uticaj brzine rastvaranja levotiroksin-natrijuma iz tableta na

resorpciju leka

Rezultati ispitivanja brzine rastvaranja levotiroksin-natrijuma iz tableta, dobijeni
primenom eksperimentalnih uslova datim u USP 34 i USP 24 (slika 8), koriS¢eni su kao
ulazni podaci u modulu pojedinaéne simulacije GastroPlus™ programa, sa ciljem da se
ispita uticaj in vitro brzine rastvaranja na simulaciju profila koncentracije levotiroksina
u plazmi u funkciji vremena. Kao ulazni parametar za simulacije je takode koris¢en set
virtuelnih profila, konstruisanih na osnovu ekperimentalnih i literaturnih podataka i
farmakopejskih zahteva za test brzine rastvaranja za tablete sa trenutnim oslobadanjem
levotiroksin-natrijuma. Ovi profili generisani su tako da simuliraju situaciju kada se a)
najmanje 70% leka rastvori za 45 minuta (USP 34 zahtev) i kada se b) najmanje 55%
leka rastvori za 80 minuta (USP 24 zahtev), kao i slucajeve kada se c¢) najmanje 85%
leka rastvori za 15 minuta (veoma brzo rastvaranje), d) za 30 minuta (brzo rastvaranje),
e) za 45 minuta, f) za 60 minuta i1 kada je g) nepotpuno rastvaranje (tabela 47). Profili
simulirani na osnovu eksperimentalnih rezultata prikazani su na slici 29. Virtuelni

profili brzine rastvaranja 1 odgovaraju¢i simulirani profili prikazani su na slici 30.
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Slika 29. Simulirani in vivo profili koncentracije levotiroksina u plazmi na osnovu
eksperimentalno dobijenih profila brzine rastvaranja levotiroksin-natrijuma iz

referentnog preparata, zajedno sa in vivo uocenim profilom
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Tabela 47. Virtuelni profili brzine rastvaranja levotiroksin-natrijuma koriS$¢eni u simulacijama

Vreme % rastvorenog levotiroksin-natrijuma

(min) profil a profil b profil ¢ profil d profil e profil f profil g
0 0 0 0 0 0 0 0
10 20.11 15.60 70.15 48.12 40.23 35.02 6.90
15 28.12 20.00 85.91 56.35 59.90 48.51 9.87
20 36.70 25.81 92.66 69.89 70.14 54.74 15.2
30 49.87 31.56 96.16 85.18 79.90 64.70 20.10
45 70.80 42.33 97.15 89.87 85.56 78.02 29.00
60 77.01 50.42 97.88 90.18 90.33 88.10 33.21
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Slika 30. Virtuelni profili brzine rastvaranja (a) i odgovarajuc¢i simulirani in vivo profili
koncentracije levotiroksina u plazmi, zajedno sa in vivo uocenim profilom koncentracije

levotiroksina u plazmi (b)

Profil brzine rastvaranja dobijen u skladu sa eksperimentalni m uslovima
navedenim u USP 34 (trenutno vaze¢a monografija) odgovarao je kriterijumu za veoma
brzo rastvaranje (“very rapid dissolution”, vise od 85% supstance rastvoreno za 15
minuta od pocetka testa). Sa druge strane, oslobadanje levotiroksin-natrijuma iz tableta

u fosfatnom puferu (uslovi nekada vaze¢i u USP 24) je bilo sporije i postepeno, pri
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¢emu je viSe od 85% supstance rastvoreno za 30 minuta. lako su dobijeni profili brzine
rastvaranja bili medusobno razli¢iti (izra¢unata f, vrednost je bila 42.1), GastroPlus™
predvideni farmakokineticki profili su bili dosta sli¢ni i dobro su se slagali sa in vivo
uocenim podacima. Rezultati simulacija kada su kao ulazni parametri kori§¢eni virtuelni
profili, konstruisani tako da oslikavaju razliite brzine rastvaranja levotiroksin-
natrijuma, pokazali su da se varijacije u kinetici brzine rastvaranja odraZavaju na
predvidene in vivo profile. Ipak, moze se primetiti da su razlike u kinetici rastvaranja
lekovite supstance in vitro mnogo manje izrazene kod GastroPlus™ predvidenih profila
koncentracije levotiroksina u plazmi (profili c, d, e i f su se skoro preklapali) (slika 30).
Najvece odstupanje od in vivo profila je primeéeno za profil g, koji predstavlja slucaj
gde je oslobadanje lekovite supstance sporo 1 nepotpuno. Sa druge strane, nije bilo
znacajnih razlika u predvidenim profilima bez obzira da li se viSe od 85% supstance
rastvorilo za 15 minuta ili za 60 minuta. Farmakokineti¢ki parametri predvideni na

osnovu razli¢itih in vitro profila brzine rastvaranja prikazani su u tabeli 48.
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Tabela 48. Farmakokineticki parametri predvideni na osnovu razli€itih ulaznih profila brzine rastvaranja

In vitro profil Crax PlRo= — ypg TR opp (hy  %PE
(ng/ml) (ngh/ml) (ngh/ml)
USP 34 metoda 27.09 710 16671  3.80 13865 5.0 1.81 9.04
USP 24 metoda 26.30 981 15663  9.62 13299  9.55 1.80 8.43
profil a 2150 2777 15727 925 11956 1868 219  31.93
profil b 1757 3975 14843 1435 9053 3843 220 3253
profil ¢ 26.99 744 16667 382 13895 549 1.86 12.05
profil d 26.61 874  173.00 017 13154  10.53 1.86 12.05
profil e 26.80 809 16666  3.83  137.83 626 200 2048
profil f 2610 1049  166.67 382 13676 698 1.86 12.05
profil g 1468 4966  177.87 264 10480 2872 684 31205
in vivo vrednost 29.16 173.30 147.03 1.66
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5.3.4 In vitro-in vivo korelacije

Za uspostavljanje IVIVK koris¢eni su rezultati in vivo studije bioekvivalencije i
virtuelni i eksperimentalno dobijeni profili brzine rastvaranja lekovite supstance iz
pojedinacnih tableta. Naime, ispitivanje brzine rastvaranja lekovite supstance iz zbirnog
uzorka onemogucava identifikaciju varijabilnosti na nivou pojedinacnog lekovitog
oblika, jer ¢e krajnji rezultat biti prosecna vrednost brzine rastvaranja zbirnog uzorka.
Iako su rezultati za brzinu rastvaranja levotiroksin-natrijuma iz zbirnog uzorka u 0.01 M
HCl sa 0.2% NaLS bili zadovoljavajudi, ispitivanje brzine rastvaranja ipak treba izvoditi
sa pojedinanim tabletama, kako bi se pravilno procenio kvalitet preparata i osigurala

njegova efikasnost i bezbednost.

5.3.4.1 ViSestruka korelacija nivoa C

U cilju uspostavljanja visestruke korelacije nivoa C, parcijalne povrsine ispod
simuliranog profila zavisnosti koncentracije levotroksina od vremena nakon 1,21 3 h
(11.199, 35.717 1 60.559 ngh/ml), izracunate metodom trapezoida, uporedene su sa
kumulativhom koli¢inom rastvorene supstance nakon 10, 20 1 30 minuta, pri ¢emu su
koris¢eni eksperimentalni 1 virtuelni profili brzine rastvaranja (slika 8 1 slika 30). Zbog
razlike u brzini rastvaranja in vitro 1 in vivo (u in vitro uslovima je proces rastvaranja
znatno brzi nego u uslovima u organizmu), bilo je neophodno koriS¢enje fakora
korekcije vremena, kako bi se mogla uspostaviti korelacija izmedu navedenih podataka
[111]. Tako su vrednosti parcijalnih PIK dobijenih u prva tri sata (60, 120 1 180 minuta)
poredene sa procentom oslobodene supstance nakon 6 puta manjih vremenskih intervala
(10, 20 1 30 minuta). Odgovarajuci statisticki parametri dati su u tabeli 49, a korelacioni
dijagram je prikazan na slici 31.

Visoke vrednosti koeficijenata korelacije dobijene su kod svih profila. Medutim,
vrednosti nagiba prave su se medusobno dosta razlikovale, pri ¢emu je najvece
odstupanje od jedinice uoceno kod virtuelnih profila a i b, koji predstavljaju USP 34 i
USP 24 zahteve za test brzine rastvaranja tableta levotiroksin-natrijuma, kao 1 kod
profila g, koji simulira nepotpuno rastvaranje supstance iz tableta, $to ukazuje da kod
ovih profila ne postoji zadovoljavajuca korelacija sa in vivo podacima. Visok stepen

korelacije izmedu izabranih in vitro 1 in vivo podataka u ostalim slu¢ajevima ukazuje na
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postojanje visestruke IVIVK nivoa C. Volpato i saradnici su takode u svom radu ispitali

mogucnost uspostavljanja ovog nivoa korelacije za tablete levotiroksina, pri ¢emu su

koristili samo rezultate ispitivanja brzine rastvaranja u skladu sa USP 34 1 USP 24

uslovima; visok stepen korelacije dobijen je samo za in vitro podatke dobijene prema

nekada vaze¢im USP 24 zahtevima [27].

Tabela 49. Statisticki parametri viSestruke in vitro-in vivo korelacije nivoa C

In vitro profil a* r*
USP 34 metoda 1.3094 0.8661
USP 24 metoda 1.2042 0.9652

profil a 3.6503 0.9975
profil b 3.0131 0.9867
profil ¢ 1.2083 0.9198
profil d 1.2179 0.9946
profil e 1.1444 0.9585
profil f 1.2678 0.9819
profil g 3.6782 0.9877

*a: nagib pravca, r: koeficijent korelacije
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Slika 31. ViSestruka IVIVK nivoa C izmedu parcijalnih PIK nakon 1, 2 i 3 h i kumulativne
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profila (a) i na osnovu virtuelnih in vitro profila (b)
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5.3.4.2 Korelacija nivoa A

Uspostavljanje viSestruke korelacije nivoa C je ukazalo da izmedu in vitro 1 in
vivo podataka takode moze postojati visi stepen korelacije, odnosno korelacija nivoa A.

Za uspostavljanje IVIVK nivoa A koriS¢en je konvolucioni pristup. Primenjena
metoda konvolucije bazirana je na ACAT modelu implementiranom u GastroPlus™
softveru [140]. Kao in vitro ulazna komponenta koris¢eni su eksperimentalni i virtuelni
profili brzine rastvaranja tableta sa trenutnim oslobadanjem levotiroksin-natrijuma.
Profili koncentracije levotiroksina u plazmi, predvideni na osnovu ulaznih profila brzine
rastvaranja, uporedeni su sa srednjim profilom koncentracije levotiroksina u plazmi
uocenim in vivo (slike 29 i 30). Odgovarajuci statisticki parametri dati su u tabeli 50.
Korelacioni dijagram dobijen poredenjem odgovarajuc¢ih vrednosti predvidenih na

osnovu in vitro podataka sa profilom uocenim in vivo prikazan je na slici 32.

Tabela 50. Statisti¢ki parametri in vitro-in vivo korelacije nivoa A

In vitro profil a* r
USP 34 metoda 0.8905 0.9874
USP 24 metoda 0.8789 0.9847

profil a 0.7069 0.9074
profil b 0.5608 09112
profil c 0.9042 0.9803
profil d 0.8999 0.9793
profil e 0.9109 0.9672
profil f 0.8714 0.9637
profil g 0.2609 0.5331

*a: nagib pravca, r: koeficijent korelacije
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Vrednosti nagiba regresione prave priblizne jedinici, kao i visoke vrednosti
koeficijenata korelacije dobijene kod profila c, d, e i f pokazali su postojanje IVIVK
nivoa A. Visok nivo korelacije je takode dobijen za profile simulirane na osnovu
eksperimentalnih podataka dobijenih za brzinu rastvaranja u skladu sa uslovima datim u
USP 34 1 USP 24. Nizi stepen korelacije dobijen je za virtuelne profile koji
predstavljaju farmakopejske zahteve za brzinu rastvaranja (tabela 50). Ova
kontradiktornost se moze objasniti kinetikom brzine rastvaranja koja je uocena in vitro.
Naime, oslobadanje iz ispitivanih tableta je bilo brzo i kompletno pod svim ispitanim
eksperimentalnim uslovima. Ipak, rezultati gastrointestinalnih simulacija u kombinaciji
sa IVIVK su pokazali da se postoje¢i zahtevi za brzinu rastvaranja za tablete sa
trenutnim oslobadanjem levotiroksin-natrijuma ne mogu smatrati biorelevantnim. Na
slici 26 se moze videti da krive koje predstavljaju koli¢inu rastvorenog 1 koli¢inu
resorbovanog leka medusobno divergiraju, ukazujuéi na to da je permeabilnost, a ne
brzina rastvaranja ogranicavajuc¢i faktor za resorpciju leka. Na osnovu dobijenih
rezultata, kao biorelevantan zahtev za test brzine rastvaranja za tablete sa trenutnim
oslobadanjem levotiroksin-natrijuma mogao bi se predloziti zahtev po kome se

najmanje 85% lekovite supstance rastvori u roku od 60 minuta.

5.3.5 Simulacija resorpcije levotiroksina u prisustvu hrane

U simulacijama resorpcije levotiroksina iz gastrointestinalnog trakta u prisustvu
hrane koriS¢eni su fizicko-hemijski 1 farmakokineticki parametri prikazani u tabeli 44,
kao 1 fizioloski sistem humanog gastrointestinalnog trakta u uslovima nakon primene
obroka. Predvidene vrednosti farmakokinetickih parametara su prikazane u tabeli 51.
Simulirani profil koncentracije levotiroksina u plazmi u zavisnosti od vremena, u
uslovima nakon primene obroka, kao i u uslovima na gladno, prikazan je na slici 33.

Rezultati simulacija ukazuju da prisustvo hrane znacajno utiCe na brzinu
resorpcije levotiroksina, ali ne 1 na stepen resorpcije. Zvanic¢ne preporuke za rezim
doziranja tableta levotiroksina podrazumevaju njihovu primenu ujutru, pre obroka.
Medutim, kako se u literaturi ne mogu pronaci podaci o profilu koncentracije
levotiroksina u funkciji vremena nakon primene obroka, ne postoji mogucénost
poredenja dobijenih simuliranih vrednosti sa realnim in vivo podacima 1 validacija

ovakvog modela bi zahtevala dodatna ispitivanja in vivo.
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Tabela 51. Poredenje farmakokinetickih parametara dobijenih simulacijama u

uslovima na gladno i u prisustvu hrane

In vivo Simulirana vrednost
Parametar
vrednost uslovi na gladno u prisustvu hrane
Cinax (ng/ml) 29.16 26.87 23.26
PIK .. (ngh/ml) 173.30 166.67 166.92
PIKy.¢ (ngh/ml) 147.03 139.44 133.32
tmax (h) 1.66 1.77 2.76
30 .
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Slika 33. GastroPlus™ simulirani profili koncentracije levotiroksina u plazmi nakon
oralne primene tableta levotiroksina u dozi od 600 pg u uslovima na gladno i u

prisustvu hrane i in vivo uoceni profil u uslovima na gladno
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5.3.6 Virtuelna studija

Resorpcioni model za levotiroksin, razvijen u modulu pojedinacne simulacije,
iskoriS¢en je za procenu dispozicije ove supstance u vecoj populaciji ispitanika
primenom modula za izvodenje virtuelnih studija u GastroPlus™ softveru (Virtual trial
mode). Virtuelne studije predstavljaju simulirana klinicka ispitivanja sa do 2500
virtuelnih ispitanika, pri ¢emu je simulacija kod svakog ispitanika zasnovana na
jedinstvenom randomizovanom setu fizioloSkih 1 farmakokinetickih parametara.
Prilikom izvodenja ovakvih simulacija na izabranom broju ispitanika, uticaj razliitih
parametara na resorpciju leka se procenjuje na osnovu niza simulacija u kojima se nacin
variranja nekog parametra vr$i na osnovu izabrane raspodele i unetog stepena varijacije
datog parametra u izabranoj populaciji.

Dispozicija levotiroksina je u ovom modulu predvidena sprovodenjem virtuelne
studije na 100 ispitanika. Naime, preliminarne simulacije sa razli¢itim brojem ispitanika
(25, 50, 75, 100 1 500 ispitanika) pokazale su da su rezultati virtuelnih studija sa 100 i
kojom se uzima doza, molekulska masa, logP, pKa, gustina Cestica 1 difuzioni
koeficijent su izabrani kao fiksne vrednosti, dok su ostali parametri kao Sto su efektivna
permeabilnost, vreme intestinalnog tranzita, telesna masa ispitanika 1 klirens definisani
kao varijabilni sa log-normalnom raspodelom (tabela 52). Varijabilnost za telesnu masu
ispitanika, volumen distribucije 1 klirens je definisana na osnovu vrednosti CV
dobijenih u in vivo studiji. Rezultati virtuelne studije uporedeni su sa rezultatima
pojedinacnih simulacija, kao 1 sa podacima iz in vivo studije.

Farmakokineticki parametri predvideni u virtuelnoj studiji su se vrlo dobro slagali
sa in vivo rezultatima (slika 34), a sve izraCunate greSke predvidanja su bile manje od
10% (tabela 53). Srednje vrednosti predvidenih parametara su bile bliske i vrednostima
dobijenim u pojedina¢nim simulacijama sprovedenim u cilju validacije modela,
potvrdujuci da je resorpcioni model specifican za levotiroksin adekvatno dizajniran i da
uspesno predvida njegovo ponasanje u organizmu. Na ovaj nacin se moze potvrditi da je
varijabilnost prilikom izvodenja virtuelne studije adekvatno prezentovana, jer je uoceno

dobro slaganje izmedu simuliranih i in vivo uocenih vrednosti.
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Tabela 52. Parametri koriSéeni u simulaciji virtuelne studije

Donja Srednja Gornja
Parametar CV (%)

granica  vrednost  granica
permeabilnost (cm/s x 107 0.73 1.34 2.44 20
vreme prolaska kroz tanko crevo (h) 1.761 3.209 5.847 20
telesna masa (kg) 40.79 70 120.12 18
Ve (L) 0.077 0.22 0.629 30
CI (L/h) 0.803 3.6 16.134 50
duodenum ASF 3.868 5.221 7.048 10
jejunum 1 ASF 3.800 5.130 6.924 10
jejunum 2 ASF 3.760 5.076 6.852 10

30
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Slika 34. Simulirani profili koncentracije levotiroksina u plazmi: modul pojedinacne
simulacije (a) i modul virtuelne studije na 100 ispitanika, zajedno sa profilom

koncentracije levotiroksina u zavisnosti od vremena zapazenim in vivo (b)
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Tabela 53. Farmakokineticki parametri i greske predvidanja

Parametar Predviden I* Predviden [I**  In vivo %PEI*  %PE II**

Conax (ng/ml) 26.87 27.54 29.16  7.85 5.56
PIKo... (ngh/ml) 166.67 167.70 17330 3.82 3.23
PIK,. (ngh/ml) 139.44 132.84 147.03  5.16 9.65
tmax (h) 1.77 1.74 1.66 -6.63 482

* modul pojedinacne simulacije

** modul virtuelne studije

Sa ciljem da se ispita uticaj in vitro brzine rastvaranja na simulaciju profila
koncentracije levotiroksina u funkciji vremena, takode su uradene virtuelne studije na
100 ispitanika, pri ¢emu su kao ulazni parametri koriS¢eni virtuelni profili prikazani u

tabeli 47. Simulirani profili prikazani su na slici 35.
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Slika 35. Profili koncentracije levotiroksina u plazmi, simulirani u modulu virtuelne
studije na osnovu seta virtuelnih profila brzine rastvaranja, zajedno sa profilom

koncentracije levotiroksina u zavisnosti od vremena zapazenim in vivo
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Kako u GastroPlus™ softveru ne postoji moguénost prikaza svakog pojedinanog
simuliranog profila u okviru virtuelne studije, nije moguce poredenje sa individulanim
profilima iz in vivo studije. Zato su 90% CI za simulirane vrednosti Cp,x, PIKo. 1 PIK ¢
dobijene u osnovnoj virtuelnoj studiji i u studijama sa virtuelnim profilima brzine
rastvaranja uporedeni sa eksperimentalno dobijenim vrednostima za referentni preparat
u in vivo studiji.

Svi izracunati 90% CI za vrednosti Cpax, PIKg. 1 PIKg¢ dobijene u osnovnoj
virtuelnoj studiji su se nalazili u opsegu 80-125% u odnosu na eksperimentalno
dobijene srednje vrednosti farmakokineti¢kih parametara (slika 36).

90% CI za vrednosti Cpax, PIK¢.o 1 PIK¢s, simuliranih kada su kao ulazni
parametri koriS¢eni profili c, d, e 1 f, takode su bili u opsegu 80-125% u odnosu na
eksperimentalne vrednosti (slika 36). Iz prilozenih rezultata se moze videti da nije
uoCena znaCajna razlika izmedu predvidenih farmakokinetickih parametara sve do
profila u kom je vise od 85% oslobodeno za 60 minuta, u poredenju sa in vivo uoenim
profilom za referentni preparat. Na osnovu ovih simulacija se takode moze zakljuéiti da
brzina rastvaranja nece biti ogranicavajuci faktor za resorpciju levotiroksina, $to je u
skladu sa rezultatima pojedina¢nih simulacija. Manje brzine rastvaranja levotiroksina iz
tableta se mogu tolerisati jer nece uticati na sveukupnu resorpciju. Zato 1 znatno vece
razlike izmedu profila brzine rastvaranja razvojne formulacije i1 referentnog preparata
mogu biti prihvatljive, §to je u skladu sa aktuelnim debatama o vaze¢im kriterijumima
za f; vrednosti kada je u pitanju uporedno ispitivanje brzine rastvaranja lekovitih oblika

sa trenutnim oslobadanjem aktivne supstance [83].
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Slika 36. Predvideni C,, (a), PIK (b) i PIK,., (¢) u osnovnoj virtuelnoj studiji (bela kolona) i
virtuelnim studijama za simulaciju razli¢itih brzina rastvaranja (sive kolone), zajedno sa 90%
CI; isprekidane linije predstavljaju interval 80-125% u odnosu na eksperimentalno dobijene
vrednosti
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5.3.7 Mogu¢nost primene biowaiver koncepta

Na osnovu rezultata sprovedenih simulacija, kao i eksperimentalno odredenog
profila rastvorljivosti levotiroksina, moze se izvesti zakljuak da rastvorljivost
levotiroksina nije ograni¢avajuci faktor za njegovu resorpciju. U skladu sa tim,
levotiroksin se moze klasifikovati kao lek intermedijerne rastvorljivosti, pri ¢emu
resorpcija nakon oralne primene nece biti ograniena rastvorljivo$¢u. Podaci o
permeabilnosti nisu u potpunosti relevantni i na osnovu njih se moze zakljuciti da se
levotiroksin nalazi na granici izmedu lekova niske i visoke permeabilnosti [15, 21, 22].
Postoje preporuke da se lekovi koji imaju stepen resorpcije izmedu 45 1 85% mogu
smatrati kao lekovi intermedijerne permeabilnosti 1 da takode mogu biti kandidati za
biowaiver-e [83]. Na osnovu svih dobijenih rezultata se moze =zakljuciti da se
levotiroksin nalazi na granici izmedu BCS grupe I i BCS grupe III. Rezultati dobijeni
metodom gastrointestinalne simulacije, u kombinaciji sa IVIVK, pokazuju da su
predvideni in vivo farmakokineticki profili relativno neosetljivi na promene u kinetici
brzine rastvaranja. Dakle, moZe se pretpostaviti da i1 brzina rastvaranja lekovite
supstance iz tableta nije ogranicavajuci faktor za resorpciju levotiroksina. Resorpcija Ce,
pre svega, biti ograni¢ena biofarmaceutskim i fizioloskim faktorima, a ne faktorima
formulacije, pod uslovom da ekscipijensi prisutni u ispitivanim formulacijama ne uti¢u
na gastrointestinalnu permeabilnost, 1, posledi¢no, na resorpciju leka. Ovakvi rezultati in
silico simulacija su u saglasnosti sa publikovanim studijama u kojima je dokazana
bioloSka ekvivalentnost preparata koji su pokazali in vitro razliCite brzine rastvaranja
levotiroksina, kao i sa studijama u kojima je potvrdena bioloska ekvivalentnost izmedu
tableta 1 oralnog rastvora levotiroksina [27, 175-179]. Ovakva saznanja omogucavaju
postavljanje znatno Sire specifikacije testa brzine rastvaranja levotiroksina.

Visoke vrednosti doznog broja za levotiroksin za terapijsku dozu od 600 pg i za
rastvorljivost u opsegu pH 4.5-6.8 pokazuju da levotiroksin samo u tom slu€aju ne
ispunjava uslov za visoko rastvorljivu supstancu. Grani¢na vrednost doznog broja se

mozZe tacnije izracunati iz jednacine [71]:

pri Gemu je Fa~1 i Ay=2.663 (GastroPlus™ predvidena vrednost).
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Na ovaj nacin se dobija maksimalna grani¢na vrednost doznog broja od 4.53.
Kako su sve vrednosti doznog broja prikazane u tabeli 11 manje od izracunate grani¢ne
vrednosti, moze se zakljuciti da je rastvorljivost ipak dovoljno visoka u svim delovima
gastrointestinalnog trakta 1 da ne¢e ograniCavati resorpciju. Dobijeni rezultati pokazuju
da se dovoljna rastvorljivost moze posti¢i u svim medijumima u fizioloSkom opsegu pH
vrednosti 1 da dodavanje surfaktanta u medijum za test in vitro brzine rastvaranja nije
potrebno. To dovodi u pitanje opravdanost ispitivanja brzine rastvaranja u skladu sa
uslovima u vaze¢oj americkoj farmakopeji, koji podrazumevaju upotrebu medijuma sa
0.2% NaLS. Sa druge strane, podaci dobijeni primenom tehnike gastrointestinalne
simulacije u kombinaciji sa IVIVK su pokazali da se i u slu¢aju manjih brzina
rastvaranja levotiroksina iz tableta mogu dobiti koncentracije u plazmi koje se dobro
slaZzu sa in vivo vrednostima. U tom slucaju, i fosfatni pufer pH 7.4, koji je prethodno
propisivan od strane americke farmakopeje, se moze smatrati pogodnim za in vitro
ispitivanje brzine rastvaranja levotiroksina.

Sekrecija levotiroksina je strogo regulisana fizioloskim sistemom povratne sprege
1 pokazuje veliku interindividualnu varijabilnost. Uzimajuéi u obzir varijabilnu in vivo
kinetiku (vrednosti ty.x koje se mogu naci u literaturi variraju u opsegu od 1.6 do 4.5 h),
kao 1 varijabilne individualne endogene nivoe hormona, moZe se pretpostaviti da in vivo
studije prosecne bioekvivalencije nisu adekvatne za uspostavljanje bioekvivalencije
izmedu preparata levotiroksina [179, 181, 187]. Sa druge strane, u literaturi se mogu
pronaci radovi u kojima je pokazano da je odsustvo terapijske ekvivalentnosti preparata
levotiroksina rezultat neadekvatnog sadrzaja aktivne supstance u preparatu 1/ili
neodgovarajuce brzine rastvaranja [36].

Kako je osnovni cilj studija bioloSke ekvivalentnosti procena uticaja faktora
formulacije na biolosku raspolozZivost leka, in silico metode, kao §to je model
gastrointestinalne simulacije razvijen u ovoj studiji, koji ne uzima u obzir
interindividualnu varijabilnost, mogu se koristiti za davanje objektivne procene bioloske
raspolozivosti preparata koji sadrZze endogene supstance, iako endogeni nivo leka ne
moze biti uzet u obzir prilikom izvodenja simulacija resorpcije.

Predlozena metodologija koja ukljucuje tehnologiju gastrointestinalne simulacije 1
IVIVK ukazuje da postoji mogucénost primene biowaiver koncepta na genericke

preparate koji sadrze levotiroksin. lako postoje ogranicavaju¢i faktori kao §to su uska
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terapijska Sirina i varijabilni individualni odgovor na supstitucionu terapiju, koji po
trenutno vaze¢im smernicama ne podrzavaju ovu biowaiver ekstenziju, rezultati ovog
istrazivanja ukazuju da ove faktore, kao i trenutno vazece regulatorne zahteve, treba

dodatno kriti¢ki proceniti i razmotriti.
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ZAKLJUCAK
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I. Eksperimentalno dobijeni rezultati za rastvorljivost su u skladu sa
pretpostavkama vezanim za amfoternu strukturu ove lekovite supstance, koja u
zavisnosti od pH jonizuje na razliCite nacine. Na osnovu izraCunatih odnosa
doza/rastvorljivost 1 vrednosti doznih brojeva, moze se zakljuciti da levotiroksin-
natrijum, u opsegu doza koje se uobicajeno koriste u terapiji, ispunjava uslov da bude
visoko rastvorljiva supstanca u skladu sa kriterijumima BCS sistema.

Ispitivanje brzine rastvaranja levotiroksin-natrijuma iz ispitivanih preparata u
medijumima razli¢itth pH vrednosti je pokazalo da pH vrednost utice na brzinu
rastvaranja. Najveca brzina rastvaranja i kompletno oslobadanje je postignuto u
medijumu pH 1.2, dok su koli¢ine rastvorenog levotiroksin-natrijuma bile najnize u
acetatnom puferu pH 4.5. Rezultati ispitivanja uticaja intenziteta meSanja na brzinu
rastvaranja levotiroksin-natrijuma iz ispitivanih preparata su pokazali da primenjeni
intenzitet meSanja takode ima uticaj na oslobadanje levotiroksin-natrijuma. Ovaj uticaj
je bio posebno izrazen u slucaju referentnog preparata. Pri svim ispitanim uslovima,
oslobadanje levotiroksin-natrijuma iz razvojne formulacije je bilo brzo, sa viSe od 85%
supstance oslobodene za 30 minuta.

Rezultati uporednog ispitivanja brzine rastvaranja levotiroksin-natrijuma iz
ispitivanih preparata su ukazali na izvesne razlike izmedu preparata pri odredenim
eksperimentalnim uslovima. Razli¢ito in vitro ponasanje ispitivanih preparata se moze
objasniti razlikama u sastavu formulacija 1 primenjenoj tehnologiji izrade. Kako je in
vivo studija pokazala bioekvivalentnost razvojne formulacije i referentnog preparata i
uzimajuci u obzir rastvorljivost levotiroksin-natrijuma, razlike uo€ene in vitro nemaju
znaCajan uticaj na in vivo ponaSanje leka. Na osnovu dobijenih rezultata se moze
zakljuciti da su brzina i stepen resorpcije levotiroksina pre ograniceni njegovom
permeabilnoscu, a ne njegovom rastvorljivoscu i1 brzinom rastvaranja. Ovakvi rezultati
ukazuju da su vazeéi regulatorni zahtevi za veoma brzo rastvaranje (viSe od 85%
lekovite supstance rastvorene za 15 minuta), kao 1 zahtevi da vrednost faktora slicnosti
(f2) mora biti veca od 50 isuviSe strogi za biowaiver koncept za preparate sa trenutnim
oslobadanjem koji sadrze visoko rastvorljive lekovite supstance i da ih je potrebno
dodatno razmotriti. Kako su sve izraCunate f, vrednosti prilikom poredenja profila
brzine rastvaranja levotiroksin-natrijuma iz ispitivanih preparata bile vece od 40,

moguce je razmotriti manje restriktivne kriterijume za procenu sli¢nosti izmedu
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formulacija, pri ¢emu bi se u ovom sluc¢aju mogla prihvatiti prosecna razlika od 10 do
16% u kolic¢ini aktivne supstance oslobodene u istim vremenskim intervalima.

II. Svi dobijeni 90% CI u in vivo studiji su odgovarali standardnim kriterijumima
za studije bioekvivalencije (0.80-1.25), ali su se u sluc¢aju PIK i PIKy.., izracunatih na
osnovu koncentracija levotiroksina korigovanih u odnosu na endogeni nivo, nalazili na
donjoj granici prihvatljivosti. Na osnovu ovoga se moze zakljuciti da endogeni nivo
levotiroksina ima znacajan uticaj na procenu bioekvivalencije, jer maskira relativnu
razliku izmedu ispitivanih preparata. Stoga korekcija izmerene ukupne koncentracije
levotiroksina u odnosu na endogeni nivo doprinosi pouzdanijoj proceni
bioekvivalencije. Rezultati flip-flop analize su takode odgovarali standardnim
kriterijumima za studije bioekvivalencije, ali se nisu nalazili na samim granicama
prihvatljivosti ni za jedan od analiziranih farmakokinetickih parametara. Na taj nacin je
dodatno potvrdena bioloska ekvivalentnost ispitivanih preparata.

III. Primenom tehnike gastrointestinalne simulacije pokazano je da se na osnovu
izabranih vrednosti ulaznih parametara moze sa zadovoljavaju¢om pouzdanoscu
simulirati resorpcija levotiroksina. Analiza osetljivosti parametara (PSA) je pokazala da
se kompletna resorpcija leka moZe posti¢i primenom cCestica veli¢ine do 60 pm i da
stepen resorpcije gotovo ne zavisi od varijacija u vrednostima rastvorljivosti,
permeabilnosti 1 doze. Simulacija uticaja rastvorljivosti 1 permeabilnosti u celom
ispitivanom opsegu, kao i simulacija uticaja veliine Cestica za vrednosti do 40 um je
pokazala da se ne ocekuje znacajan uticaj na vrednosti Cyax 1 PIK. Rezultati PSA su
takode predvideli dozno-zavisno povecanje Cpax 1 PIK.

Ispitivanjem uticaja in vitro brzine rastvaranja na simulaciju profila koncentracije
levotiroksina u plazmi u funkciji vremena zakljuceno je da se razlike u kinetici brzine
rastvaranja levotiroksina odraZavaju na predvidene in vivo profile, ali su ipak mnogo
manje izrazene. Pokazano je da nema znacajnih razlika u predvidenim profilima, bez
obzira da li se vise od 85% supstance rastvorilo za 15 minuta (veoma brzo rastvaranje)
ili za 60 minuta.

Rezultati gastrointestinalnih simulacija u kombinaciji sa IVIVK su pokazali da su
farmakopejski zahtevi za brzinu rastvaranja za tablete sa trenutnim oslobadanjem
levotiroksina ograni¢avajuci i da se kao biorelevantan moze predloziti zahtev po kome

se najmanje 85% lekovite supstance rastvori u roku od 60 minuta.
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Farmakokineticki parametri predvideni u virtuelnoj studiji kojom je simulirana
dispozicija levotiroksina u vecoj populaciji ispitanika su pokazali vrlo dobro slaganje sa
in vivo podacima, kao i sa parametrima dobijenim u pojedina¢nim simulacijama
sprovedenim u cilju validacije modela, ukazuju¢i na to da je resorpcioni model
specifican za levotiroksin adekvatno dizajniran. Rezultati virtuelnih studija u kojima su
kao ulazni parametri koriS¢eni virtuelni profili koji simuliraju razli¢ite brzine
rastvaranja ukazuju da se ne ocekuje da bi se izvesne razlike u brzini rastvaranja
levotiroksina in vitro pokazale znacajnim in vivo 1 da je moguce predloziti biorelevantan
zahtev za in vitro brzinu rastvaranja levotiroksina od >85% supstance rastvoreno u
periodu od 60 minuta.

IV. Rezultati in vitro 1 in silico ispitivanja su pokazali da rastvorljivost i1 brzina
rastvaranja levotiroksin-natrijuma nisu ogranicavajuci faktori za njegovu resorpciju. Na
osnovu izracunate grani¢ne vrednosti doznog broja se moze zakljuciti da je
rastvorljivost  levotiroksin-natrijuma  dovoljno  visoka u svim delovima
gastrointestinalnog trakta 1 da nece uticati na proces resorpcije. Ovakvi rezultati
pokazuju da dodavanje surfaktanta u medijum za test in vitro brzine rastvaranja nije
potrebno. Rezultati dobijeni primenom tehnike gastrointestinalne simulacije u
kombinaciji sa IVIVK su pokazali da se i u slu¢aju manjih brzina rastvaranja
levotiroksin-natrijuma iz tableta mogu ocekivati koncentracije u plazmi koje su u skladu
sa in vivo uocenim profilom. Na osnovu toga se fosfatni pufer pH 7.4, koji je prethodno
propisivan od strane ameri¢ke farmakopeje, moZe u potpunosti smatrati pogodnim za in
vitro 1ispitivanje brzine rastvaranja tableta sa trenutnim oslobadanjem levotiroksin-
natrijuma.

PredloZena metodologija koja ukljucuje tehnologiju gastrointestinalne simulacije i
IVIVK ukazuje da postoji moguénost primene biowaiver koncepta na genericke
preparate koji sadrze levotiroksin. Medutim, ograniavaju¢i faktori, kao S§to su
neusaglaSeni stavovi u pogledu klasifikacije levotiroksina u grupu lekova uske
terapijske Sirine i varijabilni individualni odgovor na supstitucionu terapiju, koji po
trenutno vaze¢im smernicama ne podrzavaju ovu biowaiver ekstenziju, kao i aktuelni
regulatorni zahtevi za uporedno ispitivanje brzine rastvaranja lekovitih preparata sa
trenutnim oslobadanjem koji sadrze visoko rastvorljive supstance, treba da budu

dodatno ispitani i kriticki procenjeni, da bi se utvrdila klinicka relevantnost primenjenog
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in vitro/in silico pristupa i moguénost njegove primene u razvoju formulacije preparata i

sprovodenju odgovarajuéih postregistracionih izmena.
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WzjaBa o ayTopcTBY

MoTtnucanu-a _Veana Kouuh

6poj ynuca 2/07

WsjaBmsyjem

[a je AOKTOpCKa AucepTalumja nog Hacrosom

BENOPAPMALIEYTCKA KAPAKTEPU3ALINJA TABJIETA CA TPEHYTHUM

OCNIOBABAHEM IEBOTUPOKCUH-HATPUJYMA

® pesynTaT CONCTBEHOr UCTpaXunBa4kor pana,

s Ja npeanoXeHa gucepraumja y LENUHA HU Y fenoBuMa Huje 6una npeanoxeHa
3a pAobujate BUnNo Koje AuNome npema CTyAWjCKUM mporpamuma Apyrux
BWCOKOLLIKOJICKMX YCTaHoBa,

e [a Cy pesynTaTv KOPeKTHO HAaBEAEHM 1

e [Ja HUCaM KpluMo/na ayTopcka MnpaBa U KOPUCTUO WHTENEKTYarnHy CBOjuHy
APYrvX nuua.

MoTnuc nokTopaHpa

Y Beorpaay, 25.04.2013.
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M3jaBa 0 MICTOBETHOCTH LITAMIMAHEe U eNIeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Mme v npeaume aytopa _Meana Kouuh

Bpoj ynuca _2/07
Cryamjcku nporpam _PapMakoKMHeTUKa U KNWHWKa dapmamia

Hacros papa _BuodapmaueyTtcka kapakrepwsaumia Tabnera ca TpeHyTHUM
ocnobahawem NeBOTUPOKCUH-HATPUyMa

MenTtop _npod. ap Bpanucnasa Murbkosuh 1 npod. Ap JeneHa Mapojunh

Motnucann _Meana Kouwh

u3jaBrbyjem Aa je wramnasa Bepawja MOr JOKTOPCKOr paja WCTOBETHA ENEKTPOHCKO)
Bepanjn Kojy cam npefao/na 3a objaBrbuBake Ha noprany [AurutanHor
peno3uTopujyma Yuueepauterta y Beorpagy.

[ossorbasam Aa ce ofjase Moju NU4HKM nojauu BesaHu 3a Aobujarse akagemckor
3Bara JOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe W Mpesume, roauHa W mecto pofiersa u aatym

opbpaHe papa.

OBy nuuyHM nogaum mory ce objaBuTn Ha MpexHUM CTpaHuuama purvranHe
BUBNMOTEKE, Y ENeKTPOHCKOM KaTanory v y nybnukauwjama YHusepautera y beorpagy.

MoTtnuc gokTopaHaa

Y beorpaay, 25.04.2013.
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Mzjaea o kopuwhetby

Oenawhyjem YHusepautetcky 6ubnuotexy ,CeeTosap Mapkosuh® ga y [Ourutantu
peno3uTopujym YHuBepauteta y beorpagy yHece Mojy OOKTOpCKy AwcepTauujy noj
HacnoBoMm:

BEMOPAPMALIEYTCKA KAPAKTEPU3ALIMJA TABNETA CA TPEHYTHIAM

OCNOBABAHEM NEBOTUPOKCUH-HATPUJYMA

Koja je Moje ayTopcko Aeno.

[ucepTauujy ca cBuM NpunoauMa npeaaoc/na cam y eNekTpoHCKoM hopMaTy norogHoM
3a TpajHO apXuBMpar-e.

Mojy [OKTOpPCKY AucepTauujy noxpawseHy y [JUrutanHu penosutopujym YHusepauteta
y Beorpagy mMory aa kopucte CBW Koju NoLuTyjy oapeade cagpxaxe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeaTvsHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oanyyuo/na.

1. AyTopcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMepLMjanHo
@ AyTopcTBO — HeKomepuumjanHo — bes npepape
4. AYyTOpCTBO — HEKOMEpLWjarnHe — AenuT Noj MCTUM YCRoBuMa
5. AytopcTeo — Ge3 npepage
6. AyTOpCTBO — OEnUTW NoA UCTUM YCnoBUMa

(MonumMo aa 3aokpyxuTe camo jefHy Of LECT MoHyheHWX NWUUeHUW, KpaTak onuc
NWUEeRUM AaT je Ha nonefjuHu nucta).

MoTtnuc pokropanpa

/ﬂ'ﬁLLfL {)Q(\(‘}C

Y beorpagy, 25.04.2013.




1. AytopcTeo - [lo3BorbaBate yMHOXaBare, AUCTPUOYUM)Y W jaBHO caonwiTaBake
fena, u npepaje, ako ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HauwH oApefleH of cTpaHe aytopa
Mnu gaeaoua nuueHue, Yak 1 y komepuujande cepxe. OBo je HajcnobogHuja og cemx
NULEHLN.

2. AytopcTBO — HekomepumjanHo. [lo3eorbasare yMHOXaeare, AMCTPUOYLMjy 1 jaBHO
caoniwitasake fena, u npepage, ako ce HaBefe uMme aytopa Ha HauvH ogpefieH o
cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He A03BOsbaBa KOMepLWjanHy
ynotpeby nena.

3. AyTopcTBO - HekomepuuwjanHo — 6Ge3 npepage. [lo3BorbaBate yMHOXagare,
AvcTpubyumnjy W jaBHO caonwTaBake [fena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBamwa wnu
ynotpebe nena y ceom feny, ako ce HaBene WMe ayTopa Ha HauyuH ogpefeH of
cTpaHe ayTopa wnu aasaoua nvueHue. Oea NULEHLA He A03BosbaBa Komepuujandy
ynotpeby gena. ¥ ofHocy Ha cee ocTane NULEHLE, OBOM NWLEHLIOM CE OrpaHuyasa
Hajsehn obum npasa kopuwheta gena.

4. AYTOPCTBO - HEKOMepuuWjanHo — AEenuTU Noj WCTUM Yycnosuma. [lo3sorbaeare
yMHOXaBare, AucTpubyLnjy v jasHo caonwitasare Aena, u Nnpepaje, ako ce Hasefe
WMe ayTopa Ha Ha4wH ogpefieH of CTpaHe ayTopa WNu gaBaola NUUeHUE W aKo ce
npepaga Aguctpubywpa nog WCTOM WNU crivyHOM nuueHuom. OBa nuueHua He
fo3Bosbasa komepuujanHy ynotpeby gena v npepaga.

5. AytopetBo — Ge3 npepage. [ossorbaeare ymHOXaeake, OuMCTpuOyuujy W jaBHO
caonwrasawe aena, 6e3 npomena, npeobnukoeara unu ynotpebe gena y ceom geny,
aKo ce HaBefle UMe ayTopa Ha HauuH ofpefeH of cTpaHe ayTopa Wnu Aasaoua
nuueHue. Oa nuueHUa f03BorbaBa Komepumjandy ynotpeby gena.

6. AyTopcTBO - AenuTu nog MCTWM ycrioBuma. [lo3BorbaBate YMHOXKaBake,
AncTpubyunjy 1 jaBHO caonwiTaBake Jena, U Npepage, ako ce HaBefe UMe ayTopa Ha
HauwH oppefleH opf cTpaHe aytopa MNW AaBaoua fNWLUEHLE W ako ce npepaja
auctpubyvpa nod MCTOM MMM cnMuyHoM nuueHuom. OBa nuueHua p[o3sorbasa
KomepumujanHy ynoTtpeby gena u npepaga. CnuyHa je codTBEPCKUM NULEHLIAMA,
0[HOCHO NLIEHLIaMa 0TBOPEHOr koda.




