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PRIMENA KONCEPTA DIZAJNA KVALITETA U RANOJ FAZI
FARMACEUTSKOG RAZVOJA TABLETA SA MODIFIKOVANIM
OSLOBADANJEM AKTIVNE SUPSTANCE
Rezime

Istrazivanja obuhvacena ovim radom podrazumevala su primenu koncepta dizajna
kvaliteta u ranoj fazi farmaceutskog razvoja novog proizvoda, kod izrade aminofilin
tableta sa modifikovanim oslobadanjem teofilina. Primenjene su alatke i metode
preporu¢ene novim FDA i EMA smernicama (analiza rizika, planiranje eksperimenta,
Biofarmaceutski sistem klasifikacije, in vitro ispitivanja, provera mogucnosti

uspostavljanja in vitro/in vivo odnosa).

Cilj rada je podrazumevao: definisanje preliminarnog in vitro testa ispitivanja
brzine rastvaranja aminofilin tableta sa modifikovanim oslobadanjem teofilina obzirom
da se ne raspolaze oficinalnom metodom; razvoj optimalne formulacije na bazi bubre¢ih
matriks formiraju¢ih polimera (Methocel® K100M i Carbopol 971P NF) razlicite
hemijske strukture, naCina izgradnje matriksa 1 mehanizma oslobadanja aktivne
supstance; definisanje ciljanog profila kvaliteta proizvoda (Quality Target Product
Profile, engl., QTPP), kriti¢nih atributa kvaliteta (Critical Quality Attribute, engl.,
CQA) gotovog proizvoda, materijala i formulacionih komponenata; izbor prototip
formulacije prihvatljivog profila oslobadanja; provera mogucnosti uspostavljanja in
vitro/in vivo odnosa za odabrane formulacije; predvidivost odabrane in vitro metode da
opiSe ponasanje preparata in vivo; procenu moguénosti primene kunica kao Zivotinjskog

modela za in vivo ispitivanja u ranoj fazi istrazivanja.

Primenjena metodologija je podrazumevala: upotrebu Cetiri USP 30 testa (Test 1
USP, Test 3 USP, Test 6 USP, Test 9 USP oficinalna u okviru mongrafije za teofilin
kapsule sa produzenim oslobadanjem) i metode poluizmene (prema preporukama Ph
Eur 6.0), u okviru in vitro ispitivanja; koris¢enje razli¢itih modela dizajna eksperimenta
punog faktorijalnog dizajna, dizajna smeSe, generalnog jednofaktorskog dizajna;
koris¢enje model-nezavisnih metoda (faktor razlika f1, faktor sli¢nosti f2) i model-
zavisnih metoda (model kinetike nultog reda, Higuchi model kvadratnog korena i
Korsmayer - Peppas-ov model) za analizu brzine i mehanizma oslobadanja lekovite
supstance iz tableta.
U okviru in vivo ispitivanja, koriS¢ena je metoda izracunavanja relativne bioloske

raspolozivosti F% medu formulacijama, Wagner-Nelson metoda za odredivanja



procenta kumulativne frakcije (%FD) teofilina, inverzna Wagner-Nelson metoda za
dobijanje pretpostavljenog in vivo profila oslobadanja i linearna regresiona analiza za
procenu Kkorelativnosti in vitro/in vivo odnosa (izmedu in vitro oslobadanja i in vivo
apsorpcije) i prividnog mehanizma apsorpcije in vitro/in vivo profila izmedu prototip

formulacije i komercijalnog preparata

U okviru in vitro analize, ispitano je pet komercijalnih proizvoda sa domaceg i
stranog trzi$ta, razli¢itog kvalitativnog sastava, primenom pet in vitro testova ispitivanja
brzine oslobadanja. Nadene su razli¢ite brzine oslobadanja teofilina u opsegu od 47%
do preko 90% (u zavisnosti od preparata i primenjenog testa), uz zastupljenost prakti¢no
svih mehanizama oslobadanja kvazi Fick-ovom ili Case | kinetikom (n=0.42), difuzijom
(n= oko 0.50), anomalnim transportom (n=0.57-0.77), Case |l transportom (n=0.89) kao
i mehanizmom relaksacije (n=0.92). Dobijeni sli¢ni profili oslobadanja ispitivanjem
Testom 3 USP u odnosu na Test 1 USP ili Test 9 USP naveli su na pretpostavku da
razlike pH vrednosti fosfatnog pufera ili tipa aparature nemaju uticaj na dinamiku
oslobadanja teofilina iz ispitivanih preparata. Dobijeni slicni profili oslobadanja pri
sukcesivnoj zameni medijuma u toku vremena (metoda poluizmene) u odnosu na
kompletnu zamenu medijuma posle prvog sata ispitivanja (Test 3 USP), ukazali su da se
zbog vece jednostavnosti izvodenja, USP postupku moze dati prednost.

Konstatovani sli¢ni profili oslobadanja teofilina, u opsegu pH =3.0-7.5, odnosno nizi
profili oslobadanja u medijumu pH=1.2, pri ispitivanju komercijalnog preparata
aminofilina sa trenutnim oslobadanjem ukazali su na potrebu primene kombinacije
medijuma u toku ispitivanja. Nadeno je da su, pri primeni aparature II USP rotirajuce
lopatice i brzini mesanja 50rpm i aparature I USP rotirajuce korpice pri brzinama 50rpm i
100rpm dobijeni sli¢ni profili oslobadanja iz matriks tableta.

Na osnovu dobijenih in vitro rezultata konstatovano je da se za dalja ispitivanja moze
koristiti in vitro metod koji odgovara Test 3 USP: aparatura II USP sa rotiraju¢om
lopaticom, brzina meSanja 50rpm, pri temperaturi 37+2°C, i 900ml medijuma: vestacki
Zeludacéni sok bez pepsina u toku prvog sata i vestacki crevni sok bez enzima od 2-8h
ispitivanja.

Za potrebe razvoja prototip formulacije, postuju¢i koncept dizajna kvaliteta
(QbD), definisan je ciljani profil kvaliteta proizvoda (QTPP). Analizom uticaja
kriti¢nosti, utvrdeno je da na efikasnost 1 bezbednost kod pacijenta imaju uticaj kriti¢ni

atributi kvaliteta gotovog proizvoda (CQA): fizicki atributi (oblik/veli¢ina) tablete,



sadrzaj, uniformnost sadrzaja i profil brzine rastvaranja. Prema FMECA modelu
izvodenja inicijalne procene rizika konstatovano je da: atributi kvaliteta materijala
aktivne supstance, koja pripada | grupi lekova po Biofarmaceuskom sistemu
klasifikacije, ne pokazuju rizik za kvalitet gotovog proizvoda, pri primeni metode
vlazne granulacije. Formulacione komponente 1 promenljive: granulat sa
modifikovanim oslobadanjem teofilina, intragranularni matriks formiraju¢i polimer
(hidroksipropilmetilceluloza) i njegov udeo u ukupnom polimernom matriksu, imaju
srednji nivo rizika na fizicke atribute kvaliteta tableta (oblik/veliCinu), a zajedno sa
ekstragranularnim polimerom (karbomer) visok nivo rizika na profil oslobadanja
lekovite supstance; dok je uticaj na sadrzaj i uniformnost sadrzaja niskog nivoa rizika.
Prisustvo vezivnog sredstva i nerastvornog punioca pokazuje srednji nivo rizika na

fizi¢ke atribute kvaliteta tableta.

Primenom analize punog faktorijalnog dizajna potvrden je efekat znaCajnog
usporavanja oslobadanja iz matriksa na bazi kombinacije Methocel® K100M najviseg
viskoziteta sa Carbopolom® 971P NF, §to do sada nije bilo opisano u literaturi. Takode
je ovaj efekat konstatovan primenom nizeg udela karbomera, 12.5% u kombinaciji sa
hidroksipropilmetilcelulozom, u odnosu na literaturom naveden (15%, 22.5%).
Mehanizam nastanka znafajnog usporavanja oslobadanja pri primeni kombinacije
Methocel® K100M/Carbopol® 971P NF, pretpostavljeno je da se moze pripisati
sinergistiCkom uticaju oba polimera.

Dizajnom smeSe postignut je razvoj formulacija matriks tableta na bazi intragranularno
(Methocel® K100M ili Methocel® K4M) i ekstragranularno (Carbopol® 971P NF)
kombinovanih polimera. Konstatovan je znacajan obrnuto proporcionalni uticaj
koncentracije karbomera na profil brzine rastvaranja teofilina.

Numeri¢ka optimizaciona procedura eksperimentalnog dizajna smesSe omogucila je
izdvajanje tri optimalne prototip formulacije uz izracunatu gresku predvidanja ispod
10%, i konkretne sastave formulacija sa optimizovanim udelima polimera i brzinama

oslobadanja sli¢nim postavljenim ciljanim profilima.

Za sve tri optimizovane prototip formulacije konstatovano je produzeno
oslobadanje leka u in vivo uslovima na kuni¢ima, za Cpax,=7.61 mg/L - 9.2 mg/L, Tmax
= 7.5h - 12.0h i AUC 4_4s = 115.90 mg h/L - 204.6 mg h/L, a relativna bioloSka
raspolozivost teofilina bila je ve¢a (105.5 % - 182.5 %) u poredenju sa komercijalnim

preparatima.



Primenom linearne regresione analize nadena je korelacija nivoa A, kod in vitro i
in vivo setova podataka za dve prototip formulacije i jedan komercijalni proizvod (R?
=0.977 - 0.991). Usled uocenog intenzivnijeg in vivo oslobadanja teofilina u prvim
satima inspitivanja, primenjen je vremenski faktor srazmere (time scaling factor) kod
dobijenih in vitro profila oslobadanja, ¢ime je uspostavljena korelacija uz nesto vise
vrednosti koeficijenta korelacije (R* =0.982-0.995) kod prakti¢no svih ispitivanih
tableta. Pri tome su za jednu pototip formulaciju i komercijalni proizvod, dobijeni
koeficijenti pravca bliski jedinici (1.12 i 1.03). Intenzivniju brzinu resorpcije u prvim
satima ispitivanja u poredenju sa in vitro oslobadanjem, najverovatnije je moguce
objasniti sporijim formiranjem gel barijere in vivo i brzim oslobadanja leka iz bubreceg
matriks sistema. Poredenjem sli¢nosti setova podataka in vitro/in vivo profila prototip
formulacije i komercijalnog preparata (u literaturi oznaceno kao prividno sli¢an
mehanizam resorpcije, similar apparent absorption mechanism) primenom linearne
regresione analize, nadena je korelacija kod dva para formulacija (R>=0.962 i 0.949). Na
osnovu literaturnih navoda, uocena niza vrednost koeficijenta korelacije se moze
objasniti ¢injenicom da su poredeni preparati razli¢itog sastava i mehanizma

oslobadanja (porozni lipidni matriks i hidrofilni bubre¢i matriks).

Procena predvidivosti in vitro/in vivo modela, u intervalu do 8h ispitivanja za
analizirane farmakokineticke parametre (Cgn i AUCy_g,) potvrdena je kod jedne
prototip formulacije i jednog komercijalnog proizvoda (greska predvidanja manja od
15%), dok je kod ostale dve formulacije i jednog komercijalnog proizvoda greska
predvidanja bila u granicama zahteva za AUC_gy, ali veca od 15% za Cg, Na 0snovu
literaturnih navoda, u slu¢aju prihvatljive greske predvidanja za AUC_g,, predvidivost
in vitro/in vivo modela se moze smatrati prihvatljivom. Proisti¢e da nadeni korelacioni
model uz primenu vremenskog faktora srazmere, moze biti primenljiv u daljim fazama
razvoja tableta. Takode predefinisana in vitro metoda ispitivanja pruza mogucnost

predvidanja ponasanja preparata in vivo.

Poredenjem in vivo profila dobijenih na zdravim dobrovoljcima (iz raspolozivih
publikacija) i in vivo eksperimentalno nadenih rezultata na kuni¢ima, za jedan od
komercijalnih preparata nadena je sli¢nost parametara AUC ,_., I Cnax . Konstatovana je
in vitro/in vivo korelacija nivoa A izmedu in vitro brzine rastvaranja, posle primene
vremenskog faktora srazmere i in vivo profila kod zdravih dobrovoljaca, R?=0,986 (kod
Lin i sar, 1990) i R=0,985 (za Méller i Langebucher, 1982). Dobijeni rezultati ukazuju



na opravdanost primene kunica kao zivotinjskog modela pri in vivo ispitivanjima u ranoj
fazi razvoja farmaceutskog oblika, radi preliminarnih predvidanja in vivo ponasanja

razvojnih formulacija.

Klju¢ne reci: tablete sa modifikovanim oslobadanjem, aminofilin, teofilin,
hidroksipropilmetilceluloza, karbomer, eksperimentalni dizajn smese, in vitro brzina
rastvaranja, in vivo resorpcija, in vitro/in vivo odnos, kunic,
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APPLICATION OF QUALITY BY DESIGN CONCEPT IN THE EARLY
STAGE OF PHARMACEUTICAL DEVELOPMENT FOR TABLETS WITH
MODIFIED RELEASE OF THE ACTIVE SUBSTANCE

Summary

Research described in this study comprised the implementation of quality by
design (QbD) concept from the early stage of product pharmaceutical development, for
the preparation of aminophylline tablets with modified theophylline release. QbD tools
and methods recommended by the new FDA and EMA guidelines were applied (Risk
analysis, Design of Experiment DOE, Biopharmaceutical Classification System BCS, in

vitro dissolution, in vitro/in vivo relationship).

The focus of the investigation envolved: preliminary in vitro method selection
intended for examination of aminophylline modified release tablets, as there are no
officinal methods; development of the optimal formulation based on swellable matrix
polymers (Methocel ® K100M and Carbopol 971P NF) with different chemical
composition, matrix forming properties and different mechanism of drug release;
identification of the Quality Target Product Profile (QTPP), Critical Quality Attributes
(CQA) of the finished product, raw materials and formulation components; selection of
the prototype formulation with an acceptable drug release profile; testing the feasibility
of establishment of the in vitro/in vivo correlation for selected formulations;
predictability of the selected in vitro method to describe the in vivo behavior of the
product; the suitability of the rabbit as an animal model for the in vivo testing during the
early stages of the formulation development.

The applied methodology involved: the application of four USP 30 tests (Test 1
USP, Test 3 USP, Test 6 USP, Test 9 USP officinal within the monograph of
theophylline extended-release capsules) and the Half Change Method (in accordance
with the instructions given by Ph. Eur 6.0), for the in vitro examination; DOE
methodology application through the Full Factorial Design, Mixture Experimental
Design and General One Factor Design; application of model-independent methods
(dissimilarity factor f1, similarity factor f2) and model-dependent methods (zero-order
model, Higuchi square root model, Korsmayer-Peppas, power low model) for drug

release rate and mechanism evaluation.



Within the in vivo evaluation, following methodology was applied: calculation of
relative availability F% between the formulations, Wagner-Nelson method to calculate
the percent of cumulative fraction of theofiline dose absorbed (%FD); back calculation
from Wagner-Nelson equation of predicted drug plasma concentration; linear regresion
analysis for feasibility of in vitro/in vivo correlation (between in vitro dissolution and in
vivo absorption profile) and apparent absorption mechanism (of in vitro/invivo profiles

between formulation and commercial product).

Five commercial products of different qualitative composition from domestic and
foreign markets were analyzed by five in vitro methods. The obtained results showed
the difference in theophylline release rate, in the range of 47% to over 90% (depending
on product composition and the test method). The various release mechanisms were
found: quasi Fick's diffusion or Case | kinetics (n=0.42), diffusion (n=about 0.50),
anomalous transport (n=0.57-0.77), Case Il transport (n=0.89) as well as the
mechanism of erosion/relaxation (n=0.92). Similar release profiles were obtained after
the examination by Test 3 USP compared to Test 1 USP or Test 9 USP which led to the
assumption that the differences in phosphate buffer pH or the apparatus type have no
effect on the theophylline release profile from tested tablets. Similar release profiles
obtained after the portion media replacement during the specified time intervals of
testing (Half Change Method) compared to the complete replacement of the media after
the first hour of testing (Test 3 USP), indicated selection of USP method as easier for
performance.

During the testing of commercial immediate release aminophylline tablets, similar
release profiles of theophylline were obtained in the medium of pH 3.0-7.5 range and
lower values found for pH 1.2 medium, indicating that both media should be applied as
a part of in vitro method examination. Similar dissolution profiles were obtained during
the examination of matrix tablets in apparatus Il USP paddle, (speed 50rpm) or
apparatus | USP basked (speed 50rpm and 100rpm).

On the basis of the obtained in vitro results it was concluded that in vitro test similar to
Test 3 USP should be applied in further examinations: apparatus Il USP paddle, stirring
speed 50rpm, at a temperature of 37 + 2°C, and 900ml of media: simulated gastric fluid
without pepsin during the first hour examination and simulated intestinal fluid without

enzymes for the second hour and thereafter 2-8h examination.



According to the QbD concept, at the beginning of the prototype formulation
development, Quality Target Product Profile (QTPP) was identified. The criticality
analysis further leads to identification of finished product Critical Quality Attributes
(CQA) that are critical to efficacy and safety from the perspective of patient (physical
attributes tablet shape/size, content/uniformity and the release profile). Initial risk
assessment (based on FMECA methodology) pointed out that for BSC class | drug
material quality attributes of the active substance did not indicate a risk to the quality of
the finished product if wet granulation method was applied. Formulation components
and variables (granulate with modified release of theophylline, intragranular matrix
forming polymer, hydroxypropylmethylcellulose, and its ratio in total polymer matrix),
showed a medium level of risk to the physical attributes of tablet quality (shape/size)
and together with extragranular polymer (carbomer) high level of risk to drug release
profile; while their impact to the content and content uniformity was low. Presence of
the binding agent and insoluble diluent, shows medium risk level to the physical
attributes of the tablet quality.

Based on a Full Factorial Design analysis, significant retardation in drug release
was found for matrices based on the combination of the highest viscosity Methocel®
K100M and Carbopol® 971P NF, which has not been reported in the literature. Also,
the effect was confirmed by using a lower amount of carbomer, of 12.5% in
combination with hydroxypropylmethylcellulose, compared to the literature data (15%,
22.5%). It is assumed that the effect of Methocel® K100M/Carbopol® 971P NF release
retardation should be attributed to synergistic effect of both polymers.

Mixture Experimental Design model was applied for development of the matrix tablet
formulations, based on combination of polymers: intragranular (Methocel® K100M or
Methocel® K4M) and ekstragranular (Carbopol® 971P NF). The significant inversely
proportional influence of carbomer ratio on theophylline release profile was noticed.
Numerical optimization procedure of mixture design enabled the selection of the three
optimal prototype formulations, with the calculated prediction error below 10%, and
quantitatively defined tablet compositions with optimized polymer amounts and the

release profiles similar to target values.

Prolonged theophylline release in vivo in rabbits, for all three optimized prototype

formulations were found, with values of Cpax = 7.61 mg/L - 9.2 mg/L, Tnax = 7.5h -



12.0h and AUC_,,s; = 115.90 mg h/L - 204.6 mg h/L, while the relative bioavailability
was higher (105.5% - 182.5%) compared to the commercial products.

Linear regression analysis demonstrated a good correlation of Level A, between in
vitro and in vivo data sets for the two prototype formulations and one commercial
product (R?=0.977-0.991). Due to the observed rapid theophylline release in vivo at the
beginning of the examination, the time scaling factor was applied on the in vitro
obtained profiles, which led to the correlation with a slightly higher correlation
coefficient values (R?=0.982-0.995) for almost all the examined tablets. For one
prototype formulation and commercial product, the obtained values for slope were close
to one (1.12 and 1.03). Faster absorption rate in the first hours of testing compared to in
vitro release should be probably explained by the slower gel barrier formation in vivo,
with more rapid drug release from swellable matrix system. Comparing the similarity of
in vitro / in vivo profiles between prototype formulation and commercial product
(indicated in the literature as similar apparent absorption mechanism) by linear
regression analysis, the good correlation was found for the two compared sets of data
(R*=0.962 and 0.949). Obtained coefficient correlation of lower values, should be
explained on the bases of the literature data, by the fact that the products compared were
of different composition and release mechanism (porous lipid matrix and hydrophilic

swelling matrix).

Predictability of the in vitro/in vivo model, for the interval of up to 8h
examination, for tested pharmacokinetic parameters (Cg, and AUCy, _, gn ), was
confirmed for one prototype formulation and one commercial product (the prediction
error was less than 15%), while for the other two formulations and one commercial
product prediction error was within the limits required for AUC, _, g, but greater than
15% for Cgn. Based on the literature data, in a case of acceptable prediction error for
AUC, _, gy, the predictability of the in vitro/in vivo model can be considered acceptable.
It can be assumed that applied correlation model with the implementation of the time
scaling factor can be feasible for the further stages of tablet development. Also, the
predefined in vitro method, could enable the predictability of the product behavior in

Vivo.

Comparing the in vivo profiles obtained in healthy volunteers (available literature
data) and in vivo experimental results found in rabbits, for one of the commercial

product the similarity of parameters AUC ¢ _, , and C nax Was found. In vitro/in vivo



correlation of Level A, between in vitro dissolution rate after implementation of the time
scaling factor and in vivo resorption profiles in healthy volunteers was established
R%=0.986 (for Lin et al, 1990) and R? = 0.985 (for Méller and Langebucher, 1982). The
results indicate that there is a reasonable assumption that the rabbit might be used as an
animal model for in vivo studies in the early stages of the dosage form development, as
well as for the preliminary prediction of in vivo behavior of prepared formulations.

Key words: modified release  tablets, aminophylline,  theophylline,
hydroxypropylmethylcellulose, carbomer, mixture experimental design, in vitro
dissolution, in vivo resorption, in vitro/in vivo relationship, rabbit,
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1. OPSTI DEO



1.1. PRIMENA KONCEPTA DIZAJNA KVALITETA U FAZI
FARMACEUTSKOG RAZVOJA PROIZVODA

Najnovije smernice, preporucene od strane EMA i FDA: ICH Q8(R2)-Pharmaceutical
Development (EMA, 2009), ICH Q9-Quality Risk Management (EMA, 2011a) i ICH
Q10-Pharmaceutical Quality System (EMA, 2011b) u ovom trenutku uti¢u i menjaju i
regulatorne zahteve i strategiju farmaceutskog razvoja, sa tendencijom stalnog rasta
uticaja (Lionberger, 2008).
Sustina strategije na kojoj bazira celokupni novi pristup, opisana smernicom ICH
Q8(R2), pocinje od rane faze razvoja proizvoda i proteze Se u toku celog Zivotnog
ciklusa (Product Life Cycle) sa ciljem $to kompletnijeg razumevanja i proizvoda i

procesa.

1.1.1. Pregled strategije koncepta dizajna kvaliteta u odnosu na tradicionalni
pristup "testiranjem do kvaliteta™ u toku farmaceutskog razvoja
proizvoda

Tradicionalni pristup, nazvan "testiranjem do kvaliteta” (Quality by Testing, QbT), moze
se definisati, kao pristup kojim se farmaceutski kvalitet postize ispunjenjem regulatornih
zahteva i prethodno ustanovljenih atributa kvaliteta (Woodcock, 2004), putem stalnih
testiranja (sirovina, meduproizvoda, gotovih proizvoda) u svim fazama proizvodnog

procesa i koji je opisan kroz ustanovljene specifikacije i usko postavljene granice.

Novi pristup, oznaCen kao "dizajnom do kvaliteta” (Quality by Design, QbD),
predstavlja sistematski pristup razvoju sa zahtevom za §to kompletnijim razumevanjem
proizvoda, procesa i procesne kontrole, zasnovan na nau¢nom pristupu i upravljanju
rizikom u toku celog zivotnog ciklusa jednog proizvoda (Yu, 2008; Trivedi, 2012).
Pregled postulata stare, *‘testiranjem do kvaliteta™, i nove strategije ""dizajnom do
kvaliteta™, prikazan je u tabeli 1.1. (Trivedi, 2012).

Globalni zahtevi kvaliteta novog proizvoda i dalje ostaju isti: obezbedenje potrebnog
farmaceutskog kvaliteta, bezbednosti i efikasnosti leka.

Farmaceutski kvalitet proizvoda, prema konceptu dizajna kvaliteta, identifikuje se kroz
faktore definisane kao kriti¢ne za kvalitet ali iz perspektive pacijenta; ovi faktori se

povezuju sa atributima kvaliteta proizvoda i ekscipijenasa i utvrduje kako kriti¢ni



parametri procesa mogu biti varirani a da se postigne dobijanje proizvoda konzistentnog
kvaliteta.

Tabela 1.1. Pregled stare, "testiranjem do kvaliteta™, i nove strategije, ""dizajnom do

kvaliteta™ u farmaceutskom razvoju, (Trivedi, 2012)

Tradicionalni pristup- QbT (Quality by Testing) Preporuéeni pristup - QbD (Quality by Design)
e  Kvalitet se obezbeduje testiranjem i inspekcijom e Kuvalitet ugraden u proizvod / proces kroz dizajn
zasnovan na nau¢nom pristupu

e Intenzivno prikupljanje podataka — bez globalne e Prikupljanje znanja na sistematiCan nacin -
sistemati¢nosti u smislu povezanosti informacija u obezbeduje dobro  poznavanje  proizvoda i
"kompletnu sliku" razumevanje procesa

e  Specifikacije bazirane na istorijskim podacima e Specifikacije bazirane na zahtevima za profil
proizvedenih sarzi proizvoda (product performance requirements)

e  Tok procesa "zamrznut", bez podsticaja na promene e Fleksibilnost procesa u okviru prostora za dizajn,
dozvoljavajuéi kontinuirano unapredenje

e  Akcenat na reproduktivnosti procesa / proizvoda, e Akcenat na robustnosti procesa, razumevanje i
Cesto zaobilazeci / ignoriSuéi varijacije kontrola varijacija

Efikasnost proizvoda se prati preko parametara kao Sto su: sadrzaj i brzina rastvaranja,
koji predstavljaju kriticne karakteristike svakog proizvoda, a ispitivanje brzine
rastvaranja in vitro treba da odrazava i in vivo efekat, rastvaranje i apsorpciju

(biorelevantan) sto je vise moguce.

Bezbednost proizvoda, se prati preko kriterijuma prihvatljivosti za necistoce, koje
trebaju biti postavljene na osnovu definisanog bioloskog nivoa bezbednosti (biological
safety level) odredenog klinickim studijama bezbednosti (safety / clinical studies) ili

studijama toksi¢nosti.



1.1.2. KONCEPT DIZAJNA KVALITETA-PREPORUCENA METODOLOGIJA
Preporuceni sled aktivnosti (Lionberger i sar, 2008; Yu,. 2008; Trivedi, 2012) u razvoju
novog proizvoda primenom dizajna kvaliteta, Sematski prikazan na slici 1.1.
podrazumeva:

e postavljanje ciljanog profila proizvoda (TPP - target product profile), koji opisuje
primenu, bezbednost i efikasnost preparata;

e definisanje ciljanog profila kvaliteta proizvoda (QTPP - quality target product
profile), koji je osnova razvoja formulacije i proizvodnog procesa;

e primena procene rizika (RA — Risk assesment) u izdvajanju najmanje poznatih
oblasti za dalja ispitivanja na osnovu prikupljenih do tog trenutka raspolozivih
podataka o aktivnoj supstanci, potencijalnim pomoénim materijama i procesnim
operacijama;

e dizajniranje formulacije i identifikovanje kriti¢nih atributa materijala / Kriti¢nih
atributa kvaliteta finalnog proizvoda (CMA - critical meterial attributes/ CQA —
critical quality attributes) koji moraju biti kontrolisani da bi se ispunili zahtevi
ciljanog profila kvaliteta proitvoda;

e dizajniranje proizvodnog procesa koji ¢e dati gotov proizvod sa prethodno
definisanim kriti¢nim atributima materjala i kriticnim atributima kvaliteta finalnog
proizvoda;

e identifikovanje kriticnih procesnih parametara (CPP - critical process
parameters) i kriti¢nih atributa ulaznih materijala, koji moraju biti kontrolisani da bi
se ispunili kriti¢ni atributi kvaliteta gotovog proizvoda; upotreba procene rizika za
izdvajanje procesnih parametara i atributa materijala koji moraju biti verifikovani
kroz eksperimente; kombinovanje prethodnih znanja sa eksperimentalno dobijenim
da bi se ustanovio prostor za dizajn (Design Space) ili neki drugi opis razumevanja
procesa;

e utvrdivanje strategije kontrole (Control Strategy) celog procesa; strategija mora da
obuhvati kontrolu ulaznih materijala, pracenje 1 kontrolu procesa, prostor za dizajn
kako pojedina¢nih tako 1 viSefaznih operacija, ispitivanje gotovog proizvoda,
strategija bi trebalo da obuhvati i ocekivane promene u veli€ini serije.

e neprekidno pracenje procesa da bi se obezbedio stalan kvalitet.



DIZAJN

IMPLEMENTACIJA

Slika 1.1.
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Koncept dizajna kvaliteta — preporuc¢ena metodologija, (Trivedi, 2012;
Charoo i sar. 2012)



Razlika u konceptu dizajna kvaliteta kod generic¢kih lekova (Abbreviated new drug
application, ANDA product) i inovatornih lekova (New drug application, NDA
product), je samo u fazi klini¢kih i farmakoloskih ispitivanja, gde je za inovatorne
lekove ciljani profil proizvoda u fazi istrazivanja, a kod generika je ve¢ ustanovljen
klini¢kim studijama za potrebe registracije.

Dizajn eksperimenta (Design of Experiments, DOE) i procena rizika (Lionberger i sar.,
2008), biofarmaceutski sistem klasifikacije (Biopharmaceutical Classification System,
BCS), prema Yu, 2008 i Cook, 2008, in vitro/in vivo odnos (In vitro/in vivo relationship,
IVIVR) (Nainar i sar., 2012), brzina rastvaranja i in vitro ispitivanje brzine rastvaranja
(D'ouza i sar., 2010; Tong i sar.,2007; Selen, 2007) su alatke za rad u okviru QbD

pristupa.

Dizajniranje proizvoda

Fizicke, / \ Fizicke,

Hemijske, «—p| Aktivna supstanca Pomoc¢ne supstance |q Hemijske,
Mehanicke osobine osobine Mehanicke
Bioloske Bioloske
osobine >< osobine
Komponente i Proizvodne
kolicine Dizain Formulaciie Dizain Procesa faze

‘ Small scale proizvodnja

)

Scale up proizvodnja

Slika 1.2. Pregled aktivnosti dizajniranja proizvoda, (Yu, 2012)

Aktivnost dizajniranja novog proizvoda obuhvata dizajn farmaceutskog oblika i dizajn
procesa koji se moraju istrazivati paralelno, slika 1.2.. To podrazumeva da se aktivna
supstanca, ekscipijensi, parametri procesa i atributi kvaliteta moraju ispitati u pogledu
kriticnosti za proizvod, kao i moguéeg uticaja medu pobrojanim atributima i definisati

prihvatljive vrednosti. Uticaj na scale-up, takode mora biti poznat.



1.1.2.1. Ciljani profil proizvoda i ciljani profil kvaliteta proizvoda

Ciljani profil proizvoda (Target Product Profile, TPP), prema FDA (CDER, 2007),
opisuje farmakoloske, toksikoloske 1 klinicke zahteve proizvoda sa konaénom namenom
pripreme deklaracije/uputstva za pacijenta i lekare (tabela 1.2.) i strukturno je
organizovan po istim poglavljima kao i1 uputstvo, te stoga sadrzi opis nacina aplikacije,
min/max dozu, ciljanu populaciju pacijenata — koja diktira najprikladniji farmaceutski
oblik 1 nacin aplikacije (npr u pedijatriji zbog lakSe aplikacije je zahtev sirup/tablete za
zvakanje).
Ciljani profil kvaliteta proizvoda (Quality Target Product Profile, QTPP), EMA kroz
ICH Q8(R2) (2009) definise, kao pregled karakteristika lekovitog proizvoda koji treba
da bude postignut, da bi se obezbedio Zeljeni kvalitet, ali uzimaju¢i u obzir ciljano
farmakolosko dejstvo, bezbednost i efikasnost lekovitog proizvoda. Ciljani profil
kvaliteta proizvoda predstavlja nadogradnju zahteva ustanovljenih u okviru ciljanog
profila proizvoda (tabela 1.2.).

Tabela 1.2. Uporedni pregled parametara koje obuhvata ciljani profil proizvoda, TPP,

ciljani profil kvaliteta proizvoda,QTPP, (Yu, 2012)

Ciljani profil proizvoda TPP Ciljani profil kvaliteta proizvoda QTPP

»  Opis proizvoda < Dozirani oblik
»  Klinicka farmakologija % lzgled proizvoda, oblik, dimenzija
»  Oblast primene i nacin upotrebe < ldentifikacija
»  Kontraindukacije % Jacin/doza
» Upozorenja s Sadriaj
» Mere opreza «  Uniformnost sadrzaja
»  NezZenjena dejstva “  Necistoce
>  Zavisnost % Stabilnost
»  Predoziranje « Raspadljivost ili
»  Doziranje i nacin primene +«+ Brzina rastvaranja
»  Nacin izdavanja leka % Farmakokineticka ispitivanja

(na / bez Rp, poseban rezim izdavanja) “  Bioraspolozivost / bioekvivalencija
»  Farmakoloske i toksikoloSke studije < Dodatni zahtevi kod specificnih farmaceutskih

(na Zivotinjskim modelima) oblika (velicina Cestica suspenzije, adhezija TTS)

»  Klinicke studije (na ljudima)

Ciljani profil kvaliteta proizvoda je obuhvatniji jer sadrzi i stabilnost, specifi¢ne zahteve
farmaceutskog oblika (npr veli¢ina Cestica, brzina rastvaranja kod oralnih suspenzija,
adhezija transdermalnih sistema), bioekvivalenciju, pa se ne moze smatrati
specifikacijom gotovog proizvoda posto sadrze i testove koji nisu predmet ispitivanja
kod pustanja serije leka u promet, ali se moze iskoristiti kao polazni za definisanje

Specifikacije proizvoda u ranoj fazi razvoja.



1.1.2.2. Kriti¢ni atributi kvaliteta aktivne supstance, pomoénih materija,
poluproizvoda, meduproizvoda i gotovog proizvoda

Kriti¢ni atributi kvaliteta (Critical Quality Attributes, CQAs), EMA, ICH Q8(R2),
2009, su fizicke, hemijske, bioloske ili mikrobioloske osobine ili karakteristike unutar
odgovarajuc¢ih granica, opsega ili raspodela da bi se obezbedio zeljeni kvalitet
proizvoda. Primenjuju se za: aktivnu supstancu, pomoc¢ne materije, poluproizvode,
meduproizvode i gotov proizvod.
Kriti¢ni atributi kvaliteta za aktivne supstance i pomi¢ne materije, se u literaturi ¢esto
pominju 1 kao kriti¢ni atributi ulaznih materjala (Critical Row Material Attributes,
CMA), a do sada su bili izucavani u predformulacionoj fazi; pregled potencijalnih
kriti¢nih atributa materijala dat je u tabeli 1.3.
Koli¢ina/ucesée aktivnih i pomoc¢nih supstanci u formulaciji se takode svrstava u

kriti¢ne atribute ulaznih materjala (Jiang, 2009).

Tabela 1.3. Pregled potencijalnih kriti¢nih atributa materijala aktivnih i pomo¢nih
supstanci CMAs, (Jiang, 2009; Trivedi, 2012)

Potencijalni kriti¢ni atributi materjala aktivnih i pomocnih supstanci, CMAS

Boja, miris, ukus

Velicina i distribucija velicine Cestica
Oblik cestica i distribucija oblika,
Kristalna struktura

Polimorfni oblik

Tacka topljenja

Higroskopnost

Fizicki atributi

Nasipna / sabijna gustina

Ukupna slobodna povrsina

Elektrostaticko naelektrisanje i povrsinska energija
Elasticnost / viskoelasticnost / plasticnost / krtost
Kompresibilnost

Mehanicki atributi

pKa

Hidrosolubilnost u funkciji pH

Hemijska stabilnost u c¢vrstom / te¢nom stanju
Oksidativna i foto stabilnost

Hemijski atributi

Particioni koeficijent
Membranska permeabilnost
BioraspoloZivost farmaceutskih oblika

Bioloski atributi

Mikrobioloska cistoéa

MikrobioloSki atributi .
Sterilnost

Atributi vezani za formulaciju

Kolicina / ucesée lekovite i pomocnih supstanci

Potencijalna lista kriticnih atributa kvaliteta gotovog proizvoda, proisti¢e iz zahteva kod

ciljanog profila kvaliteta proizvoda i kod ¢vrstih doziranih oblika u osnovne CQAS



spadaju: prisustvo necistoca, sadrzaj/ uniformnost, profil brzine oslobadanja i stabilnost;
a kod drugih farmaceutskih oblika mogu biti prikljueni specificni zahtevi doti¢nog
sistema (sterilnost kod parenteralnih formi, adhezivna svojstva TDS, veliCina Cestica

kod inhalacija ili sirupa tipa suspenzija).

1.1.2.3. Kriti¢ni parametri procesa

Kritiéni parametri procesa (Critical Process Parameters, CPPs), EMA ICH Q8(R2),
2009, su veli¢ine ¢ije variranje moze imati uticaj na kriti¢ne atribute kvaliteta i stoga
moraju biti praceni ili kontrolisani kako bi se obezbedilo da proces proizvede Zeljeni
kvalitet.
Razvoj procesa usko je povezan sa razvojem formulacije i ne moze se posmatrati
odvojeno (Yu, 2008; Trivedi, 2012; Yu, 2012), a takode je I sam kompleksan jer se
sastoji od niza pojedina¢nih operacija. Prema, Lionberger i sar., 2008 izdvojene su Cetiri
kategorije parametara i atributa, ¢iji medusobni uticaji moraju biti sagledani pri
definisanju kriti¢nih parametara procesa:

e atributi ulaznih materijala (input material attributes)

e atributi izlaznih materijala (output material attributes)

e ulazni radni parametri (input operating parameters)

e izlazni uslovi stanja procesa (output process state conditions)
Pri tome se ulazni radni parametri tretiraju kao faktori sa direktnim, dok su izlazni uslovi
stanja procesa parametri sa indirektnim uticajem na proces i kritiéne parametre procesa:

Faktori sa direktnim e Tip opreme
uticajem na

A e Podesavanje opreme
definisanje parametara procesa

o Velicina serije

e Proizvodni uslovi
(vreme, temperatura, pritisak, pH, brzina)

e Ambijentalni uslovi
(temperatura, relativna vliaga)

Faktori sa indirektnim e Odrzavanje opreme

uticajem na e Obuka operatera
definisanje parametara procesa Standardne operativne procedure SOPs

koje se odnose na proizvodnju specificnih proizvoda
e Procesni fluidi i sistemi

Atributi ulaznih i izlaznih materijala u zavisnosti od zahteva farmaceutskog oblika mogu

biti sa direktnim ili indirektnim uticajem (Yu, 2012).



Tabela 1.4.Pregled potencijalnog odnosa farmaceutskih operacija, parametara procesa i
atributa kvaliteta kod proizvodnje &vrstih lekovitih oblika, (Yu, 2008)

Farmaceutske
operacije

Potencijalni parametar procesa Potencijalni atribut

kvaliteta

o Tip i geometrija miksera
e Redosled dodavanja

e Uniformnost mase

o Velicina i distribucija

MeSanje komponenata velicine cestica /
. . .o granulata
¢ Nivo punjenosti miksera ) .
. . L ¢ Nasipna / sabijna
e Broj rotacija (vreme i brzina) gustina
e Agitacija (on/ off pozicija) o Sadriaj viage
e Protocnost
Viaina Visoko smicajni mikser: Fluidna su$nica/granulator: i
Unif t
i e Uniformnost mase
Granulacija o Vreme mesanja pre dodavanja o VVreme mesanja
7
vezivnog srestva . R e Protocnost
o Tip,broj,velicina otvora,
o Mesac:brzina,geometrija,polozaj oblik raspriivanja mlazn o Sadrzaj viage
o Sekac: brzina,geometrija o Vezivno sredstvo: nadin e Velicina i distribucija
. . .. Dodavanja, kolicina velicine Cestica /
e Mlaznice: tip, polozaj ) granulata
i L e Rastvor vezivnog sredstva:
* Vezivno sredstvo: nacin temperatura, brzina, vreme e Friabilnost granula
dodavanja, kolicina dodavanja, kolicina
* Rastvor vezivnog sredstva: e Ulazni vazduh: brzina protoka,
temperatura, brzina, vreme volumen, temperatura
dodavanja o i
. . e Izlazni vazduh: brzina protoka,
o Vreme domesavanja temperatura
o Temperatura u mesacu o Filteri: kvalitet, promer otvora,
intervali otresanja
e Temperatura proizvoda
Susenje Fluidna su$nica Etaina / komorna suSnica o Velicina i distribucija

o Ulazni vazduh: brzina protoka,
volumen, temperatura

e Izlazni vazduh: brzina protoka,
temperatura

o Filteri: kvalitet, promer otvora,
intervali otresanja

e Proizvod: temperatura

o Ukupno vreme susenja

velicine cestica /
granulata
Koli¢ina granulata po polici, , Friabilnost granula

Temperatura i vreme susenja

Broj etaza / polica po komori,

e Protocnost

Protok vazduha o Nasipna / sabijna
gustina

o Sadrzaj viage

e Rezidui rastvaraca

Tabletiranje

o Komprimovanje: brzina, pritisak,
o Sila pre kompresije

o Punjac: geometrija, brzina

o Levak: geometrija,visina,vibracije
o Tablete: tezina, debljina

¢ Dubina punjenja

e Dubina ulaska stifta

¢ Uniformnost mase
o Uniformnost sadrz.
e Cvrstina

e Debljina

e Poroznost tableta

e Frijabilnost

o Vizuelni atributi

o Sadrzaj viage

¢ Raspadljivost,

e Brzina rastvaranja

Suva Suvi granulator o lzgled,
granulacija e Brzina o Velicina i oblik cestic,
rolerom

¢ Rastojanje do rolera,
o Pritisak rolera
e Tip rolera

e Gustina, debljina,
Jjacina komprimata
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Tabela 1.4.(nastavak tabele) Pregled potencijalnog odnosa farmaceutskih operacija,
parametara procesa i atributa kvaliteta kod proizvodnje ¢vrstih lekovitih oblika,

(Yu, 2008)
Farmaceutske Potencijalni parametar procesa Potencijalni atribut
operacije kvaliteta
Oblaganje ¢ Proizvod: temperatura Masa obloZenih tableta
(u fluidnom e Predzagrevanje: temperatura Izgled
Skl(());tjell’u) ® Mlaznice: tip, broj, velicina otvora, Vizuelni atributi
oblik rasprsivanja, Procentualno povecanje
e Mlaznice: pojedinacna brzina mase jezgra
rasprs. Debljina filma
o Ukupna brzina raspr$ivanja Uniformnost boje filma
e Bubanj: brzina okretanja Cvrstina
o Pritisak rasprsivanja Debljina
¢ Ulazni vazduh: brzina protoka, Sadrzaj viage
temperatura, dew point e Raspadljivost,
. :g?;g;;/taljz:iauh: brzina protoka, « Brzina rastvaranja
e Proizvod: temperatura
e Ukupno vreme oblaganja
Mlevenje Milinovi sa sitom e Velicina i distribucija
o Tip mlina velicine Cestica
e Brzina o Oblik cestica

o Konfiguracija sekaca i tip e Polimorfni oblik

o Velicina i tip sita e Protocnost
Brzina punjenja . gasipna/sabuna
ustina

Zavisnost primenjenih operacija i njihovih parametara procesa na kritine atribute
kvaliteta proizvoda je vrlo brojna i sloZena, i u€injen je pokusaj da se sistematizuju i
prikazu svi potencijalni parametri procesa i atributi kvaliteta u sli¢aju proizvodnih
operacija kod ¢vrstih oblika (Yu, 2008), sto je prikazano tabelom 1.4.

Posto svi parametri procesa nemaju jednak uticaj na kriti¢ne atribute kvaliteta gotovog
proizvoda, prema FDA klasifikovani su u tri kategorije (Lionberger i sar., 2008) na
osnovu stepenu kriti¢nosti, tabela 1.5.

Na pocetku razvojne faze, kada se raspolaze samo literaturnim podacima, prakticno svi
procesni parametri su statusa neklasifikovani. Uz pomo¢ procene rizika procesa
sprovodi se prva selekcija neklasifikovanih parametara, 1 izdvajaju parametri za
potencijalna eksperimentalna ispitivanja. Na osnovu eksperimentalnih rezultata status

procesnih parametara se menja u kriti¢an / ne-kritic¢an ili i dalje ostaje neklasifikovan.
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Tabela 1.5. Klasifikacija parametara procesa, (Lionberger i sar., 2008)

Parametar Klasifikacija Opis

Neklasifikovani parametar procesa Kriticnost nije * Uticaj na druge parametre nije utvrden
Unclassified process parameter poznata e Vezan za pocetak razvojne faze i odsustvo
UPP eksperimentalnih rezultata

ew . e Nefe wuzrokovati promene kod ciljanog profila
Ne'km.l.cm parametar procesa N'.J?V kvaliteta proizvoda (QTPP) ili u potencijalnom
Non-critical process parameter kritican d
non-CPP radnom prostoru (POS)

o Interakcije sa drugim parametrima u odobrenom
prihvatljivom opsegu (PAR) se ne o¢ekuju

e Moze uzrokovati promene kod ciljanog profila

Kriti¢an ; . e L
Kriti¢ni parametar procesa (kontrola :,(;/;rllgﬁza rc?;t% IerY?ggS)(QTPP) iliu potencijalnom
Critical process parameter neophodna da bi P
CpP ie ‘)Ik_’tezt;’ed'o e Interakcije sa drugim parametrima u odobrenom
vallte

prihvatljivom opsegu (PAR) se mogu ocekivati

Za potrebe Klasifikacije parametara procesa / operacija, uvedena su tri termina:
Potencijalni radni opseg (prostor) (Potential Operating Space, POS), je potencijalni
radni opseg parametra, ustanovljenih minimalnih i maksimalnih granica, prihvatljivih za
uspesno izvodenje procesa (Lionberger i sar., 2008).

Potvrden prihvatljiv opseg (Proven Acceptable Rang, PAR), EMA, ICH Q8(R2), 2009
je potvrdeni opseg parametra procesa unutar koga ¢e primenjenom operacijom biti
proizveden materijal zahtevanih kriterijuma prihvatljivosti, pod uslovom da su ostali
parametri procesa odrzavani konstantnim.

Normalni radni opseg (Normal Operating Range, NOR), je unutar PAR i predstavlja
rutinsku kontrolu parametara u toku proizvodnje kako bi se obezbedila reproduktivnost
(Jiang i Yu, 2009). Prema FDA najpre se definise POS, potom se proverava
eksperimentalno, a na oshovu dobijenih rezultata postavlja PAR i NOR. POS nije
preporucljivo da bude postavljen sa presirokim granicama jer se u toku eksperimenata
moze ustanoviti da je "lazno kritican", a takode se mora uskladiti i sa mernim opsegom
instrumenata.

U toku razvoja procesa i kriticnih parametara procesa potrebno je potvrditi: robustnost,
reproduktivnost i konzistentnost (Yu LX., 2008) procesa.

Robustnost procesa (Process Robustness), Glodek i sar., 2006; EMEA, ICH Q8(R2),
2009; Patil, 2010, je sposobnost procesa da toleriSe raznolikosti koje se jave kod
materijala, u radnim uslovima, na procesnoj opremi, u ambijentalnim uslovima, zbog
ljudskog faktora, a bez negativnog uticaja na kvalitet proizvoda, predstavlja klju¢ni

zahtev svakog procesa, a najceS¢e se opisuje preko indeksa kapaciteta (sposobnosti)
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procesa (Process Capability Index, CpK). Indeks kapaciteta procesa predstavlja

statisticku meru variranja procesa i pozeljno je da je znacajno veci od 1.

1.1.2.4. Prostor za dizajn

Prostor za dizajn (Design Space), EMA, ICH Q8(R2, 2009, je multidimenzionalna
kombinacija i interakcija izmedu ulaznih promenljivih (npr. atributi materijala) i
parametara procesa koja treba da pokaze da je obezbedena sigurnost u pogledu kvaliteta.
Rad unutar prostora za dizajn ne smatra se promenom; kretanje van dizajniranog
prostora se smatra promenom i zahteva pokretanje postregistracionih promena. Prostor
za dizajn predlaze istraziva¢ a predmet je procene i odobrenja od strane regulatornih
organa.

Prostor za dizajn pocinje da se razvija ve¢ u konceptualnoj fazi razvoja, ali se
sukcesivno unapreduje kroz celi zivotni ciklus proizvoda (Lepore, 2008), kako se
dodatne informacije i znanja generiSu (Garcia i sar., 2008) i zavisi od poznavanja
proizvoda i definisane veli¢ine serije, procesa i tipa opreme, a direktno je povezan sa
konceptom dizajna kvaliteta i parametrima kao Sto su: Kriti¢nost, strategija kontrole,

normalni radni opseg, $to je prikazano na slici 1.3. (Garcia i sar., 2008; Lepore, 2008).

- Oblast u kojoj se
postize kvalitet
proizvoda || _--=--

- Obuhvata atribute . .
materijala i parametre Oblast_ znanja .
procesa z =

procene rizika i

! - =< 1\

- - . b .7 S 1
dizajnom eksperimenta \ ! " Normalni N !

u oblasti znanja \ g . K

\ o radni P A

1
- Dobija se primenom |
i
\

-UKkljucuje ispitivanje R
veli¢ine serije i opreme S~ ~—= -7

Slika 1.3. Prostor za dizajn i njegova povezanost sa normalnim radnim opsegom,
(Garcia i sar., 2008; Lepore, 2008)

Granice prostora za dizajn zasnivaju se na parametrima datim u okviru ciljanog profila

kvaliteta proizvoda posto on identifikuje i opisuje zeljeni profil proizvoda, sa aspekta

efikasnosti i bezbednosti proizvoda (Lepore, 2008; Berridge, 2009). Veli¢ina serije i tip

opreme imaju direktan uticaj, tako da se prostor za dizajn definisan na laboratorijskom
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nivou treba proveriti na serijama koje po veli¢ini odgovaraju proizvodnim ili setom
ispitivanja pokazati da nije $arzno zavistan (Teivedi, 2012). Prostor za dizajn moze biti
uspostavljen za jednu operaciju, viSe jedini¢nih operacija ili ceo proces (Yu., 2008;
Lepore, 2008). Kriti¢cnost odreduje za koje atribute kvaliteta i procesne parametre treba
definisati prostor za dizajn.

Prostor za dizaj definiSe vezu izmedu CQAs i CPPs i predvida prihvatljive radne opsege
za CPPs u okviru kojih se dobija prihvatljiv proizvod.

Normalni radni opseg, koji se jo§ naziva i prostor za kontrolu, Control space, je deo
unutar prostora za dizajn gde se rutinska proizvodnja moze odvijati na dnevnom nivou.
Strategija kontrole obezbeduje da se odvijanje procesa odrzava unutar prostora za

dizajn.

1.1.2.5. Strategija kontrole i upravljanje Zivotnim ciklusom proizvoda
Strategija kontrole (Control Strategy), EMA, ICH Q8(R2, 2009, je planirani skup
kontrola, izveden iz trenutnog poznavanja proizvoda i procesa, koje treba da obezbede
uspesno izvodenje procesa i dobijanje kvalitetnog proizvoda. Kontrole mogu da
obuhvate parametre i atribute koji se odnose na lekovitu supstancu i ekscipijense u
sastavu gotovog proizvoda, prostor i uslove za rad opreme, in-procesnu kontrolu,
specifikaciju gotovog proizvoda, i pridruzene metode i frekvence pracenja i kontrole.
Prema ICH Q8(R2) razlikuje se minimalni (kvalitet gotovog proizovda se prati
prvenstveno preko kontrole meduproizvoda i kroz zavr$no testiranje) i pojacani pristup
uspostavljanja strategije kontrole (preko analize rizika i pomeranjem kontrole kvaliteta
Na pustanje u realnom vremenu ili uz smanjen obim zavr$nog testiranja).
Kako bi se postiglo kontinuirano unapredenje kvaliteta proizvoda u toku celog Zivotnog
ciklusa, tim za unapredenje strategije kontrole, predlozio je model kojim bi se ubrzala
komunikacija, razumevanje i implementiranje strategije kontrole, slika 1.4., (Davis i
sar., 2008; Garcia, 2008).
Strategija kontrole nivoa 1, identifikuju se kriti¢ni atributi kvaliteta gotovog proizvoda
koji imaju uticaj na sigurnost, efikasnost i kvalitet kod pacijenta, izvode se iz ciljanog
profila kvaliteta proizvoda, na osnovu prethodnog znanja, klinickih rezultata i trenutnih
saznanja o0 proizvodu i procesu. ldentifikuju se i biznis zahtevi: cena kostanja,

operativnost procesa, zastita zivotne sredine. Primenom razli¢itih metodologija analize
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rizika (HACCP, FMEA) proverava se stepen kriticnosti izdvojenih parametara (Davis i

sar, 2008).
zahtevi PACIJENTA BIZNIS zahtevi
Kriti¢ni atributi kvaliteta gotovog Ostali atributi proizvoda i biznis
proizvoda zahtevi
Koji obezbeduju npr: cena, sigurnost,
Strategija Sigurnost, Efikasnost, Kvalitet zaStita Zivotne sredine,
kontrole kod pacijenta, (ICH Q8/Q6a) produktivnost. PQS
nivo 1 i(ICH Q10)
GMP
Kontrole koje obezbeduju Druge kontrole
potvrdu kriti¢nih atributa Drugi parametri i atributi
Strategija kvaliteta materijala, oprema i operativnost
kontrole npr: kritiéni parametri procesa, fabrike koja mora biti pracena ili
nivo 2 atributi materijala, opreme, kontrolisana da se postignu drugi - ;
prostora, koji moraju biti praceni atributi proizvoda i Sistemi
ili kontrolisani biznis zahtevi koji
ubrzavaju
druge
biznis
kontrole
Strategija Analiti¢ki, inZenjerski i drugi kontrolni metodi
kontrole Analiti¢ke metode (van linije, na liniji, u liniji)
nivo 3 InZenjerske kontrole opreme i prostora
Tehnologija analize procesa (ukljuc¢uje modele procesa i kontrole)

Automatizacija i ru¢ne kontrole
Procedure
Dobra proizvodacka praksa

Slika 1.4. Model strategije kontrole, definisan od strane tima za unapredenje
strategije kontrole (Davis i sar., 2008; Garcia, 2008)

Strategija kontrole nivoa 2, na osnovu analizirane kriti¢nosti definiSe koji od
parametara izdvojenih u toku nivoa 1 (procesnih parametara, atributa materijala i drugih

komponenata) mora biti pracen ili kontrolisan posto uti¢e na kvalitet proizvoda.

Strategija kontrole nivoa 3, u toku ove faze, analiticke i druge metode kontrole se
opisuju. Utvrduju se: tehnike merenja za atribute materijala i parametre opreme (van
linije, povezan na liniji, integrisan u liniju); univarijantni i multivarijantni procesni i
kontrolni modeli; procedure i inzenjerske kontrole pogona ukljucujuéi sisteme
automatizacije, zatvorene kontrolne lupove, normalne radne opsege i alarme.

Klasifikacija procesnih parametara na kritine i nekriti¢ne, je sustinska (Lionberger i
sar., 2008) za razvoj strategije kontrole i sto je viSe parametara klasifikovano, smanjuje

se potreba za krajnjim testiranjem proizvoda (end product testing), tabela 1.6.
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Tabela 1.6. Odnos klasifikacije procesnih parametara i strategije kontrole
(Lionberger i sar., 2008)

Parametar Potencijalna kontrolna strategija

Neklasifikovani parametar procesa e Pojacano testiranje pri pustanju zbog nepoznate kriti¢nosti

Unclassified process parameter . o . . .
UPP e Vrednosti parametara procesa fiksirane na vrednosti dobijene pri

ispitivanju serija, ili na uski opseg (mora se testirati u validaciji) kako bi
se osiguralo da nema interakcija

Nekriti¢ni parametar procesa e Monovarijantni opseg u proizvodnim kartama

Non-critical process parameter ) ) ) 5

non-CPP ¢ Pod kontrolom sistema kvaliteta proizvodaca

Kriti¢ni parametar procesa e Smanjuje se obim testiranja pri pustanju kada su svi kriti¢ni parametri
Critical process parameter procesa identifikovani, praceni i kontrolisani

CPP

e Potvrden prihvatljiv opseg ukoliko nema podataka o multivarijetnim
interakcijama

¢ Prostor za dizajn da dozvoli multivarijetne promene

¢ Povratna kontrola zasnovana na merenju atributa materijala

1.1.2.6. Kriti¢nost i principi definisanja Kkriti¢nosti

Kriti¢nost, je pored strategije kontrole i prostora za dizajn, od sustinskog znacaja za
implementiranje koncepta dizajna kvaliteta i definise parametre i atribute koji trebaju
biti uklju¢eni u prostor za dizajn (Garcia, 2008). Kriticnost se koristi da deklarise:
atribute materijala, svojstva ili karakteristike lekovite supstance, ulaznih materijala,
ostalih komponenata, gotovog proizvoda, atribute procesa, parametre odnosno uslove u
proizvodnji gotovog proizvoda, na kriticne ili nekritiécne posmatrano u odnosu na
sigurnost, efikasnost i kvalitet gotovog proizvoda (Garcia, 2008).

Procena kriti¢nosti (Nosal i Schultz, 2008) je funkcija izmerene procene rizika, koja se

sastoji od vise elemenata (Slika 1.5).

Rizik koji odreduje
"kriti¢nost"

= Opasnost X Pojavljivanje x Detekcija

Klasi¢ni faktori
koji odreduju
"kriti¢nost"

Slika 1.5. Elementi procene kriti¢nosti (Nosal i Schultz, 2008)
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Stablo odlucivanja kod analize kriti¢nosti (Criticality Analysis Decision Tree), slika 1.6.,
je nezvanicni predlog procene rizika kojim se promenljive (atributi i parametri) mogu
kategorisati / svrstavati. Promenljive sa potencijalnim direktnim uticajem na bezbednost,
efikasnost, kao i kvalitet se izdvajaju od onih promenljivih koje zavise od poslovnih
kriterijuma ili efikasnosti procesa (Nosal i Schultz, 2008; Garcia i sar. 2008). Stablo
odlucivanja kod analize kritiCnosti je primenljivo za lekovite supstance, gotove
proizvode, bioloske proizvode, medicinska sredstva i procese.

Nekriti¢ni atributi, parametri i ostale promenljive se smatraju oni kod kojih je bilo
dokazano ili na osnovu prethodnog znanja poznato da nemaju potencijalni uticaj na
bezbednosti i / ili efikasnost proizvoda. Nekritiéne promenljive ne predstavljaju rizik jer
nisu funkcionalno povezani sa kriticnim atributima kvaliteta i u skladu sa ICH Q8(R2)
ne moraju biti ukljucene u opis prostora za dizajn.

Neklasifikovani atributi, parametri i ostale promenljive oznaceni sa " X " odnose se na
sve promenljive koje su pokazale, ili se na osnovu prethodnog znanja, sumnja da imaju
potencijalni uticaj na kvalitet proizvoda i za koje je nivo rizika ocenjen kao nizak; za
promenljive koje mogu imati posredan uticaj na bezbednost i / ili efikasnost sami ili u
kombinaciji sa drugim promenljivim.

Atributi, parametri ili promenljive u ovoj kategoriji mogu funkcionalno biti vezani za
kriticne atribute kvaliteta. Njihova kriticnost se ponovo procenjuje u slué¢aju uvodenja
promena u proizvodni proces.

Kritiénim su kategorisani atributi materijala, procesa ili parametri za koje je pokazano
ili na osnovu prethodnog znanja poznato, da imaju direktan ili indirektan uticaj na
bezbednost pacijenta, terapijsku efikasnost, in vivo farmakokineticke ili
farmakodinamske karakteristike kao 1 potvrdu da neuspeh njihove kontrole 1 odrZzavanja
u okviru zadatih kriterijuma prihvatljivosti proizvodi rizik po pacijenta.

Kriticnim procesnim parametrom se smatra parametar koji kada varira izvan
ograni¢enog opsega, ima direktan 1 znacajan uticaj na kriti¢ne atribute kvaliteta gotovog
proizvoda.

Kriticnim atributom kvaliteta smatra se parametar meduproizvoda ili gotovog proizvoda

koji utiCe na postizanje Cistoce, efikasnosti 1 sigurnosti gotovog proizvoda.
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Strategija kontrole

 Strategija kontrole A Oblast znanja i T R

‘bazirana na proceni sistem kvalitetz podezavaju ici
bazirana na proceni sovaliteta podezav tradicionalnom e
R RO R strateziju kontrols

5 beziranu nz

Dali
promenljive
uticu na

kevalitet?

NIZAK RIZIK

|
Filteri riziks (primeri)
> vezz izmadu NOR i PAR

DA

VISOX RIZIK

Unapredenje Razumevanja Procesa I Znanja

= : A2 - Fundamentalna klasifikacija - poslovna odluka

" Poslovna odluka - odredenje QbD ili tradicionalni
L pristup
T=~__  Klasifikacije na osnovu razvoja i zivotnog ciklusa - odluka
™~ kvaliteta

Odluka na osnovu procene rizika -kategorise ne kriticne
od potencijalno kriticnih na osnovu ozbiljnosti i

“~.__ verovatnoce uticaja na bezbednost, efikasnost i kvalitet
Filter rizika - izdvaja nivoe kriticnosti na osnovu
- relativnog rizika (visok ili nizak), verovatnoce i

~.__ detektabilnosti , s
= Ogznactavanje krititnosti - odredeno nakon odgovarajuce
procene rizika

NOR - normalni raduni opseg
PAR - odobren pribvatljivi opseg
PAT - tehnologija analize procesa

Slika 1.6. Stablo odlu¢ivanja kod procene kriti¢nosti, (Nosal i sar., 2008)
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1.1.3. METODOLOGIJA PROCENE RIZIKA
Upravljanje rizikom kvaliteta (Quality Risk Management, QRM), EMA, ICH Q9
2011, je sistematski proces procene, kontrole, komunikacije i pregleda rizika kvaliteta
lekovitih proizvoda u toku njihovog celog zivotnog ciklusa.
Procenu rizika (Risk assesment), EMA definiSe kao sistematski proces organizovanja

informacija da bi se podrzalo donosenje odluke o riziku u okviru procesa upravljanja

rizikom.
Iniciranje procesa upravljanja
rizikom kvaliteta
Procena rizika
A
Identifikacija rizika
Rl Analiza rizika "
Vrednovanje rizika >
g neprihvatliivo | -
N =
= Kontrola rizika | =
= I 2
2 Smanjenje rizika =
Z |- T =
5 Prihvatanie rizika < 5
5 5
‘ -
Izlaz / Rezultati procesa
upravljanja rizikom kvaliteta
A
(€ > Pregled dogadaja

Slika 1.7. Dijagram toka upravljanja rizikom (EMA, ICH Q9, 2011)

Rizik (Risk) se definise kao kombinacija verovatnoce pojavljivanja Stetnog dogadaja i
ozbiljnosti Stete (EMA, ICH Q8(R2) 2009; EMA, ICH Q9, 2011).
Procena rizika sastoji se od identifikacije opasnosti, analize i procene rizika u vezi sa

izlaganjem tim opasnostima, Slika 1.7.
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Prema Aneksu 2, EMA ICH Q9, procena rizika se treba primeniti u slede¢im oblastima
farmaceutske industrije: upravljanju kvalitetom, regulatornim aktivnostima, na opremi,
prostorima i sistemima, kod upravljanja materijalima, u proizvodnji, u laboratorijskoj
kontroli i ispitivanju stabilnosti, na pakovanju i etiketiranju, u razvoju novog proizvoda i
procesa; kao i u slede¢im fazama zivotnog ciklusa proizvoda: u toku razvoja, periodi¢no
u kljuénim trenucima zivotnog ciklusa proizvoda, u slucaju kontrola izmena na

proizvodu ili procesu.

1.1.3.1. Procena rizika u sluzbi koncepta dizajna kvaliteta
Sustina koncepta dizajna kvaliteta je ugradnja kvaliteta u proizvod od samog pocetka, a
uz pomo¢ tehnike analize rizika.
Prema EMA, ICH Q8(R2) 2009, osnovni cilj primene upravljanja rizikom kvaliteta u
razvoju novog proizvoda, je identifikovanje atributa materijala i parametara procesa koji

uti¢u na kriti¢ne atribute kvaliteta gotovog proizvoda.

U fazi razvoja proizvoda procena rizika se sprovodi u slede¢im momentima (EMA, ICH
Q9, 2011; Charoo i sar., 2012), slika 1.8.:

e U ranoj fazi pri dizajniranju kvaliteta proizvoda i proizvodnog procesa (inicijalna
procena rizika), kada se jo§ uvek ima ograni¢en broj informacija, a na osnovu
postavljenog koncepta ciljanog profila proizvoda TPP.

¢ u daljim fazama razvoja proizvoda, kada dolazi do promena u prostoru za dizajn
ili se prikupi znacajan broj naucnih saznanja, $to moze podrazumevati: procenu
kriti€nosti atributa ulaznih materijala, rastvaraca, API, ekscipijenasa, pakovnih
materijala; uspostavljanje odgovarajuce specifikacije; identifikovanje CPP;
uspostavljanje zahteva kontrole procesa; procena potrebe za dodatnim
ispitivanjima (bioekvivalencija, stabilnost) u fazi scale up ili transfera proizvoda;

kod uspostavljanja adekvatnog prostora za dizajn,
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(Deﬁnisanje QTPP)

Identifikovanje )
CQAs
i

[Proccmarmia (Imcualﬂ??, e )
7
Dizajn / Razvoj
proizvoda / procesa
Procena rizika posle
razvoja

( Prostor za dizajn )

s Strategija kontrole /
Kontralks nz1ka> koncept odobravanja proizvoda

<7

Procena rizika posle primene
strategije kontrole

{4

Preglef:l nznka_ . Upravljanje zivotnim ciklusom
upravljanje kovalitetom proizvoda i stalno unapredenje

‘Q'I'PP- Ciljani Profil Kvaliteta Proizvoda
**CQASs- Kriticni Atributi Kvaliteta

Slika 1.8. Klju¢ne tacke analize rizika u toku razvoja proizvoda,
(Charoo i sar., 2012)
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U tabeli 1.7. dat je pregled preporucenih tehnika procene rizika prema EMA ICH Q9.

Tabela 1.7. Pregled preporuc¢enih tehnika procene rizika i oblasti primene,
prema EMA ICH Q9

Preporuéene tehnike procene rizika Preporuéene oblasti primene:

e kod proizvodnih operacija i njihovog uticaja na
Analiza efekata u sli¢aju ne izvrSenja proizvod ili proces
Failure Mode Effects Analysis (FMEA) kod proizvodne opreme,
kod proizvodnog prostora,
kod razvojne faze formulacije i procesa,

u farmaceutskoj industriji pri analizi rizika
Analiza efekata i kriti¢nosti u sli¢aju ne izvrSenja /greSaka povezanih sa proizvodnim procesom,

Failure Mode, Effects and Criticality Analysis (FMECA) ~ * kada je potrebno prikazati relativni "zbir” rizika, za
svaku analiziranu gresku/ neuspeh,

e 7za sagledavanje mogucée greske kod procesa ili
proizvoda, ili identifikovanje mogucih korena

Analiza stabla nedostataka uzroka greske, ) o o
. e pri preispitivanju zalbi / devijacija, radi objasnjenja
Fault Tree Analysis (FTA) koren uzroka devijacije, i potvrde da nameravana

poboljsanja u potpunosti reSavaju problem, bez
otvaranja novih kriticnih mesta,

e pri proceni rizika u toku razvoja programa pracenja
(monitoring programs) sistema / prostora

e pri ispitivanju, spreCavanju i kontroli rizika ili
nezeljenih  posledica, uzrokovanih dizajnom,

Analiza rizika i kriti¢ne kontrolne tacke raZYOjeZ]' u toku proizvodnje ili upotrebe
. . ) proizvoda,
Hazard Analysis and Critical Control Points (HACCP) o pri identifikovanju i upravljanju rizicima

povezanim sa fizickom, hemijskom, bioloskom,
mikrobioloskom opasnosti,
pri identifikovanju kriti¢nih kontrolnih tacaka,

e radi procesa pracenja kriticnih tacaka, u toku
proizvodnje kao i ostalih zivotnih faza proizvoda,

e kod proizvodnog procesa, opreme i
Studija izvodljivosti u slu¢aju opasnosti prostora

Hazard Operability Analysis (HAZOP) e pri analizi rizika bezbednosti procesa

e U ranoj fazi dizajna procesa,prostora
Preliminarna analiza opasnosti e U ranoj fazi razvoja proizvoda procesa, kada se

Preliminary Hazard Analysis (PHA) raspolaze malom koli¢inom podataka,
e kod analize postojecih sistema,

Procenjeni rizik, moZe biti kategorisan kao:
. Prihvatljiv rizik - dalja istraga nije opravdana
Il. Potencijalni rizik - dalja istraga je opravdana
IIl. Znacajan rizik - definisanje strategije upravljanja rizikom se zahteva
IV. Neprihvatljiv rizik - nastaviti analizu, reformulisati proizvod / proces,

odustati od takvog proizvoda / procesa
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Prihvatljiv rizik — je kada se utvrdi da neke ulazne promenljive nemaju znacajan uticaj
na kvalitet proizvoda (nizak nivo opasnosti i verovatnoée), i nisu potrebna dodatna
eksperimentalna ispitivanja tih parametara, u okviru daljeg razvojnog programa.
Potencijalni rizik — kada se utvrdi da promenljive pokazuju visok nivo opasnosti, nisku
verovatnocu i nizak ili visok nivo detekcije, tako da mogu imati uticaj na kvalitet
proizvoda. Moguce je preduzeti sledece korake: redizajn proizvoda / procesa, kako bi se
rizik eliminisao; utvrditi da li je moguce uspostaviti prihvatljivu strategiju kontrole kako
bi se postigla robustna proizvodnja, uprkos kriticnog uticaja na kvalitet; sprovesti
dodatne eksperimente kako bi se postiglo bolje upoznavanje rizika;

Redizajn proizvoda / procesa, poseduje i svoju neZeljenu stranu, jer se reSavanjem
jednog problema mozZe stvoriti novi. Ako se pristupa detaljnijem opisu potencijalnog
rizika, dalja ispitivanja mogu pokazati da se rad obavlja u relativno Sirokom prostoru za
dizajn, te ne predstavlja veliki rizik za proizvod, da operacije spadaju u prihvatljivu
kategoriju rizika.

Znacajan rizik — je kada se kod promenljivih utvrdi uticaj na kvalitet proizvoda (visok
nivo opasnosti, dok nivo verovatnoc¢e moze biti nizak ili visok u zavisnosti od tipa
promenljivih i stepena kontrole procesa), te iste zahtevaju pazljivu kontrolu kako bi se
obezbedio prihvatljiv kvalitet proizvoda. Parametri ove kategorije rizika ucestviju u
formiranju konacne strategije kontrole. Ve¢ u ranoj fazi razvoja, vise ulaznih
promenljivih pripasce ovoj kategoriji, jer se ne raspolaze dovoljnom koli¢inom znanja i
eksperimentalnih rezultata da bi se precizno odredio nivo rizika. Razvoj se moze
usmeriti na optimizaciju proizvoda / procesa, sa ciljem postavljanja ulaznih parametara
u prihvatljive kategorije rizika putem uspostavljanja Sireg prostora za dizaj ili
odgovarajuce strategije kontrole.

Neprihvatljiv rizik — je kada se prevazilazi nivo prihvatljivog rizika po pacijenta, pa se
mora doneti odluka o nastavku / prekidu razvoja proizvoda, redizajniranju
procesa/proizvoda. Ukoliko se pristupi redizajnu, potrebno je ponoviti inicijalnu procenu

rizika kod kreirane nove formulacije.

Primeri matrice procene rizika uticaja sastava formulacije (tabela 1.8.), procesa vlazne
granulacije (tabela 1.9.) i direktne kompresije (tabela 1.10.) na kriti¢ne atribute kvaliteta
tableta sa trenutnim oslobadanjem su prikazani tabelarno od strane Advisory Committe
for Pharmaceutical Science, pri FDA i EMA (Koranianiti, 2011; Yu, 2012).
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Tabela 1.8. Procena rizika uticaja sastava formulacije na kriticne atribute kvaliteta
tableta sa trenutnim oslobadanjem, (Yu, 2012)
Atributi Formulacije

Kriticni atributi Aktivna Punilac Punilac, Sredstvo za Sredstvo za klizanje
kv?llteta supstanca (Laktoza) (skrob) raspadanije, (Mg stearat)
gotovog oo Soreed] (celuloza) kolicina

3 veli¢ina Cestica '
proizvoda Velidina Cestica

Izgled L L L L
Sadrzaj

Uniformnost
sadriaja

Brzina
rastvaranja

Necistoce

H — visok nivo rizika, L — nizak nivo rizika

Tabela 1.9.Procena rizika uticaja procesa vlazne granulacije na kriticne atribute kvaliteta tableta
sa trenutnim oslobadanje, (Koranianiti, 2011)

Proces / operacije

G Suvo

mesanje Granulacija | Aglomeracija | SuSenje | Sitanje | MeSanje | Tabletiranje | Filmovanje | Pakovanje
Sadriaj L L L L L L L L L
Uniformnost L L L L L L L L L
sadriaja
Brzina L M L L L L L L L
rastvaranja
Necistoce L L L M M M M L L
MB kvalitet L M M M L L L L L
Non - CQAs
Izgled L M L M M M L L
Cvrstina L M L M M M L L
Frijabilnost L M M L M M M L L

H —visok nivo rizika, M - umeren nivo rizika, L —nizak nivo rizika

Tabela 1.10. Procena rizika uticaja procesa / operacija na kriti¢ne atribute kvaliteta tableta sa
trenutnim oslobadanjem proizvedenih metodom direktne kompresije, (Yu, 2012)

Proces / operacije

Product QAs Suvo meanje Briketiranje Mlevenje Lubrikacija Tabletiranje

Izgled

Sadriaj

Uniformnost
sadriaja
Brzina
rastvaranja

Necistoce

H — visok nivo rizika, L — nizak nivo rizika
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Pocetna lista potencijalnih parametara koji mogu imati uticaj na atribute kvaliteta pri
proizvodnji jednog ¢vrstog lekovitog oblika, moze biti obimna.

U datim primerima, prikazane promenljive su rangirane na osnovu verovatnoce,
opasnosti i detektabilnosti, na osnovu prethodnih znanja i inicijalno dobijenih
eksperimentalnih podataka, najces¢e primenom tehnike procene rizika kao $to je, analiza
efekata i kriti¢nosti u slucaju neizvrSenja (Failure mode effects analysis, FMEA).

Lista ¢e se menjati i smanjivati u toku izvodenja daljih procena i na osnovu sprovedenih
eksperimenata (kroz kombinovani eksperimentalni dizajn, mehanisti¢ke modele). Posto
se znaCajni parametri identifikuju, oni mogu biti dodatno proucavani kako bio se

dostigao vi$i nivo razumevanja procesa i razvila odgovarajuca kontrolna strategija.

FDA je izdala dva modela tehni¢kog dokumenta farmaceutskog razvoja deo modula 3,
(Module 3 Quality 3.2.P.2. Pharmaceutical Development) za tablete sa trenutnim (FDA,
2012) i modifikovanim (FDA, 2011) oslobadanjem kako bi podrzala i olakSala postupak

izrade registracionog dosijea uz primenu koncepta dizajna kvaliteta.
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1.1.4. ULOGA DIZAINA EKSPERIMENTA U OKVIRU KONCEPTA
DIZAINA KVALITETA

Dizajn eksperimenta (Design of Experiment, DOE), EMA kroz ICH Q8(R2) (2009)
definiSe, kao struktuirani, organizovani metod za odredivanje odnosa izmedu faktora
koji uti¢u na proces i izlazne parametre procesa. Dizajniranje eksperimenata je poznato
viSe desetina godina i uveliko se primenjuje u raznim oblastima pa i u okviru
farmaceutskog istrazivanja, ali je tek kroz koncept dizajna kvaliteta zvani¢no i potvrden
kao metod izbora.
Shodno konceptu dizajna kvaliteta (Yu, 2008), dizajn eksperimenta se primenjuje
prakti¢no tokom celog zivotnog ciklusa proizvoda: u fazi farmaceutskog razvoja, u toku
scale-up kao i u toku post registracionih promena na formulacijama.
U okviru planiranja eksperimenta razlikuju se dve grupe promenljivih / faktora (e-
Handbook of statistical methods, April 2012, http://www.itl.nist.gov/div898/handbook):

- nezavisno promenljive / ulazni faktori — ¢ije se vrednosti variraju u eksperimentu,
kategoriSu kao kvalitativni ili kvantitativni faktori i prikazuju realnim ili kodiranim
vrednostima. Mogu biti atributi polaznih materijala (npr veli¢ina Cestica), atributi
formulacije (udeo polimera, procenat vezivnog sredstva) ili parametri procesa (brzina
rada, vreme).

- zavisno promenljive / odgovori sistema — su parametri koji najkvalitetnije opisuju
formulaciju, proces, sistem, finalni farmaceutski oblik, kao $to su kriti¢ni atributi
kvaliteta proizvoda (uniformnost sadrzaja, brzina rastvaranja, ¢vrstina, habavost).

Uticaj nezavisno promenljive na zavisno promenljivu analizira se i iskazuje pomocu
matematickih modela, a sluzi za identifikovanje: optimalnih uslova; potvrdivanje
kriticnih faktora sa najvisim uticajem na kriticne atribute kvaliteta gotovog proizvoda,
opsega prostora za dizajn.

Dizajn eksperimenta se kao sastavni deo koncepta dizajna kvaliteta, moze primenjivati u
nekoliko koraka:

Screening tehnika u cilju identifikovanja klju¢nih faktora (Furlanetto, 2006), analiza
medufaktorskih efekata, kao metodologija povrsine odgovara u cilju uspostavljanja veze
izmedu kriticnih parametara i kriticnih atributa kvaliteta (Glodek i sar., 2006) i
definisanja granica prostora za dizajn (Lunney., 2008).

Screening tehnika, se primenjuje u pocetnoj fazi razvoja nove formulacije (Furlanetto i

sar, 2006) ili analitickog postupka u cilju utvrdivanja znacajnosti ispitivanih nezavisno
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promenljivih faktora na zavisno promenljive. Nezavisno promenljive mogu biti
numericke i kategoricke, bazirane na primeni matematickog modela prikazanog opstom
jednac¢inom (1), gde je izraCunati regresioni koeficijent mera znacajnosti uticaja
ispitivanog faktora:

Y= Dbp + ZbiX; 1)
Y-zavisno promenljiva, tj.odgovor sistema, Xj-nezavisno promenljiva, bg-konstanta,

bi-regresioni koeficijent,

Analiza faktorskih efekata se koristi za opisivanje kritiénih formulacionih
promenljivih i medusobnih interakcija (Li i sar., 2003). Sprovodi se nakon definisanja
potencijalno znacajnih faktora, koji po vrednostima mogu biti i numericki i kategoricki.
Mogu biti ispitani na viSe nivoa, a broj promenljivih definise broj eksperimenata koji se
treba izvesti.

Metodologija povrsine odgovora (Response Surface Methodology, RSM), se
primenjuje za sagledavanje zavisnosti odgovora od nezavisno promenljivih i
predvidanja vrednosti odgovora u celoj eksperimentalnoj oblasti pomo¢u matemati¢ckog
modela c¢ije izracunate vrednosti moraju biti dovoljno bliske sa eksperimentalno
dobijenim vrednostima. Primenjuje se samo u proceni znacaja kvantitativnih faktora.
Funkcija se prikazuje u vidu konturnih i trodimenzionalnih dijagrama.

Box Behnke-ov dizajn (Chopra S i sar., 2007), Faktorijalni dizajn ( Paterakis i sar, 2002;
Li i sar., 2003; Petrovic i sar, 2009) i Dizajn sme$e (Huang i sar., 2004; Huang i sar.,
2005; Petrovic i sar, 2006) su tri razlicita tipa RSM dizajna koji se vrlo cesto koriste u
razvoju i statistickoj optimizaciji formulacija.

Dizajn smeSe se preporucuje, kao koristan model, u slucaju variranja dva ili vise
faktora, ¢ija je ukupna koli¢ina konstantne vrednosti. Zahteva manje eksperimentalnih
proba, uz zadrzavanje pouzdanosti dobijenih rezultata, pa je stoga vrlo prihvatljiv u fazi
razvoja. Statisticki model za anlizu rezultata moze biti: Linearni model, Dvofaktorski
model interakcija (2FI), Trofaktorski model interakcija (3FI), a definiSe se na osnovu
prethodno postavljenih parametara: standardne devijacije (Sd), koeficijenta korelacije
(R?), predvidivog koeficijenta korelacije (adjusted R?), predvidene rezidualne sume
kvadrata (PRESS).
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1.1.5. PRIMENA SISTEMA BIOFARMACEUTSKE KLASIFIKACIJE U
OKVIRU KONCEPTA DIZAJNA KVALITETA
Biofarmaceutski sistem klasifikacije (Biopharmaceutical Classification System, BCS)
definise susStinske parametre koji opisuju svaku lekovitu supstancu: rastvorljivost i
brzinu rastvaranja (Dokoumetzidis i Macheras, 2006, Yasir i sar., 2010) i intestinalnu
permeabilnost (Amidon i sar., 1995; Papadopoulou i sar., 2008), a koji sluze da ukazu
na brzinu i stepen apsorpcije lekovite supstance posle oralne aplikacije (Emami, 2006;
Nainar i sar., 2012) in vivo.
Na osnovu nadene rastvorljivosti i permeabilnosti, izvrSena je klasifikacija lekova u
BCS grupe i izdata Lista oralno aplikovanih aktivnih supstanci (Lindenberg, 2004;
WHO TRS 937, 2006) od strane svetske zdravstvene organizacije.
Procesi koji se desavaju u toku oralne apsorpcije leka, prema slici 1.9., mogu se
grupisati (Lipka i Amidon, 1999): a) rastvaranje lekovite supstance iz lekovitog oblika,
b) rastvaranje lekovite supstance na mestu apsorpcije, koje zavisi od njenih fizi¢ko-
hemijskih karakteristika, c) efektivna permeabilnost intestinalne mukoze, d) pre-

sistemski metabolizam.

EI Rastvaranje

E Permeabilnost / Fluks
Dozirani oblik

A
/
’

EI Farmakokineticki
parametri

Q / —> Jetra

Sistemska raspolozwost

E] Fizicko - hemijski
parametar

Slika 1.9. Oralna absorpcija lekovite supstance iz farmaceutskog oblika, (Lipka i
Amidon, 1999)
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Ovi procesi su u direktnoj vezi sa intestinalnim mestom apsorpcije, brzinom praznjenja
Zeluca i vremenom prolaska kroz gastrointestinalni trakt, GIT, a kod formulacija sa
modifikovanim oslobadanjem 1 sa raspolozivim volumenom intestinalnih fluida,
pokretljivosti GIT-a, regionalnim razlikama u intestinalnoj permeabilnosti, metabolizmu
i sekreciji, $to sve direktno moze uticati na brzinu i stepen apsorpcije leka, a time i na
bezbednost i efikasnost farmaceutskog oblika.

Dobro poznavanje svih ovih procesa, doprinosi vecoj efikasnosti faze razvoja
formulacije kao i ve¢oj uspesnosti sagledavanja procene rizika u ranim fazama klini¢kih

Ispitivanja.

Prema konceptu dizajna kvaliteta, biofarmaceutski sistem klasifikacije leka, ima mesto
primene u toku farmaceutskog (Yu, 2012) i klinickog razvoja (Nainar i sar, 2012),
odnosno prema BCS grupi aktivne supstance, sagledavaju se potencijalni pravci
ispitivanja u odnosu na dizajn formulacije. Faktori odgovorni za dizajn formulacije su:
kriti¢ni atributi materijala (npr veli¢ina Cestica lekovite supstance), kriticni parametri
procesa (metoda direktne kompresije odnosno vlazne franulacije) i kriti¢ni atributi
kvaliteta gotovog proizvoda (brzina rastvaranja). Pregled uticaja / povezanosti BCS
grupa lekovitih supstanci shodno njihovoj rastvorljivosti i permeabilnosti, sa dizajnom
farmaceutskih oblika prikazan je u tabeli 1.11.
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Tabela 1.11. Uticaj biofarmaceutskog sistema Klasifikacije na dizajn formulacije

doziranih oblika, (Yu, 2012)

Grupall:

Visoka Rastvorljivost /
Visoka Permeabilnost

Grupa I1: Mala Rastvorljivost /

Visoka Permeabilnost

bez kriticnih tehnoloskih zahteva za brzo
delujuce dozirane oblike

kod doziranih oblika sa kontrolisanim
oslobadanjem potrebno da se ograni¢i brzi
absorpcioni profil

Povecanje Rastvorljivosti i ubrzanje profila brzine
rastvaranja

redukcija veliine Cestica
formiranje soli

formiranje ¢vrstih disperzija
formiranje kompleksa

dodavanje inhibitora precipitacije
stabilizacija metastabilnih formi

primena tehnologije lipida

Grupa I11: Visoka Rastvorljivost /

Mala Permeabilnost

Grupa 1V: Mala Rastvorljivost /

Mala Permeabilnost

Povecanje Permeabilnosti

formiranje Prodrug sistema

dodavanje supstanci koje ubrzavaju
permeabilnosti (permeation Enhancers)

formulisanje Bioadhezivnih sistema

Povecanje Rastvorljivosti i Poveéanje Permeabilnosti

pri formulisanju kombinovati pristupe navedene
kod Grupe 11 i Grupe I1I BCS, za prevazilazenje
problema male permeabilnosti i rastvorljivosti
Aplikacija oralnim putem cesto nije primenljiva,
preci na alternativne nacine aplikovanja, kao $to
je npr. iv. primena

Grupa V*: Metabolicki ili hemijski nestabilne supstance

Izbeci pojavu nestabilnosti odnosno stabilizovati lekovitu supstancu u farmaceutskom obliku

formiranje Prodrug sistema
acidorezistentno oblaganje

upotreba lipidnih nosaca (formiranje micela, emulzija / mikroemulzija)

dodavanje Inhibitora enzima

distribucija lifnim sistemom (da se izbegne metabolizam prvog prolaza)

formiranje lipidnih Prodrug sistema

* - Grupa V BCS — sacinjavaju je jedinjenja koja mogu posedovati promenljivu rastvorljivost ili permeabilnost, podlezu
znacajnoj degradaciji u crevima ili poseduju znacajnu pre-sistemsku eliminaciju, prema hemijskoj strukturi
su grupisani na kisele (Va) i bazne supstance (Vb)
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U klinickom razvoju, biofarmaceutski sistem klasifikacije predstavlja osnovni vodi¢ kod
definisanja pravca izvodenja in vivo ispitivanja, uspostavljanja in vitro/in vivo odnosa i
predvidanja rezultata (Nainar i sar., 2012; Jain i sar., 2011), $to je prikazano za ¢vrste

oblike sa modifikovanim oslobadanjem leka tabelom 1.12.

Tabela 1.12. Biofarmaceutska Kklasifikacija i ocekivani in vitro/in vivo odnos za
farmaceutske oblike sa modifikovanim oslobadanjem leka,
(Nainar i sar., 2012; Jain i sar., 2011)

Grupa Rastvorljivost Permeabilnost Ocekivani in vitro/in vivo odnos
la Visoka & Nezavisna od Visoka & IVIVK oc&ekivan ukoliko je brzina
mesta resorpcije Nezavisna od mesta absorpcije rastvaranja ogranicavajuéi faktor
Ib Visoka & Nezavisna od Zavisna od mesta absorpcije & IVIVK ocekivan
mesta resorpcije Uzani absorpcioni prozor
la Mala & Nezavisna od Visoka & varijabilno
mesta resorpcije Nezavisna od mesta absorpcije
b Mala & Nezavisna od Zavisna od mesta absorpcije & mala verovatnoca
mesta resorpcije Uski absorpcioni prozor
111 Visoka Mala mala verovatnocéa
v Mala Mala mala verovatnocéa
Va Varijabilna Varijabilna mala verovatnoéa
Vb Varijabilna Varijabilna IVIVK nivoa A ocekivan

Kod BCS lekova grupe I i III, brzina rastvaranja nije ograniavaju¢i faktor brzine
apsorpcije u in vivo uslovima (Yu, 2008), a u slucaju preparata sa modifikovanim
oslobadanjem profil oslobadanja kontrolise brzinu apsorpcije (Emami, 2006, Nainar i
sar.,, 2012). Za BCS lekove grupe IlI, mala permeabilnost na mestu absorpcije
ograni¢ava uspesnost apsorpcije i sprovodenja in vitro/in vivo ispitivanja.

Za lekove BCS grupe Il i 1V, brzina rastvaranja je ogranicavajuci faktor, pa je potrebno
sprovesti procenu efikasnosti oralne primene usled male brzine i stepena apsorpcije kroz
dodatna ispitivanja brzine rastvaranja i klinicke studije bioraspolozivosti i
bioekvivalencije (Cook i sar., 2008).

U praksi su formulacije sa modifikovanim oslobadanjem (za lekove BCS grupe 1), zbog
velike brzine rastvaranja same aktivne supstance, kao i susptance visoke permeabilnosti
(lekovi BCS grupe 1), najbolji kandidati za uspostavljanje in vitro/in vivo odnosa, jer je
uspesnost apsorpcije uslovljena prvenstveno formulacijom (Cardot i sar., 2012), $to se u

velikom broju slucajeva moze resiti odgovaraju¢im tehnoloSkim resenjem.
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1.1.6. IN VITRO/IN VIVO ODNOS I NJEN ZNACAJ U OKVIRU
KONCEPTA DIZAJNA KVALITETA

Prema regulativi, in vitro/in vivo odnos je definisan kao predvidiv matematicki model
koji opisuje vezu izmedu in vitro osobina lekovitog oblika i in vivo odgovora (CDER,
1997; USP-32, 2012; EMA / CPMP, 2000b). Pod in vitro osobinom se podrazumeva
brzina ili stepen rastvaranja/oslobadanja leka a in vivo odgovor se odnosi na
koncentraciju leka u plazmi/koli¢inu apsorbovanog leka. Regulativa predvida cetiri
nivoa korelacije (nivo korelacije A, B, C, multipni nivo C), i nekoliko tehnika za
uspostavljanje ovih korelacija (Emami, 2006; Qui i sar., 2009). Razli¢iti nivoi korelacije
(Cardot i sar., 2007), u cilju uspostavljanje iste, zasnivaju se na poredenju razli¢itih

farmakokinetickih parametara, tabela 1.13.:

Tabela 1.13. Pregled farmakokineti¢kih parametara primenjenih kod uspostavljanja
razli¢itih nivoa in vitro/in vivo korelacija, (Cardot i sar., 2007)

Nivo A Nivo B Nivo C
In vitro profil brzine rastvaranja Statisti¢ka analiza vreme rastvaranja 10%, 50%, 90% leka,
momenata MDT brzina rastvaranja, disoluciona efikasnost
In vivo absorpcioni profil MRT, MAT Cmac, Tmax, Ka, vreme absorbovanja 10%,

50%, 90% leka, AUC

MDT, srednje vreme brzine rastvaranja, MRT, srednje vreme zadrzavanja, MAT, srednje vreme absorpcije

Kroz koncept dizajna kvaliteta in vitro/in vivo korelacija ima svoje mesto prakti¢no duz
celog Zivotnog ciklusa proizvoda, najpre u ranoj fazi razvoja: za karakterizaciju na¢ina
oslobadjanja, odredivanje preliminarnih farmakokinetickih parametara
(bioraspolozivost, Cmax, AUC, Tmax) prototip formulacija (sa trenutnim ili modifikovanim
oslobadanjem lekovite supstance) i poredenje sa referentnim; pri odabiru ekscipijenasa i
optimizaciji proizvodnog procesa; izboru prihvatljive prototip formulacije za dalji scale-
up razvoj. U kasnijoj fazi razvoja kod: ispitivanja bioraspolozivosti i bioekvivalencije
(BA/BE) odabrane formulacije na bazi definisanog procesa i ustanovljenih kriti¢nih
atributa kvaliteta gotovog proizvoda; kod provere biorelevantnosti ustanovljenog in vitro
ispitivanja brzine rastvaranja (Nainar i sar., 2012; D'Souza i sar., 2010; Tong, 2007). U
post registracionoj fazi, kao potvrda nepromenjenog kvaliteta proizvoda posle: promene
proizvodnog mesta, dobavljaca sirovina, manjih promena u procesu proizvodnje ili

manjih optimizacija formulacije.
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Nivo korelacije A — predstavlja najvisu kategoriju korelacije, takozvani "point-to-point
relationship”, jer se uspostavlja veza izmedu celokupnog in vitro profila brzine
rastvaranja i in vivo profila koncentracije lekovite supstance u krvi (Emami, 2006; Qui i
sar, 2009).

Za potrebe analize koli¢ine absorbovanog leka u krvi, mogu se koristiti model zavisne i
model nezavisne tehnike:

Wagner-Nelson metoda (Wagner i Nelson, 1963), model zavisna metoda sa
primenom u praksi (Souliman i sar, 2006; Cardot, 2007a; Shah i sar., 2009; Mirza i sar.,
2013) kod lekovitih supstanci ¢ija se raspodela u organizmu opisuje jednoprostornim
farmakokinetickim modelom, odnosno kod kojih se silazni deo krive vremenske
zavisnosti plazma koncentracije moze prikazati logaritamsko-linearnom zavisnoscu.
Prednost metode je veca operativnost jer se resorpcioni profili mogu odrediti bez
upotrebe referentnog preparata (Emami, 2006, Mirza i sar., 2013), a konstanta brzine
eliminacije se moze izraCunati iz postresorpcione faze krive zavisnosti plazma
koncentracije od vremena za ispitivanu formulaciju.

Koli¢ina apsorbovanog leka u vremenu t se izrazava kao frakcija od ukupne
apsorbovane kolicine.

Farmakokinetika teofilina se opisuje jednoprostornim farmakokinetickim modelom, tako
da je ova metoda primenjena u analizi in vivo rezultata teofilinskih preparata ispitivanih
na psima (Tse i Szeto, 1982; Munday i Fassihi, 1995; Gohel i sar, 1997; Ikegami i sar.,
2006;), kuni¢ima (El-Yazigi, 1981; El-Yazigi, 1985) i ljudima (Torrent i sar, 1988;
Sabnis i Adeyeye, 1998; Tanikawa i sar., 1999; Varshosaz i sar., 2000; Tulain i
Rahman, 2008).

Loo-Riegelmann-ova metoda, kao model zavisna metoda, primenjuje se kod
lekovitih supstanci ¢ija se raspodela u organizmu opisuje viseprostornim
farmakokinetickim modelom, ali pored podataka o peroralnoj primeni preparata zahteva
I podatke o intravenskoj primeni leka na istom ispitaniku (Emami, 2006). Nalazi manju
primenu u svakodnevnoj praksi.

Dekonvolucioni model, model nezavisne numericke dekonvolucije, bazira se na
poredenje rezultata kod peroralne aplikacije i posle intravenske primene bolus injekcija,
ili referentnog oralno aplikovanog rastvora kod istog ispitanika, a korelacija ovog tipa je
linearna (Emami, 2006, Macha i sar. 2009).

Uspostavljanjem korelacije nivoa A definise se zavisnost in vivo profila koncentracije

leka u plazmi i in vitro profila brzine rastvaranja, i ovaj model je dalje primenljiv za
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potvrdu nepromenjenog kvaliteta proizvoda posle: promene proizvodnog mesta,
dobavljaca sirovina, manjih promena u procesu proizvodnje i modifikaciji formulacije,
uvodenja nove doze aktivne supstance uz koris¢enje formulacije istog sastava.

Nivo korelacije B — zasniva se na principima statisticke analize momenata, gde se
porede parametri: in vitro srednje vreme rastvaranja (Mean in vitro dissolution time,
MDTvitro) sa in vivo srednjim vremenom rastvaranja (Mean in vivo dissolution time,
MDTvivo) ili srednjim vremenom zadrzavanja (Mean in vivo residence time,
MRTvitro). lako se za izraCunavanja navedenih parametara, koriste podaci dobijeni u
toku celog vremena ispitivanja, ne moze se smatrati korelacijom celokupnih in vitro i in
vivo profila oslobadanja, tako da sluzi u informativne svrhe, kod manjih izmena u
formulaciji, promene proizvodnog mesta, ili proizvoda¢a pomoc¢nih supstanci (CDER,
1997; Emami, 2006; Qui i sar., 2009 ).

Nivo Kkorelacije C — predstavlja poredenje u jednoj tacki, parametara in vitro brzine
rastvaranja (vreme rastvaranja 50% ili 90% doze leka Tsgo, Too% ), 1 Srednje vrednosti
farmakokinetickog parametra (Cmax, Tmax ili AUC). Posto se uspostavlja parcijalna veza
izmedu apsorpcije i brzine rastvaranja leka, sluzi u informativne svrhe u ranim fazama
razvoja farmaceutskog oblika, za potrebe izbora prototip formulacija, kod promena
sastava formulacija (CDER, 1997; Emami, 2006; Qui i sar. 2009).

Nivo viSestruke korelacije C — zasniva se na poredenju jednog ili vise farmakokinetickih
parametra (Cpax , AUC) sa koli¢inom rastvorene lekovite supstance U viSe vremenskih
intervala (CDER, 1997). Posto se poredenje sprovodi u najmanje tri tacke (odabrane iz
pocetnog, srednjeg 1 zavrSnog dela profila brzine rastvaranja), ima vecu detaljnost, tako
da uspostavljanje visestruke korelacije C nivoa pruza realna ocekivanja postizanja i
korelacije nivoa A (Emami, 2006).

Uspostavljanje korelacije se sprovodi matematickim prevodenjem koncentracija
lekovite supstance nadene u plazmi, u in vivo resorbovane frakcije leka i njihovim
poredenjem sa in vitro rastvorenim frakcijama, primenom regresione analize. Statisticki
parametri linearne jednacine i koeficijent korelacije ve¢i od 0.97 (Ramana i sar., 2001,
Emami, 2006; Macha i sar., 2009; Scheubel i sar., 2010) potvrda su uspostavljene
korelacije.

Uspostavljanje i nelinearna zavisnost in vitro/in vivo korelacije je moguce u praksi i to
prvenstveno kod preparata sa modifikovanim oslobadanjem lekovite supstance (Polli i
sar., 1996; Dunne i sar., 1997; Hayes i sar., 2004; Parojcic i sar., 2007) i prisutnim

mehanizmom anomalnog transporta, a objasnjava se fiziolosko — dinamic¢kim uslovima;
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sastav i osobine crevnih fluida, prisustvo hrane, mehanicki uslovi i pokretljivost trakta
koji se ne mogu u potpunosti simulirati in vitro (Dokoumetzidis i Macheras, 2008).
Najnoviji trendovi kod analize in vitro/in vivo korelacije predlazu uvodenje i analize
faktora permeabilnosti u kombinaciji sa profilima brzine rastvaranja in vitro (Takano i
sar., 2012).

Predvidivost in vitro/in vivo odnosa predstavlja sposobnost modela da predvidi in vivo
ponasanje formulacije, na osnovu nadenih vrednosti in vitro i moze se sprovesti kao
interna (povratna kalkulacija raspolozivih rezultata) ili eksterna predvidivost (ha osnovu
novog seta podataka), Cardot, 2012

Predvidivost modela se zasniva na poredenju eksperimentalno dobijenih i predvidenih
farmakokinetickih parametara (Cmax, AUC, Tmax) kroz izraCunavanje greske predvidanja.
Potvrda predvidivosti modela, potvrduje biorelevantnost primenjenog in vitro testa,
odnosno njegovu sposobnost predvidanja in vivo rezultata (CDER, 2003; EMA, 2010;
Cardot, 2012)

1.1.6.1. In vivo ispitivanja
Da bi preparat bio siguran, bezbedan i efikasan po pacijenta, lekovita supstanca iz
farmaceutskog oblika u organizmu treba biti oslobodena, resorbovana i distribuirana u
potrebnoj dozi i odgovarajuéom dinamikom. Kako bi se potvrdio Zeljeni klinicki
kvalitet, formulacija mora biti ispitana in vivo i izvrSena njena biofarmaceutska
karakterizacija, odnosno definisana njena bioloska raspolozivost | izracunati
odgovarajuci farmakokineti¢ki parametri.
Pri in vivo ispitivanju, meri se nivo koncetracije leka u plazmi i odreduje: maksimalna
koncentracija leka u plazmi Cpax, Vreme potrebno da se postigne maksimalna
koncentracija leka Tmax, povrSina ispod krive plazma koncentracije leka AUC
(Abrahamsson, 2004; Zhu, 2009), apsolutna i relativna bioraspolozivost (Toutain i
Bousquet-Melou, 2004). Cna, I AUC su mera stepena resorpcije, a Tmax brzine
resorpcije (Zhu, 2009).
U okviru koncepta dizajna kvaliteta najnovija razmatranja Polli i sar., 2012, predlazu da
se pre izvodenja in vivo studije postave Zeljeni farmakokineticki parametri, kao mera
klinickog kvaliteta leka 1 analizom rizika uspostavi kriti€nost istith sa kritiénim
atributima kvaliteta gotovog proizvoda, kritiénim parametrima procesa koji predstvljaju

meru kvaliteta proizvoda. Kroz in vivo ispitivanja obezbedila bi se potvrda
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pretpostavljene kriti¢nosti, kao i objasnjenje nivoa uticaja faktora na dobijanje Zeljenog
profila proizvoda.

Bioloska raspolozivost opisuje stepen i opseg u kome se lekovita supstanca resorbuje iz
farmaceutskog oblika 1 postaje raspoloziva na mestu delovanja (CDER, 2003;
Abrahamsson, 2004). Ispitivanje bioloske raspolozivosti se moze sprovoditi i U toku
razvojne faze novog proizvoda da bi se: podesilo Zeljeno oslobadanje i apsorpcija leka;
ispitao uticaja faktora hrane; u cilju uspostavljanja in vitro/in vivo odnosa.
Bioekvivalencijom se proverava terapeutska ekvivalentnost / jednakost test formulacije
i referentnog proizvoda sa trziSta ili ekvivalentnost dva razli¢ita puta aplikacije leka,
putem poredenja dobijenih vrednosti povr$ina ispod krivih plazma koncentracije leka za
dva preparata (Midha i McKay, 2009).

In vivo ispitivanja za potrebe bioloske raspolozivosti / bioekvivalencije / uspostavljanja
in vitro/in vivo odnosa sprovode se u skladu sa smernicama vazeée evropske (EMA,
2010) i americke regulative (CDER, 2003), na ljudima.

Medutim, preliminarna in-vivo ispitivanja za potrebe in vitro/in vivo odnosa u ranim
fazama razvoja formulacije u svrhu smanjenja troskova i racionalizaciju razvoja, mogu

koristiti ispitivanja na Zivotinjama kao modelu.

1.1.6.2. Primena eksperimentalnih Zivotinja, kao modela za in vivo ispitivanja
Ljudi predstavljaju ultimativni model kod in vivo ispitivanja bioloske raspoloZivosti.
Ipak, primena zivotinjskih modela nalazi svoje mesto kod in vivo ispitivanja u ranoj fazi
preklini¢kog razvoja leka, pre nego Sto su studije na ljudima uopste izvodljive i
opravdane; pri primeni odgovaraju¢ih tehnika uzorkovanja i postavljanja
eksperimentalnih uslova, koje nije moguce realizovati na ljudima; u ranoj fazi razvoja
formulacije za potrebe odabira prototip formulacija za dalji scale-up; u kasnijim
mehanistickim studijama radi razjaSnjenja i dopuna rezultata dobijenih na ljudima
(Abrahamsson i sar., 2004).
Ogranicavajué¢i faktor upotrebe laboratorijskih Zivotinja kao modela je da ni jedna
raspoloziva vrsta, U pogledu gastro intestinalne anatomije (slika 1.10., Kararli, 1995)
fiziologije i biohemije ne moze u potpunosti da simulira uslove gastrointestinalnog
trakta kod ljudi (Abrahamsson i sar., 2004; Zhou, 2009).
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Pacov
Morsko prase

Zec

Ovca

Pas
Majmun

Slika 1.10. Pregled anatomije gastrointestinalnog trakta eksperimentalnih
zivotinja (Kararli, 1995)

Namece se rizik, da rezultati dobijeni na zivotinjskim modelima, nece biti komparabilni
za predvidanja na ljudima. Pri ispitivanju ¢vrstih doziranih oblika glavni uticaj na
dobijeni farmakokineti¢ki profil ima fiziologija GI trakta: duzina trakta, vreme
zadrZavanja leka u razli¢itim segmentima, pokretljivost creva, sekrecija, fizicke 1 fiziko-
hemijske osobine intestinalnih te¢nosti, prisustvo enzima koji mogu da metabolisu lek
ili upotrebljenu pomo¢nu supstancu; prisustvo aktivnih transportera leka unutar GI zida
I razlike u metabolizmu prvog prolaza kroz jetru (Kararli, 1995, lkegami, 2006;
Ghimire, 2007). Navedeni problemi mogu biti prevazideni izborom najprihvatljivijeg
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zivotinjskog modela i in vivo studije odgovarajuceg dizajna, a kroz integraciju rezultata
1 saznanja o razlikama/slicnostima izmedu ljudi i Zivotinjskog modela, pri interpretaciji
dobijenih rezultata (Abrahamsson i sar., 2004; Ikegami, 2006).

U skladu sa konceptom dizajna kvaliteta, da bi in vivo studije na zivotinjama bile
uspesne, (Dickinson i sar., 2008; Polli i sar., 2012), pre pocetka in vivo ispitivanja,
potrebno je:

a) identifikovati kriticne faktore formulacije, kriticne parametre procesa i kriticne
atribute kvaliteta gotovog proizvoda sa potencijalnim uticajem na in vivo profil odnosno
kriticne farmakokineticke parametre; b) identifikovati fizioloske faktore sa
potencijalnim uticajem na in vivo profil; c) na osnovu analiza postaviti potencijalni
odnos izmedu odabranog Zivotinjskog modela i ljudi.

Kod veéine studija na zivotinjama doza leka aplikovana Zivotinjama uskladena je sa
telesnom masom zivotinje. Pri ispitivanju, posebno ¢vrstih lekovitih oblika pozeljno je
aplikovati doze namenjene za primenu kod ljudi, kako bi se izbegla izrada specificne
formulacije niske doze samo za potrebe studije na zivotinjama, $to predstavlja dodatan
problem kod sistema sa modifikovanim oslobadanje gde oblik i dimenzija tablete mogu
uticati na kinetiku i mehanizam oslobadanja lekovite supstance.

Zivotinjske vrste danas najvise u upotrebi u in vivo studijama oralnih doziranih oblika
(za doze koje odgovaraju humanoj) su: primati, pas, morsko prase, macka, kuni¢, dok se
male Zivotinje, pacov i mi§ koriste za ispitivanja mehanizma apsorpcije i
bioraspolozivosti praSkova i te€nih farmaceutskih oblika (Zhou, 2009).

Pas, morsko prase i majmun, generalno su anatomski vrste sli¢ne ljudima. Sli¢nost kod
psa je u pogledu anatomije, pokretljivosti i vremena zadrzavanja leka u Gl traktu kao i
sastavu sekretornih komponenata i dosta je koris¢en kod ispitivanja oralnih preparata
ukljucujuéi i forme sa modifikovanim oslobadanjem aktivne supstance (Huang, 2004,
Lobenberg, 2005; He, 2010; Yin, 2011), preparata na bazi teofilina i aminofilina
(Munday i Fassihi, 1995; Yu, 1996; Miyazaki i sar, 2003; Ikegami, 2006; Ghimire,
2007; Hayashi, 2007). Jedna studija navodi 43 razlicite aktivne supstance testirane na
psima, a kao glavnu prednost mogucnost aplikacije doza koje odgovaraju humanoj kao i
lako¢u rada sa ovom vrstom Zivotinja (Chiou, 2000). Morsko prase se navodi kao
povoljan model kod prvog skrininga formulacija sa teofilinom (Davis, 2001), a majmun
problema tehnicke prirode (za ve¢im zivotnim prostorom, visoka cena brige i nege ovih

Zivotinja, strogi eticki zahtevi).
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Literatura s kraja proslog veka je relativno skromna u pogledu navodenja kuni¢a kao
animalnog modela (El-Yazigi, 1981; Tse, 1982; El-Yazigi, 1985; Musko, 2001), da bi
poslednjih godina, noviji radovi sadrzali mnogo vise rezultata o primeni kunica u in vivo
ispitivanjima preparata sa trenutnim (Ali, 2007; Rasool, 2010), produzenim
oslobadanjem (Zhu, 2010; Tamilvanan, 2011), mikrocesti¢nih sistema (Eroglu, 2011),
preparata na bazi teofilina razli¢ite kinetike oslobadanja (Karasulu, 2006; Bhat, 2011;
Emeje, 2012;), kao i drugim putevima aplikacije teofilina, inhalacijom (Keir, 2008) ili
rektalno (Shiohira, 2009).

1.1.6.3. In vitro ispitivanja

Brzina rastvaranja i in-vitro ispitivanje brzine rastvaranja predstavljaju vazne alatke
koncepta dizajna kvaliteta, a njihovo mesto se posebno vidi u ranoj fazi farmaceutskog
razvoja, zatim pri uspostavljanju in vitro/in vivo odnosa kao i kod ispitivanja stabilnosti
formulacija (Tong, 2007; D'Souza i sar., 2010). Na pocetku zivotnog ciklusa proizvoda,
u toku istrazivanja i rane faze razvoja, na raspolaganju su ograni¢ena znanja i iskustva o
proizvodu. Prema konceptu dizajna kvaliteta, tezi se prikupljanju Sto vise informacija i
saznanja u ranoj fazi razvoja, kako bi se olaksao razvoj u kasnijoj fazi i ubrzao postupak
komercijalizacije prizvoda. Stoga u ranoj fazi farmaceutskog razvoja, in vitro ispitivanje
brzine rastvaranja u kombinaciji sa dizajnom eksperimenta, treba da posluzi u svrhu
identifikacije i razumevanja kriti¢nih atributa kvaliteta gotovog proizvoda i ulaznih
materijala i kriticnih parametara procesa, i definisanja njihovih uticaja na brzinu
rastvaranja leka iz formulacija.

In vitro ispitivanje brzine rastvaranja primenjeno za potrebe uspostavljanja in vitro/in
vivo odnosa takodje je deo koncepta dizajna kvaliteta, u cilju Sto kompletnijeg
razumevanja proizvoda u pogledu aktuelnog mehanizma i brzine oslobadanja iz
farmaceutskog oblika. Takodje predstavlja specificnu vezu ka rezultatima in vivo studije
i utvrdivanju potencijalnog oslobadanja leka i nacina apsorpcije u Gl traktu, i
razumevanja uticaja funkcionalnih ekcipijenasa na oslobadanje leka in vitro i u
organizmu (Selen, 2010). Dobijeni in vivo podaci o doziranom obliku, omogucavaju
dodatni razvoj i prilagodavanje in vitro testa, kako bi se postavili biorelevantni modeli
(D'Souza i sar., 2010) koji bolje simuliraju i in vivo karakteristike oslobadanja (izbor

tipa i volumena medijuma, hidrodinamickih uslova).
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Preparati aminofilina sa produzenim / modifikovanim oslobadanjem teofilina u obliku
tableta i kapsula raspoloZzivi su na domacem i stranim trziStima. Obzirom na znacaj koji
ovi preparati nalaze u terapiji, sprovodena su in vitro ispitivanja brzine rastvaranja
raznih komercijalnih preparata od strane vise autora (Moller i Langenbucher, 1982;
Simons i sar, 1984; Herzfeldt i sar., 1989; Lin i sar., 1990; Smart i sar, 1992), uz
primenu razli¢itih aparatura i eksperimentalnih uslova izvodenja testova. Pri tome su

konstatovani vrlo razli¢iti profili brzine rastvaranja.

Kod najveceg broja ispitivanja formulacija aminofilina/teofilina sa modifikovanim
oslobadanjem, koris¢ena je aparatura II USP rotiraju¢e lopatice, pri brzini mesanja od
50 rpm, 900 ml medijuma istog sastava (voda, pH 1,2 HCI, fosfatni pufer pH 6.8 ili 7.5)
u toku celog intervala ispitivanja (Simons i sar., 1982; Hayashi i sar., 2005; Ghimire i
sar., 2007; Hayashi i sar., 2007), odnosno kompletna zamena medijuma pH verdnosti
1.2, (HCI ili VZS), posle 1-2h ispitivanja fosfatnim puferom pH 6.8 (Miyazaki i sar.,
2003; lkegami i sar., 2006; Sakuma i sar., 2009; Emeje i sar., 2012). Metoda
poluizmene (Half Change Method) sprovedena kod ispitivanja teofilina u aparaturi |
USP rotirajuce korpice pri brzini od 100 rpm (Musko 1 sar., 2001), takode se srec¢e u

literaturi.

USP farmakopeja jedina navodi devet in vitro testova za ispitivanje preparata sa
produzenim oslobadanjem teofilina u toku 12 sati, ali samo u obliku kapsula. Oficinalni
testovi razlikuju se medusobno po sastavu 1 pH vrednosti medijuma, tipu aparature,
broju obrtaja i zahtevanom profilu oslobadanja. Ni jedna farmakopeja, pa ni USP ne
navodi in vitro testove ispitivanja brzine oslobadanja aminofilinskih preparata sa

modifikovanim oslobadanjem i u obliku tableta.
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1.2. MODEL SUPSTANCA: AMINOFILIN, TEOFILIN

1.2.1.  Fizi€ko - hemijske karakteristike aminofilina i teofilina

Aminofilin (1,3-dimetil-7H-purin-2,6-dion; etan-1,2-diamin, CisH24N1904, molekulske
mase 420.4/anhidrovani, 456,5/dihidrat, CAS-317-34-0) je bele do svetlo zute boje
praskaste ili granularne strukture (Slika 1.11.), slabo amonijaénog mirisa i gorkog
ukusa. Predstavlja kompleks teofilina i etilendiamina (2:1), $to u procentima iznosi
84,0 % — 87,4 %, teofilina i 13,5 % - 15,0 % etilendiamina, ra¢unato na anhidrovanu
supstancu. Moze se naci kao anhidrovan ili u obliku dihidrata. Pri stajanju na vazduhu
postupno gubi etilendiamin uz oslobadanje teofilina. Lako je rastvoran u vodi, a
prakticno nerastvoran u alkoholu i etru. Rastvori aminofilina su alkalni, a pri
vrednostima pH ispod 8 dolazi do kristalizacije teofilina (Martindale, 2011; USP 32;
AHFS, 2011).

Aminofilin Teofilin
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Slika 1.11. Strukturna formula Aminofilina i Teofilina

Teofilin je zapravo nosilac farmakoloskog dejstva u organizmu, gde se on oslobada iz
kompleksa sa etilendiaminom (aminofilina). Kao derivat dimetilksantina, (1,3-dimetil-
7H-purin-2,6-dion, C;HgN100,, molekulske mase 180.2, CAS-58-55-9, pKa vrednosti
8.81), sa tatkom topljenja 270-274 °C, beli je kristalni prasak, teZe rastvoran u vodi
(1:120), etanolu (1:80) i hloroformu (1:10). Rastvara se u rastvorima alkalnih
hidroksida, amonijaku i mineralnim kiselinama (Martindale, 2011; USP 32; AHFS,
2011).
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Zbog manje rastvorljivosti od aminofilina, ¢esto se u preparatima nalazi u obliku
aminofilina, koji je lako rastvorna supstanca.

Prema BCS Klasifikaciji teofilin pripada | grupi (lako rastvornih - lako permeabilnih)
lekova, koji se lako absorbuje u GI traktu (Lindenberg i sar., 2004; Ghimire i sar.,
2007).

1.2.2. Farmakodinamika i farmakokinetika teofilina

Teofilin se koristi prvenstveno kao bronhodilatator u terapiji astme i hroni¢nog
opstruktivnog bronhitisa, kao 1 za ublazavanje tegoba kod neonatalne apneje
(Martindale, 2011). Metilksantini, a posebno teofilin dovode do relaksaciju glatkih
miSi¢a, ali je u medicinskom pogledu najznacajnija bronhodilatacija. Stoga se i
primenjuje kao bronhodilatator u simptomatskoj terapiji astme. Takode sprecava
bronhospazme uzrokovane naporom i u dozama odrzavanja deluje preventivno na
simptome hroni¢ne astme. Posebno je pogodan za dugotrajnu terapiju bronhospazma jer
je pojava tolerancije na teofilin vrlo retka (AHFS, 2011).

Mehanizmi delovanja teofilin, uprkos dugogodiS$njoj primeni, nisu u potpunosti
razjaSnjeni, i zasnivaju se na pretpostavci da teofilin inhibira fosfodiesterazu,
povecavajuci koli¢inu cikli¢nog adenozin monofosfata (cAMP), koji kod glatkih miSi¢a
disajnih puteva izaziva relaksaciju (Martindale, 2011).

Plazma koncentracija je linearno zavisna od doze, tako da povecanje doze moze biti

racunato po ovoj zavisnosti (Aronson i sar., 1992).

Doziranje teofilina/aminofilina treba biti individualno usled pojave interindividualnih
razlika. Terapijske koncentracije teofilina u plazmi krecu se u granicama izmedu 5 i 20
mg/L (Hurwitz i sar., 1987), odnosno 27 do 110 umol/L slobodnog (nevezanog)

teofilina u plazmi. Za koncentracije veé¢e od 20mg/L ulazi se u toksi¢no podrucje.

Poseduje usku terapijsku Sirinu (Varshosaz i sar., 2011), te je za preparate na bazi
teofilina vrlo vazno ostvariti uniformno oslobadanje i doziranje u organizmu, bez
nezeljenih fluktuacija nivoa leka u krvi. Ranija istrazivanja su pokazala prisustvo
znacajnih individualnih razlika u bioraspolozivosti medju pacijentima (Musko 1 sar.,

2001) sto je objasnjeno promenljivom kinetikom eliminacije teofilina (El-Yazigi i sar.,
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1981), a uslovljeno faktorima kao S$to su vrsta bolesti, starosno doba, telesna masa,
rezim ishrane, interakcije sa drugim lekovima, pusenje (Aronson i sar., 1992).

Podlozan je interakciji sa drugim lekovima, a efekat moze biti dvojak: ubrzanje
metabolizma teofilina i sniZenje njegove koncentraciju u krvi (karbamazepin,
fenobarbiton, rifampicin) ili usporavanje metabolizma i porast nivoa teofilina u plazmi
(alopurinol, eritromicin), (Aronson i sar., 1992).

Aminofilin kao kompleks teofilina i etilendiamina lako oslobada teofilin u organizmu,
pri cemu je utvrdeno da oslobodeni etilendiamin nema uticaja na farmakokinetiku
teofilina, kao i da su potpuno nezavisni i sasvim razli¢iti putevi ADME-sistema
(Cotgreave i Caldwell, 1983; Cotgreave i Caldwell, 1985).

Apsorpcija teofilina iz aminofilinskih preparata zavisi od primenjenog farmaceutskog
oblika i nacina aplikacije. Teofilin se brzo i potpuno apsorbuje iz GIT-a posle oralne
aplikacije brzodelujucih formulacija, odloZena i nepotpuna apsorpcija moze se javiti pri
primeni enterosolventnih tableta, odnosno spora i nekompletna iz supozitorija i posle
i.m. aplikacije, kod preparata sa modifikovanim oslobadanjem apsorpcija je generalno
potpuna, ali na brzinu i obim utiCu farmaceutski oblik, individualni faktori.
Koncentracija u serumu postize maximalnu vrednost ve¢ posle 15 min od primene
eliksira, 1h do 2h kod brzo delujucih oblika tableta ili kapsula, odnosno oko 4h — 6h
nakon oralne primene tableta sa modifikovanim oslobadanjem (Aronson i sar., 1992).
Brzina apsorpcije, ali ne i koli¢ina resorbovane lekovite supstance, se smanjuje u

prisustvu hrane.

Teofilin se lako distribuira po svim tkivima u organizmu, a volumen distribucije se
krece 0,3 do 0,7 L/kg, u proseku oko 0,5 L/kg, ali pokazuje porast kod prevremeno
rodene dece, starih 1 trudnica.

Oko 40% absorbovanog teofilina vezuje se za proteine plazme, na albumine, procenat je
vec¢i kod obolelih od bronhijalne astme, manji kod gojaznih osoba i novorodencadi
(AHFS, 2011; Martindale, 2011).

Metabolise u jetri uz nastajanje tri jedinjenja: 1,3-dimetil-uri¢ne Kiseline, 1-dimetil-
uri¢ne Kiseline i 3-metilksantina (kao najmanje aktivnog metabolita), a kod prevremeno
rodene dece zbog slabo razvijenog enzimskog sistema prelazi u kofein (Aronson i sar.,

1992; Martindale, 2011).
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Metaboliti i oko 10-15% nepromenjenog teofilina se eliminiSu mokracom, a male
koli¢ine ne promenjenog putem fecesa. Postoje velike individualne razlike u trajanju
poluvremena eliminacije teofilina. Kod odraslih osoba poluvreme traje 6-12h,
asmati¢nih pacijenata nepusaca 1,5 - 9,5h, kod pusaca i dece 4 - 5h.

Klirens teofilina je 0,5 — 2 ml/kg/min kod odraslih zdravih osoba, 0,65 ml/kg/min kod
asmaticara nepusaca, znacajno je smanjen kod pacijenata sa oSteCenjem jetre i sranom
slabos¢u (AHFS, 2011), a povecan kod pusaca.

Postoje zapaZanja da je pri viSim koncentracijama teofilina u plazmi, kinetika teofilina
dozno zavisna, odvija se ne-linearnom eliminacijom tako da promena u dozi moze da
uzrokuje neproporcionalni porast koncentracije leka u plazmi (Gundert-Remy, 1983).
Medutim dodatna istraZivanja su pokazala postojanje interindividualna variranja brzine
eliminacije teofilina (Milavetz, 1987), odnosno kod preparata sa produzenim
oslobadanjem potvrdeno je prisustvo linearne dozno-zavisne Kinetike, za serumske
koncentracije teofilina u terapijskim opsezima (Brown i sar., 1983).

U praksi su potvrdene farmakokineticke interakcije teofilina sa drugim lekovima koji
mogu da povecaju (cimetidin, alopurinol, propranolol, ciprofloksacin, eritromicin,
oralni kontraceptivi) ili smanje (karbamazepin, rifampicin, fenitoin, fenobarbital)
njegovu terapijsku efikasnost (Hendeles, 1985; Martindale, 2011).

1.2.3. Pregled literaturnih podataka o farmakokineti¢koj analizi i mogu¢nosti
uspostavljanja in vitro/in vivo odnosa za preparate aminofilina/teofilina
na ljudima

Razvoju formulacija sa modifikovanim oslobadanjem teofilina pristupilo se sa ciljem da
se smanji ucestalost doziranja i ostvari uniformno oslobadanje i doziranje u organizmu,
bez neZeljenih fluktuacija nivoa leka u krvi, obzirom da poseduje i usku terapijsku
Sirinu (Musko i sar., 2001; Varshosaz i sar., 2011).

Kao predstavnik BCS klasifikacije grupe I, teofilin je lako rastvoran i lako permeabilan,
tako da je ogranicavajuc¢i faktor za oslobadanje leka dozirani oblik, te se ocekuje
uspostavljanje in vitro/in vivo odnosa, kako u sluc¢aju preparata sa trenutnim, tako i u
slu¢aju preparata sa modifikovanim oslobadanjem.

Za uspostavljanje in vitro/in vivo odnosa glavni faktori uticaja su sastav i farmaceutski
oblik, kao i pravilno odabran in vitro metod ispitivanja brzine rastvaranja koji treba da

pokaze biopredvidivost.
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Hidroksipropilmetilcelulozne matriks tablete teofilina sa francuskog trzista su ispitivane
u pogledu in vitro/in vivo odnosa, pri ¢emu je vrsena selekcija odgovarajuceg in vitro
testa (Souliman, 2007) ispitivanja.

Biofarmaceutska karakterizacija i korelacija sa in vivo rezultatima na ljudima, za 4
razliCite brzo delujuce formulacije tableta na bazi teofilina ili aminofilina, pokazala je
dobru korelaciju sa in vitro ispitivanjima brzine rastvaranja kod obe aparature, lopatice i
korpica, (Varshosaz, 2000).

Farmakokineticka ispitivanja preparata teofilina u obliku kapsula sa produZzenim

oslobadanjem na ljudima (Torrent i sar, 1988) potvrdila su produzeno oslobadanje.

Sa pocetka osamdesetih godina proslog veka, sprovedena ispitivanja na vise razli¢itih
komercijalnih proizvoda (Euphyllin retard film tablete 350mg AP; Pulmi Dur tablete
300 mg TP; Phyllotemp retard tablete, 225mg AP; Theolar retard film tablete 225mg
TP ), pokazala su postojanje znac¢ajnih razlika u pogledu nadenih plazma koncentracija
teofilina, kao i in vitro profila oslobadanja; ukazano je na vaznosti definisanja uslova
(sastav medijuma i tip aparature) izvodenja in vitro ispitivanja brzine rastvaranja
(Moller i Langenbucher, 1982; Herzfeldt i sar., 1989) u cilju dobijanja $to tac¢nijih
podataka o farmaceutskom obliku.

Bioloska raspolozivost na zdravim dobrovoljcima i brzina rastvaranja je ispitana na 100
mg tabletama sa produzenim oslobadanjem teofilina u poredenju sa podeljenim
tabletama (Simons i sar, 1982). Primena polovina tableta nije se reflektovala na
rezultate studije bioloSke raspolozivosti i dobijene parametre: povrSinu ispod krive
(AUC), poluvreme eliminacije (Ti2), konstantu brzine eliminacije (Ke), prividni

volumen distribucije (Vd) i klirens (Cl)

In vitro/in vivo korelacija nivoa A, uspostavljena je za referentni preparat Phyllocontin
250 mg aminofilin tablete sa modifikovanim oslobadanjem lipidnog matriks tipa u
odnosu na preparat na bazi hidrofilnog matriksa (Lin i sar., 1990).

Sprovedena studija (Sommers i sar, 1992) bioloske raspolozivosti na 6 preparata
aminofilina/teofilina (Euphyllin retard 350mg, Nuelin SA 250mg, Micro-Phyllin
250mg, Chronophyllin 375mg, Somophyllin CRT 250mg, Theo-Dur 300mg) pokazala
je znacajne razlike u profilima apsorpcije izmedu preparata, kao i individualne razlike
medu pacijentima (sa najve¢im odstupanjima kod Euphyllin retard 350mg i Nuelin SA
250mg).
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In vitro/in vivo korelacija i komparativna bioloskaraspolozivost (Tulain i Rahman,
2008) dva komercijalna proizvoda 350mg teofilina razli¢itih farmaceutskih oblika
tableta sa produzenim oslobadanjem i peletama napunjenih kapsula, je ispitivana i
zakljuceno je da razli¢iti farmaceutski oblici imaju mali uticaj na biolosku raspoloZivost
iz ispitivanih preparata.

In vitro/in vivo ispitivanja 300mg teofilin tableta sa produzenim oslobadanjem na bazi
etilceluloze, pokazala su dobijanje visih vrednosti bioloSke raspolozivosti u odnosu na
referentne proizvode (Ghorab, 2012).

Kod uspostavljanja in vitro/in vivo odnosa za BCS | grupu lekovitih supstanci, gde
spada i teofilin (Mirza, 2013) od strane FDA slede najnovije preporuke o primeni

Wagner Nelson-ove metode u ove svrhe.

1.2.4. Pregled literaturnih podataka o farmakokineti¢koj analizi i moguénosti
uspostavljanja in vitro/in vivo odnosa za preparate aminofilina / teofilina
kod Zivotinja

Psi su do sada predstavljali najce$¢i 1 najinteresantniji model za ispitivanje Kinetike
teofilina, tako da se u literaturi moze naéi niz studija komparativne farmakokinetike
razli¢itih formulacija sa modifikovanim oslobadanjem teofilina.

Poredenje bioraspolozivosti, teofilinskog preparata u formi kapsula sa produZenim
oslobadanjem etilcelulozom oblozZenih peleta kod pasa, majmuna i morskog praseta,
dalo je rezultate najvece bioloSke raspoloZivosti kod majmuna, a znacajno niZe i slicne
vrednosati na psima i morskom prasetu (Ikegami i sar., 2006).

Pri farmakokinetickim ispitivanjima na psima i ljudima kod dve nove formulacije
tableta sa produzenim oslobadanjem teofilina (Hayashi i sar., 2007), nadeno je da
farmakokineticke razlike proistiCu iz razlika u sastavu i tipu formulacija (bubre¢i i
voskasti tip matriksa).

In vitro/in vivo odnos je ispitivan na psima i uspostavljena korelacija nivoa A: izmedu
test formulacije u formi kapsula sa mini matriks tabletama teofilina i referentnog Theo-
Dur preparata (Munday i Fassihi, 1995); hidrofilnih matris tableta teofilina na bazi
karboksimetil dekstrana uz odgovaraju¢u adaptaciju in vitro testa brzine rastvaranja
(Miyazaki i sar., 2003); kod 2 nove formulacije sa modifikovanim oslobadanjem

kapsula koje su sadrzale oblozene i neoblozene pelete teofilina od ukupno Cetri ispitanih
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(Yu i sar., 1996); odnosno kod kompresijom obloZenih tableta sa pulsnim oslobadanjem

teofilina (Ghimire i sar., 2007).

Kuni¢ je znacajno manje koris¢en kao zivotinjski model pa je i broj raspolozivih studija
manji.

Na kuniéu je sprovedena studija kojom su odredivani farmakokineti¢ki parametri za 5
proizvoda sa trzista u formi tableta ili kapsula aminofilina i teofilina. Utvrdena je razlika
u bioloskoj raspolozivosti medu ispitivanim preparatima, potvrdeno nepostojanje
znacajnih individualnih razlika medu ispitivanim jedinkama i ne postojanje dozno
zavisne kinetike eliminacije teofilina pri primeni u terapijskom opsegu (El-Yazigi i
Sawchuk, 1981; El-Yazigi i Sawchuk, 1985).

U prethodnom periodu kuni¢ je kori$éen za potrebe in vivo studija i komparacije sa in
vitro rezultatima u cilju selekcije novih formulacija sa modifikovanim oslobadanja, kao
Sto je: poredenje efekta oblaganja peleta teofilina za dobijanje produzenog oslobadanja
in vivo (Musko i sar., 2001); obloZenih bubre¢ih matriks sistema sa teofilinom (Emeje,
2012); kapsula sa pulsnom kinetikom oslobadanja (Bhat, 2011), a sve sa ciljem
smanjenja ucestalosti doziranja i smanjenja pojave interindividualnih razlika odnosno
fluktuacije plazma koncentracije, za koju se pretpostavlja da poti¢e od faktora kao $to je
motilitet GIT-a.

Ispitivana je moguénost uspostavljanja in vitro/in vivo odnosa za ispitivanja izvedena na
kuni¢ima, u slucaju pet komercijalnih proizvoda aminofilina/teofilina (El-Yazigi i
Sawchuk, 1985), dok je uspostavljena korelacija novoa A (Karasulu i sar., 2006) za
formulaciju granula sa modifikovanim oslobadanjem teofilina (na bazi etilceluloze i

stearil alkohola) u odnosu na referentni proizvod sa trzista.
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1.3. HIDROFILNI MATRIKS SISTEMI SA MODIFIKOVANIM
OSLOBADANJEM LEKOVITE SUPSTANCE

Farmaceutski oblici kojima se moze odloziti, usporiti, modifikovati ili kontrolisati
brzina, vreme ili mesto oslobadanja lekovite supstance u organizmu su S$iroko
prihvaceni, zbog svojih biofarmaceutskih 1 farmakokinetickih prednosti nad
konvencionalnim doziranim oblicima, kao i iz ekonomskih razloga (Jantzen i Robinson,
2002; Qui i Zhang, 2009).

Hidrofilni matriks sistemi zbog sposobnosti modifikovanog oslobadanja lekovite
supstance danas nalaze posebno veliku primenu zbog niza prednosti: postizanje zeljenog
profila oslobadanja, nisu toksi¢ni, niske su cene koStanja i prihvaceni su od strane
regulatornih organa (Streubel i sar., 2000; Li i sar., 2005).

Kod ovih sistema lekovita supstanca je homogeno dispergovana u polimernom
matriksu, a koli¢ina prisutnog polimera predstavlja kritican faktor u dinamici
oslobadanja. Kao hidrofilni sistemi, u vodenim medijumima se rastvaraju ili bubre,
oslobadajuci aktivnu supstancu putem dva moguc¢a mehanizma kontrolisanom difuzijom
I kontrolisanom erozijom. Difuzija je dominantan mehanizam kod oslobadanja lako
rastvornih lekovitih supstanci, a erozija kod teSko rastvornih supstanci.

Oslobadanje leka iz hidrofilnog matriks sistema, zavisi od fizi¢cko-hemijskih svojstava
ulaznih materijala, odnosa komponenata u formulaciji, parametara procesa, molekularne
strukture i umrezenost polimernih lanaca, nagradenog gel sloja (Khan i Zhu, 1999;
Narasimhan, 2001; Streubel i sar., 2003; Parojcic i sar., 2004; Hayashi i sar., 2005;
Kiortsis i sar.,2005; Furlanetto i sar, 2006;). Polimerni materijali za formiranje matriksa
ovog tipa mogu biti derivati celuloze, alginati, ksantan guma, polimetakrilati, polimeri

akrilne kiseline (karbomeri).

1.3.1. Hidroksipropilmetilceluloza kao sredstvo za postizanje usporenog
oslobadanja
NajceS¢e koriS¢eni polimeri za izradu hidrofilnih  matriks sistema, su
hidroksipropilmetilceluloze (HPMC) visokog i srednjeg viskoziteta, tip K i tip E:
Methocel® Premium K100LV, K4M, K15M, K100M; E4M, E10M, (Dow Chemical

Company, 2009). Linearne su strukture bez hemijskog umrezavanja, fizi¢ki gusto
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isprepletanih lanaca, lako rastvorne u vodi uz izrazitu sposobnost bubrenja, koja je
odgovorna za kinetiku oslobadanja lekovite supstance, putem kontrolisane difuzije kroz
formirani gel sloj i erozije samog sloja (Siepman i Peppas, 2001; Zuleger i sar 2001,
2002).

Na oslobadanje lekovite supstance iz hidrofilnog HPMC matriksa, mogu uticati: tip,
koncentracija, veli¢ina i oblik ¢estica HPMC polimera, tako §to sa pove¢anjem njihovih
vrednosti dolazi do usporavanja oslobadanja; rastvorljivost i veli¢ina Cestica lekovite
supstance; oblik, geometrija i volumen tablete, tako $to uticu na ukupnu slobodnu
povrsinu preko koje se ostvaruje oslobadanje (Ford i sar., 1987; Siepmann i sar., 1999;
Karasulu i sar., 2000), pri tome se ukupna slobodna povrSina smanjuje po slede¢em
redosledu ravne tbl > poluokrugle > skoro sfernog oblika (Siepman i sar., 1999).
Koli¢ina sredstva za dopunjavanje i njegova rastvorljivost, uti¢u na oslobadanje tako da
lako rastvorni punioci brzim rastvaranjem formiraju pore u gel sloju stvarajuci dodatne
kanale za difuziju leka (brze oslobadanje lako rastvornih lekovitih supstanci), odnosno
brzu eroziju gel sloja (i brze oslobadanje slabo rastvornih lekova); sila i brzina
kompresije, koli¢ina vlage u granulatu direktno proporcionalno utiéu na
¢vrstinu/poroznost tableta i promenu brzine rastvaranja, te sa porastom vrednosti ovih
parametara, nastaju mekse tablete, slabije formiranog gel sloja sa brzim oslobadanjem
leka (Li i sar., 2005; Dow Chemical Company, 2009).

Novija istrazivanja, primenom QbD pristupa, odnose se na analizu uticaja atributa
materijala (tip i veli¢ina ¢estica HPMC polimera) na fizicke atribute hidrofilnih matriks

tableta i kriticne atribute kvaliteta proizvoda (Deng i sar, 2011; Robertson i sar, 2012).

1.3.2. Karbomer kao sredstvo za postizanje usporenog oslobadanja
Karbomeri (zasti¢eni naziv Carbopol®) su visoko umrezeni polimeri akrilne kiseline
velikih molekulskih masa, nerastvorni, ali sa izrazito visokom sposobnoS¢u bubrenja u
vodi u viSim oblastima pH (Lubrizol, 2011a). Prvenstveno se koriste kod formulacija sa
mukoadhezivnim (Prudat-Christiaens | sar., 1996; Khanna i sar.,1997; Das | sar., 2004)
ili flotiraju¢im svojstvima (Streubel i sar., 2003; Li i sar., 2003), ali i kod ¢vrstih oblika
sa modifikovanim oslobadanjem (Perez-Marcos i sar, 1994).

Za izradu hidrofinih matriks tableta na raspolaganju je vise tipova karbomera:
Carbopol® 971P NF - nisko umrezeni polimer nove generacije, visoke efikasnosti u

postizanju usporavanja oslobadanja posebno u tabletnim formulacijama, Carbopol®
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71G NF - hemijski identi¢an tipu 971P NF sa unapredenim proto¢nim svojstvima za
potrebe primene pri direktnoj kompresiji ili u okviru spoljasnje faze tableta, Carbopol®
974P NF - visoko umrezeni polimer za primenu prvenstveno kod oralnih suspenzija i
bioadhezivnih sistema (Lubrizol, 2011c; 2011d), kao i tableta sa modifikovanim
oslobadanjem. Carbopol® 934 NF ima zakonska ograni¢enja primene u novim
formulacijama usled upotrebe benzena u postupku organske sinteze ovog materijala,
mada se dosta koristio u ranijoj praksi za postizanje modifikovanog oslobadanja.

Na oslobadanje lekovite supstance iz matriksa sa karbomerom utice: tip polimera, pri
¢emu 971P NF tip kao manje umreZeni pokazuje vecu efikasnost bubrenja i bolje
odlaganje oslobadanja nege 974P NF visoke umrezenosti. Sa poveéanjem koli¢ine
karbomera u matriksu postize se veée usporavanje oslobadanja koje tezi linearnom
modelu. Stepen hidratacije karbomera je pH zavisna veli¢ina, tako da se puna
hidratacija postize pri pH>6, a time i1 najusporenije oslobadanje; pri niskom pH oko 1.2
su nejonizovani, male sposobnosti bubrenja, tako da medijum penetrira brze i
oslobadanje leka je vece. Rastvorljivost i veli¢ina Cestica lekovite supstance uti¢u tako
Sto se manje rastvorni lekovi sporije oslobadaju. Geometrija i oblik tableta menjaju
ukupnu slobodnu povrsinu za penetraciju vode i bubrenje a time i dinamiku oslobadanja
leka. Prisustvo rastvornih ekscipijenasa (laktoza) povecava brzinu oslobadanja leka, a
nerastvornih punilaca (kalcijum fosfat dihidrat) u matriksu usporava oslobadanje. pH
vrednost medijuma zbog anjonske prirode polimera, direktno uti¢e na status bubrenja i
brzinu oslobadanja.

Pri sli¢cnim primenjenim koncentracijama polimera, Carbopol® je znatno efikasniji u
usporavanju oslobadanja, u poredenju sa celuloznim polimerima. Zabelezeno je
(Lubrizol, 2011b) znac¢ajno smanjenje brzine oslobadanja teofilina iz tableta na bazi 15-
30% w/w Carbopol® 71G racunato na masu tablete, u odnosu na tablete istog

procentnog sastava ali sa HPMC polimerom.

1.3.3. Kombinovanje polimera za postizanje usporenog oslobadanja
Medusobno kombinovanje hidroksipropilmetilceluloza razli¢itog tipa ili viskoziteta u
cilju podesavanja produzenog oslobadanja, sre¢e se Cesto u literaturi. Medutim nema
mnogo primera kombinovanja hidroksipropilmetilceluloze i karbomera, koji se inace
razlikuju ne samo po hemijskoj strukturi ve¢ i mehanizmu oslobadanja leka. Na

raspolaganju su rezultati ispitivanja brzine oslobadanja leka iz matriksa na bazi
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kombinacije hidroksipropilmetilceluloze (K4M tipa) i Carbopol® 934NF (Khanna i
sar., 1997; Li i sar., 2003) ili Carbopol® 974NF (Perez-Marcos i sar, 1994; Perez-
Marcos i sar, 1996; Streubel i sar., 2003). Samo jedna publikacija opisuje oslobadanje
leka iz matriks sistema na bazi Carbopol® 71G NF ili Carbopol® 971P NF i
hidroksipropilmetilceluloze visih viskoziteta, Methocel® K100M i Methocel® K4M
(Draganoiu i sar, 2005). Novija istrazivanja (Smith, 2009; Colorcon, 2010), potvrduju
postojanje znacajnog sinergistickog efekta usporavanja oslobadanja kombinacije
hidroksipropilmetilceluloze i karbomera pri ukupnoj koncentraciji polimera od oko 20%
(Smith, 2009; Colorcon, 2010).

1.3.4.Mehanizam oslobadanja lekovite supstance iz tableta na bazi
kombinacije polimera (hidroksipropilmetilceluloze i karbomera)

Hidroksipropilmetilceluloza je linearni, pH nezavisni, neumrezeni polimer, velike
fizicke zapetljanosti polimernih lanaca uz prisustvo vodoni¢nih veza, lako rastvoran u
vodi i izrazite sposobnosti bubrenja koja je sustinska za kinetiku oslobadanja lekovite
supstance.
U kontaktu sa vodom ili bioloskim te¢nostima, dolazi najpre do penetracije tecnosti
kroz povrSinske slojeve tablete, hidratacije polimera na povrSini, raspetljavanja
polimernih lanaca, raskidanja vodoni¢nih veza i nastajanja gel sloja (Ju i sar., 1995a;
1995b; Gao i sar, 1996; Kim i Fassihi, 1997). Nastali gel sloj uzrokuje usporenu difuziju
i oslobadanje leka. Sa povecanjem duzine lanaca, povecava se i viskoznost gela, pa je i
kretanje leka/difuzija kroz gel i oslobadanje viSe usporeno. Usled dalje hidratacije i
razmicanja polimernih lanaca na periferiji gel sloja, dolazi do mehani¢kog odvajanja
polimernih molekula sa povrSine, odnosno povrSinske erozije sistema. SuStinski
oslobadanje leka zasniva se na fazama bubrenja polimera, difuzije leka kroz gel sloj,
rastvaranja leka i erozije gel sloja, a opisuje se preko dva mehanizma oslobadanja leka:
kontrolisane difuzije kroz gel sloj i erozije samog gel sloja. Za u vodi rastvorne lekove
predominatan je mehanizam difuzije, ali je prisutna i erozija samog gel sloja, dok se
slabo rastvorni lekovi prvenstveno oslobadaju mehanizmom erozije (Colombo i sar,
1996).
Kod matriksa sa kontrolisanim oslobadanjem, neophodna je brza hidratacija da bi se
formirao zastitni gelirani sloj, Sto obezbeduje da se lek i ekscipijensi ne rastvore

velikom brzinom u kontaktu sa medijumom. Ukoliko se molekuli leka nadu na povrsini
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matriksa, dace efekat naglog oslobadanja leka u prvom satu ispitivanja "burst efekat"
(Li i sar, 2005).

Najnovija ispitivanja, Ghimire i saradnika, 2010, opisuju proces erozije
hidroksipropilmetilceluloznih matriks tableta in vivo kod ljudi, gde se za niske
koncentracije polimera belezi pocetak erozije ve¢ u zelucu, u vremenu od 30-90 min, a
intenzivan i kompletan je za 180 min. Kod visih primenjenih koncentracija polimera
erozija u in vivo uslovima je uniformna detektuje se oko 30 min posle aplikacije, a
zavrsava u kolonu posle oko 360 min.

Za razliku od hidroksipropilmetilceluloze, karbomeri su anjonski (pH zavisni), hemijski
umrezeni polimeri, nerastvorni u vodi, ali izrazite sposobnosti bubrenja, koja je od
sustinskog znacaja za postizanje usporenog oslobadanja leka. Zbog jake umrezenosti,
karbomeri mogu formirati matrikse 1 pri mnogo nizim koncentracijama polimera u
odnosu na polimere linearne strukture. Usled anjonske strukture, u nizim pH oblastima
ispod pH 6.0, su u nejonizovanom obliku i bubrenje prakti¢éno nije zastupljeno.
Hemijska povezanost lanaca, pri bubrenju uslovljava nastajanje makro viskozne oblasti
od nabubrele Cestice karbomera i mikroviskozne oblasti odnosno kanala ispunjenih
vodom kroz koji se obavlja kretanje lekovite supstance. 971P NF tip Carbopola®,
predstavlja najnoviju generaciju karbomera koja je unapredena u pogledu kontrole
oslobadanja, u smislu manje povezanosti i umrezenosti lanaca, te ne pokazuje znacajne
razlike u viskozitetu izmedu mikro i makro viskoznih oblasti. Zahvaljujuci tome ovaj tip
polimera mnogo efikasnije i uniformnije kontroliSe oslobadanje leka u poredenju sa
974P NF tipom Carbopola® visoke umrezenosti.

Proces relaksacije polimera, odnosno periferna erozija prisutna je i kod ovih materijala,
ali za razliku od linearnih polimera gde se erozijom vr§i rastvaranje molekula, ovde se
sre¢e U fazi pune hidratacije pod dejstvom formiranog osmotskog pritiska unutar gel
strukture, koji dovodi do otkidanja iviénih delova gela i relaksacije polimera.
Oslobadanje lekovite supstance iz karbomer matriksa je kontrolisano procesom difuzije
kroz mikroviskozne oblasti (za u vodi rastvorne lekove), ali i mehanizmom relaksacije
polimera kao predominantnim kod oslobadanja slabo rastvornih lekovitih supstanci
(Lubrizol, 2011a).

Potvrden je sinergizam u dinamici oslobadanja i1 vece usporavanje brzine pri
kombinovanju  hidroksipropilmetilceluloze sa  karbomerom, prema novijim
istrazivanjima (Dragainou i sar 2005; Smith, 2009). Pretpostavlja se da i vodoni¢na veza

doprinosi sinergistickom efektu ova dva polimera. Usporavanje oslobadanja se
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objasnjava Cinjenicom da karbomer, sporije bubri uz ispoljavanje pH zavisnog efekta
bubrenja iznad pH=6.0, tako da u ranoj fazi i pri nizim pH vrednostima ima mali uticaj
na oslobadanje leka, dok u Kkasnijoj fazi dominira daju¢i jac¢i gel sloj;
hidroksipropilmetilceluloza poseduje brzu sposobnost bubrenja u ranijoj fazi i tu je njen
uticaj na oslobadanje leka primaran, medutim u kasnijoj fazi formirani gel sloj od

karbomera je jaci i on preuzima dominaciju u pogledu oslobadanja (Smith, 2009).

Profil oslobadanja lekovite supstance iz matriksa, karakteriSu brzina i mehanizam
oslobadanja leka i vazni su parametri za karakterizaciju i opisivanje sistema sa

modifikovanim oslobadanjem.

Kod analize brzine oslobadanja mogu se koristiti model-zavisne i model-nezavisne
metode (Yuksel I sar, 2000; Costa i Sousa-Lobo, 2001).

Model-zavisnim metodama definiSe se brzina rastvaranja lekovite supstance, uz
primenu razli¢itih matematickih modela, od kojih su modeli koriS¢eni u radu, prikazani
jednacinama 5-7:

Velicine ko, ko, kp, predstavljaju konstante brzine oslobadanja lekovite supstance u toku
vremena Kinetikom nultog reda, kvadratnog korena i power low modelom, a n oznac¢ava

difuzioni eksponent, kojim se opisuje mehanizam oslobadanja leka

Kineti¢ki modeli:

Model kinetike nultog reda Mt/ Mo =kot, (5)
ko - konstanta brzine nultog reda

Model kinetike Mt/ Mo =k, t°° (6)

kvadratnog korena, k; - konstanta brzine kvadratnog korena

Higuchi-jev model

Peppas-ov, model Mt/ Mo =kyt" (7
Power Low model K, - konstanta brzine n - tog reda

Za kinetiku nultog reda i kod sistema kod kojih je kao mehanizam oslobadanja prisutan

proces difuzije, moze se sresti pojava naglog oslobadanja leka u pocetnoj fazi "burst
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efekat™ (Burst effect) ili odlaganja oslobadanja leka "lag time efekat" (Lag time effect)
(slika 1.12.).

Ovi fenomeni se prema literaturi objasnjavaju preko procesa difuzije leka kroz
polimernu membranu, §to Se U sluCaju bubre¢ih sistema moze aproksimirati na

hidratisani gel sloj.

Nagib - steady state- brzine
oslobadanja

dM
dt

Zeljeni profil oslobadanja

" Burst effect, naglo oslobadanje

Kolicina oslobodenog leka %

rB' 0

Vreme (h)
A)
NS Zeljeni profil
(=) .
« oslobadanja
<
>
g N
=} . .
2 Nagib — steady state brzine
= oslobadania
w
g dM
£ Lag time,
= usporeno At
<
-

‘ oslobadanje

Vreme (h)
B)

Slika 1.12. Izgled "burst efekta” A) i "lag time efekta” B)

Prilikom izlaganja sistema sa kontrolisanim oslobadanjem medijumu za rastvaranje, tezi
se uspostavljanju koncentracionog gradijenta / ravnoteZze koncentracije lekovite
supstance izmedu sistema i medijuma. Ukoliko je lek prisutan u samoj membrani u
pocetnoj fazi moze do¢i do veceg/naglog oslobadanja leka i ovaj fenomen je oznacen
kao "burst efekat". Posto se uspostavi ravnotezno stanje (Steady state), uspostavlja se

linearno oslobadanje leka i kinetika nultog reda. U suprotnom slucaju, ukoliko
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membrana nije zasi¢ena lekovitom supstancom potrebno je vreme da lek iz unutrasnjih
delova sistema dospe u medijum S$to se manifestuje usporenijim oslobadanjem leka,

odnosno odlaganjem oslobadanja "lag time efekat".

Vrednost "Lag/Burst" efekta se odreduje kao odsecak na x-0Si i izraZzava u jedinici

vremena (slika 1.12).

Model nezavisnim metodama se porede profili oslobadanja leka od tacke do tacke i
izraCunavaju faktor sli¢nosti 2 i faktor razlike f1 (Yuksel i sar, 2000; Costa i Sousa-
Lobo, 2001). Dva profila su sli¢na ako je f2 > 50, odnosno f1 < 15.

Mehanizam oslobadanja lekovite supstance iz hidrofilnih matriksa moze se pretpostaviti
na osnovu vrednosti difuzionog eksponenta n (Korsmeyer i sar, 1983; Yuksel i sar,
2000; Siepman i Peppas, 2001; Costa i Sousa-Lobo, 2001; Rinaki i sar, 2003), a prema

Korsmeyer-Peppas-ovom modelu, prikazanom jedna¢inom (8):

Mt/ Mo = kyt" (8)
Mt / M - frakcija oslobodenog leka, K, —konstanta, n — difuzioni eksponent, t—

ispitivani interval vremena

U zavisnosti od dobijene vrednosti difuzionog eksponenta n, pri oslobadanju moze biti

dominantna difuzija, relaksacija (erozija) ili kombinacija oba mehanizma (tabela 1.14.):

Tabela 1.14. Potencijalni mehanizmi oslobadanja leka iz sistema sa geometrijom

cilindra ili tankog filma

Difuzioni eksponent Mehanizam oslobadanja / transporta leka
n <0.5 (0.45) Kvazi Fick-ova difuzija ili Case I transport
n =0.5 (0.45) Fick-ova difuzija, difuzioni mehanizam

0.5 (0.45) <n <1 (0.89) Anomalrli trans_por@ (non-Fickian difuz?ja), difuzija i
relaksacija (erozija) istovremeno zastupljeni

n=1 (0.89) Case Il transport, (zero order release) kinetika nultog reda
n>1 (0.89) Super Case Il transport (relaxation), relaksacija odnosno
erozija

vrednosti n u zagradi odnose se na sistem sa geometrijom cilindra, a van zagrade na slucaj tankog filma
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2. CILJ ISTRAZIVANJA
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Ciljevi istrazivanja podeljeni su u tri dela:

Prvi deo istrazivanja odnosi se na karakterizaciju komercijalnih proizvoda sa trzista i na

postavljanje preliminarnog in vitro testa ispitivanja brzine rastvaranja teofilina, koji ¢e

biti primenjen za razvoj i odabir prototip formulacija. Ispitivanja ¢e podrazumevati

sledece:

>

Uporedna analiza pet komercijalnih proizvoda aminofilin i teofilina sa
modifikovanim oslobadanjem u obliku tableta i kapsula i ispitivanje brzina
oslobadanja primenom raspolozivih USP in vitro testova brzine rastvaranja
oficinalnih kod teofilin kapsula sa produzenim oslobadanjem. Metoda poluizmene
¢e biti koriS¢ena kao poredbena.

Analiza uticaja sastava i pH medijuma na brzinu oslobadanja teofilina iz
komercijalnog preparata sa trenutnim oslobadanjem. Izabrani medijumi su USP
oficinalni, u testovima ispitivanja teofilin kapsula sa produzenim oslobadanjem.
Cilj je sagledavanje potencijalnog uticaja ovih medijuma na brzinu rastvaranja
teofilina, u slucaju primene nekog od navedenih USP testova kod ispitivanja
formulacija sa modifikovanim oslobadanjem.

Primena punog faktorijalnog dizajna sa dve promenljive u cilju procene uticaja
brzine obrtaja korpice i oblika tableta na dinamiku oslobadanja teofilina iz tableta
na bazi hidrofilnog matriksa. Ispitivanje uticaja tipa aparature (aparatura | i 1l

USP) na oslobadanje iz tableta dva razlicita oblika.

Drugi deo istrazivanja odnosi se na razvoj i odabir prototip formulacija i realizovan je

kroz nekoliko ciljeva:

>

Primena analize rizika radi identifikovanja ciljanog profila kvaliteta proizvoda,
potencijalnih kriti¢nih atributa kvaliteta proizvoda, kriti¢nih atributa kvaliteta
materijala (aktivne supstance), kriticnih formulacionih komponenata i
formulacionih  promenljivih, kod aminofilin tableta sa modifikovanim
oslobadanjem teofilina.

Primena punog faktorijalnog dizajna sa dve promenljive na dva nivoa, u cilju
procene uticaja udela karbomera u matriksu sa hidroksipropilmetilcelulozom, i

ukupne koli¢ine polimera, na brzinu oslobadanja teofilina iz tableta.
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Primenom eksperimentalnog dizajna smese bi¢e analiziran uticaj: udela
Carbopol® 971P i udela hidroksipropilmetilceluloze dva razli¢ita viskoziteta
(Methocel® K100M i Methocel® K4M) u fiksnoj ukupnoj koli¢ini matriksa,
procenjenih kao znacajnih za oslobadanje teofilina iz tableta.

Analiza dobijenih profila brzine rastvaranja u cilju definisanja brzine i mehanizma
oslobadanja teofilina iz tableta, primenom odgovaraju¢ih matematickih modela.

U odnosu na dobijene profile oslobadanja kod dva odabrana komercijalna
proizvoda, i dobijenih profila kod razvojnih formulacija, primenom optimizacione
tehnike eksperimentalnog dizajna smese, bic¢e izdvojene prototip formulacije za

potrebe daljih ispitivanja.

Tredéi deo istrazivanja odnosi se na ispitivanje moguénosti uspostavljanja preliminarnog

in vitro/in vivo odnosa izmedu odabranih prototip formulacija i komercijalnih

proizvoda, a realizovan je kroz sledece ciljeve:

>

Analiza koncetracija leka u krvi kuni¢a u funkciji vremena u cilju potvrde da su
odabrane prototip formulacije formulisane na adekvatan nacin da pokazuju
modifikovano, produzeno oslobadanje leka i u in vivo uslovima.

Primenom komparativnog generalnog jednokomponentnog faktorijalnog dizajna
bi¢e analizirani farmakokineticki parametri prototip i komercijalnih tableta i
procenjen efekat formulacije na dinamiku apsorpcije teofilina in vivo.

Provera mogucnosti uspostavljanja in vitro/in vivo odnosa za analizirane tablete i
prividnog mehanizma apsorpcije izmedu prototip formulacija i komercijalnih
preparata.

Provera linearne predvidivosti in vitro/in vivo modela i predvidivosti primenjenog
in vitro testa ispitivanja brzine rastvaranja.

Analiza eksperimentalno nadenih profila resorpcije kod kuni¢a i literaturno
raspolozivih profila na zdravim dobrovoljcima za jedan od komercijalnih
preparata u cilju procene mogucnosti primene kunic¢a kao zivotinjskog modela u
ranoj fazi in vivo istrazivanja.

Komparativna analiza dobijenih rezultata u cilju izbora prototip formulacije sa
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3. EKSPERIMENTALNI DEO
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3.1. INVITRO ISPITIVANJA
U ovom delu prikazani su postupci i rezultati sprovedenih in vitro ispitivanja
komercijalnih proizvoda sa modifikovanim i trenutnim oslobadanjem, sa domaceg i
stranog trzi$ta i sopstvenih formulacija radi postavljanja preliminarnog in vitro testa
Ispitivanja brzine rastvaranja teofilina, obzirom da isti nije farmakopejski oficinalan

(osim monografije za kapsule sa modifikovanim oslobadanjem teofilina, USP 30).

3.1.1. Materijali i metode
3.1.1.1. Materijali
Slede¢i materijali su kori$¢eni u ispitivanjima:
Komercijalni preparati sa domaceg i stranog trziSta u obliku tableta i kapsula sa
modifikovanim oslobadanjem:
o  Aminofilin tablete sa produzenim oslobadanjem 350 mg, Srbolek ad, Srbija, R-I,
(odgovara 300 mg anhidrovanog teofilina),
kvalitativni sastav: hipromeloza, povidon, celuloza mikrokristalna, stearinska
kiselina, silicijum-dioksid koloidni bezvodni, magnezijum-stearat;
o Phyllocontin®-350, tablete Purdue Pharma, Kanada, R-11,
(odgovara 283.5 mg anhidrovanog teofilina),
kvalitativni sastav: cetostearil alkohol, hidroksietilceluloza, povidon, talk,
magnezijum-stearat, zuti oksid gvozda;
o Phyllotemp® retard 225 mg tablete, Mundipharma, GmbH, Nemacka, R-I11,
(odgovara 182.2 mg anhidrovanog teofilina),
kvalitativni sastav: cetostearil alkohol, hidroksietilceluloza, povidon, talk,
magnezijum-stearat, hipromeloza, talk, makrogol 400, zuti oksid gvozda,
o Aminophyllinum retard 350 mg tablete, Lek, Slovenija, R-1V,
(odgovara 300 mg anhidrovanog teofilina),
kvalitativni sastav: Methocel E4M, mikrokristalna celuloza, silicijum-dioksid,
gliceril palmitostearat, magnezijum-stearat;
o Durofilin® kapsule sa produzenim oslobadanjem, tvrde, 250 mg Zdravlje ad,
Srbija, R-V, (odgovara 250 mg anhidrovanog teofilina),

kvalitativni sastav: secerne sfere, etilceluloza, povidon, talk.
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Sastav navedenih proizvoda dat je prema podacima navedenim od strane proizvodaca u

Patient Information Leaflet-PIL (Aminofilin Srbolek ad, Srbija; Phyllocontin Purdue

Pharma, Kanada; PIL, Phyllotemp Mundipharma, Nemacka; Aminophyllinum Lek,

Slovenia; Durofilin Zdravlje ad, Srbija) i raspolozivom patentu EP 0 284 849 B1.

Komercijalni preparat sa domaceg trzista u obliku tableta sa trenutnim oslobadanjem:

©)

Aminofilin tablete 100 mg, Hemofarm a.d. Srbija,

Pri izradi formulacija sa modifikovanim oslobadanjem korisc¢eni su slede¢i materijali:

o

o

aminofilin monohidrat (BASF, Germany), aktivna supstanca;
hidroksipropilmetilceluloza, Methocel® K100M Premium EP (Colorcon, UK),
kao matriks formirajuce sredstvo;

polivinil pirolidon, Kolidon® K-30 (BASF, Germany), kao vezivno sredstvo;
celuloza mikrokristalna, Avicel® PH 101 (FMC Bioplymers, USA), kao
nerastvorni punilac;

talk (Merck, Germany), kao klizans;

magnezijum-stearat (Galenika ad, Serbia), kao lubrikans.

Za potrebe in vitro ispitivanja pripremani su slede¢i USP 30 oficinalni medijumi:

o

Vestacki Zeludacni sok bez enzima pH 1.2 (VZS), pripreman je prema propisu USP
farmakopeje, puferski rastvori, rastvaranjem 2g natrijum hlorida i 7ml
koncentrovane hloridne kiseline i razblazivanjem vodom do 1000ml. Pepsin nije
dodavan.

0.1M hlorovodonicna kiselina (HCI), pripremana je rastvaranjem 8.3 ml
koncentrovane hlorovodonic¢ne kiseline u 1000 ml vode.

Vestacki crevni sok bez enzima pH 7.5 (VCS), je pripreman po propisu USP
farmakopeje, test rastvori, rastvaranjem 6.8 g kalijum dihidrogenfosfata i 1.53 g
natrijum hidroksida u vodi i razblazivanjem vode do 1000ml. Pankreatin nije
dodavan.

Fosfatni pufer pH 6.0 USP, je pripreman po propisu USP farmakopeje, puferski
rastvori, rastvaranjem 2 g kalijumhidrogenfosfata i 8 g kalijumdihidrogenfosfata u
1000 ml vode, a pH vrednost je podeSavana dodavanjem koncentrovane fosforne

kiseline.
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o  0.05M pH 6.6 Fosfatni pufer USP, je pripreman po propisu USP farmakopeje,
puferski rastvori, rastvaranjem 2 g kalijum hidrogenfosfata i 8 g kalijum
dihidrogenfosfata u 1000 ml vode, a pH vrednost je podeSavana dodavanjem

koncentrovane fosforne kiseline.

3.1.1.2. Metode

3.1.1.2.1. Dizajn eksperimenta
U smislu $to kompletnijeg sagledavanja uticaja svih potrebnih faktora, radi
racionalizacije broja eksperimenata i obrade rezultata primenom raspolozive statisticke
metode ANOVA, u odredenim ispitivanjima je primenjena metodologija dizajna
eksperimenta, uz pomo¢ softverskog paketa Design Expert® 7.0 (Stat-Ease Inc,
Minneapolis, USA). U zavisnosti od postavljenog cilja ispitivanja i raspolozivog broja
nezavisno promenljivin koris¢en je faktorijalni dizajn, opisan kod pojedinacnih

ispitivanja.

3.1.1.2.2. Izrada matriks tableta

Tablete su sadrzale 380 mg aminofilin hidrata ($to odgovara 300 mg anhidrovanog
teofilina), 60 mg polimera Methocel® K100M Premium EP, 50 mg pomo¢nih materija
(40 % Avicel® PH 101, 30 % Kolidon® K-30 i 30 % mesavine talka i magnezijum-
stearata) i bile su pripremljene konvencionalnom metodom nevodene granulacije.

Aktivna supstanca, hidroksipropilmetilceluloza i mikrokristalna celuloza su mesane i
granulisane 10 % alkoholnim rastvorom Kolidon® K-30, kao sredstvom za kvasenje i
granulaciju. Proces granulacije je izveden u klasiénom granulatoru-mesalici (Thyssen
Henchel tip FM/A10, Germany), a masa aglomerisana na situ 4 mm i susena u fluidnoj
susnici (Miinster, Germany) na 45 OC. Posle homogenizacije osuSenog prositanog
granulata (sito 1 mm) sa talkom i magnezijum-stearatom, komprimovanje mase u
tablete (490 mg) je sprovedeno na masini za tabletiranje (Erweka, Tip EKO) uz
koris¢enje alata za tabletiranje: bikonkavnog oblika precnika 11 mm ili ovalnog oblika
15 mm x 7mm. Pritisak kompresije iznosio je oko 1.6 MPa, a ¢vrstina tableta je

odrzavana u opsegu od 150 N do 200 N.

62



3.1.1.2.3. In vitro ispitivanje brzine rastvaranja teofilina iz tableta

In vitro ispitivanja brzine rastvaranja teofilina iz tableta su izvodena u aparaturi Il USP
sa rotiraju¢om lopaticom ili aparaturi | USP sa rotiraju¢om korpicom (Erweka
dissolution taster type DT-80, Germany), na 37 °C+2 °C, u 900 ml medijuma. Sastav i
izmena medijuma, kao i brzina meSanja je zavisila od primenjenog testa ispitivanja i
detaljno je opisana u odgovaraju¢im poglavljima.

U sluc¢aju preparata sa modifikovanim oslobadanjem sadrzaj je ispitivan nakon svakog
sata, a kod preparata sa trenutnim oslobadanjem posle 15 min, 30 min, 45 min i 60 min.
Koncentracija teofilina odredivana je UV - VIS spektrofotometrijskom metodom na
271 nm. Rezultati su izrazeni kao procenat deklarisanog sastava u odnosu na

anhidrovani teofilin.

3.1.1.2.4. Primena model-zavisnih i model-nezavisnih metoda u analizi profila
brzine rastvaranja teofilina iz tableta

Za procenu i poredenje profila brzina rastvaranja teofilina iz analiziranih tableta i
kapsula, koris¢ene su model-zavisne i model-nezavisne metode (Yuksel i sar., 2000).
Dobijeni profili oslobadanja su poredeni na osnovu izracunatog faktora sli¢nosti (f2) 1
faktora razlika (f1) i opisani u pogledu brzine i mehanizma oslobadanja lekovite
supstance iz tableta primenom modela kinetike nultog reda, Higuchi modela kvadratnog
korena i Korsmayer - Peppas-ovog modela. Potencijalni mehanizam transporta leka je
predvidan na osnovu izraCunatog difuzionog eksponenta n, odnosno analizirana je

zastupljenost procesa difuzije i / ili erozije.
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3.1.2. Ispitivanje brzine rastvaranja komercijalnih preparata aminofilina i

3.1.2.1. Metode

3.1.2.1.1. Pregled korisé¢enih in vitro testova ispitivanja

teofilina sa modifikovanim oslobadanjem

In vitro brzine rastvaranja kod pet komercijalnih preparata aminofilina i teofilina,

ispitivane su primenom dCetiri oficinalna testa, u okviru monografije, Theophylline

extended-release capsules prema USP 30 i metode poluizmene (Ph.Eur. 6.0). Tabelarno

su prikazani primenjeni testovi, uslovi izvodenja (tabela 3.1.1.) i farmakopejski

postavljene granice oslobadanja teofilina iz kapsula.

Tabela 3.1.1. Pregled primenjenih in vitro testova brzine rastvaranja

Test aparatura obrtaji medijum fam&?:r?ﬁ: e-ejske
o Aparatura Il 50 rpm O-g}; pH ]..2 veétgéki Zeludacni 1h: 3% - 15 %
S | (lopatica) sok bez pepsina (VZS) 2h: 20 % - 40 %
— 2-8h: pH 6.0 fosfatni pufer USP 4h:50 % - 75 %
7 6h: 65 % - 100 %
= 8h: ne manje od 80 %
o Apara_tura Il 50rpm 0-ih: pH 1:2 veffaéki zeludacni 1h 1% - 17 %
%) (lopatica) sok bez pepsina (VZS) :
- o . 2h: 30 % - 60 %
R 2-7h: pH 7.5 vestacki crevni sok )
i bez enzima (VCS) 3h-50 % - 90 %
@ 4h: ne manje od 65 %
= 7h: ne manje od 85 %
o Apara_ltura I 100 rpm 0-8h: 0.05M pH 6.6 fosfatni pufer 1h: 5% - 15 %
% | (korpica) 2h: 12 % - 30 %
© 4h: 25 % - 50 %
7 5h: 30 % - 60 %
F 8h: 55 % - 75 %
o Apargtura | 50 rpm 0_—1h_: 0.1M  hlorovodonicna 1h: 5 % - 15 %
%) (korpica) kiselina (HCI) :
- o . 2h:25% -45%
. 2-6h: pH 7.5 vestacki crevni sok )
b bez enzima (VCS) 3h- 50 % - 65 %
@ 4h: ne manje od 70 %
- 6h: ne manje od 85 %
. 04 - 0,
. Aparatura Il 50rpm 0-1h: pH 1.2 vestacki Zeludacni ;E ;8 0;2 i 28 (ﬁ;
% (lopatica) sok bez pepsina (VZS) 3h: 30 % - 60 %
g 2-8h: pH 7.5 vestacki crevni sok 4h: 40 % - 70 %
E bez enzima (VCS), zamena 450 ml 5h: 50 % - 80 %
o medijuma na svakih sat vremena 6h: 60 % - 90 %
S 7h: 70 % - 100 %
g 8h: ne manje od 85 %

* prema Ph Eur 6.0, 2.9.3 Dissolution test for solid dosage form
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Pored razlika u tipu aparature i brzini obrtaja, koriS¢eni testovi su se razlikovali i po pH
vrednosti medijuma, i na slici 3.1.1. prikazani su teorijski pH profili koris¢enih

medijuma za ispitivanja.

—X—Test 1 USP
—— Test 3 USP
—@— Test 6 USP
—8—Test 9 USP
—a&— Poluizmena

0 1 2 3 4 5 6 7 8

vreme (h)

Slika 3.1.1. Teoretski pH profili koris¢enih medijuma

Postupak poluizmene je postavljen u skladu sa smernicama evropske farmakopeje (Ph
Eur 6.0, odeljak 2.9.3. Dissolution test for solid dosage form), o sukcesivnoj zameni
dela medijuma nize pH vrednosti 1.2, sa delom medijum vise pH vrednosti koja treba da
iznosi oko 7.5.

Primenjeni postupak podrazumevao je da se nakon prvog sata (vestacki zeludacni sok
bez pepsina, pH 1.2) i svakog narednog sata polovina zapremine medijuma (450 ml)
zameni medijumom vise pH vrednosti (vestacki crevni sok bez enzima pH 7.5).

Pocetna vrednost pH, kod testa poluizmene je bila 1.2, a u toku ispitivanja povecanje
pH medijuma se odvijalo na slede¢i nacin: (0-1h) 1.2, (1-2h) 2.67, (2-3h) 6.68, (3-4h)
7.02, (4-5h) 7.28, (5-6h) 7.40, (6-7h) 7.50, (7-8h) 7.50.

Grani¢ne vrednosti oslobadanja su postavljene takode na osnovu zahteva u odeljku
2.9.3., Ph Eur 6.0, specifikacija brzine rastvaranja iz ¢vrstih oblika sa produZzenim
oslobadanjem o tri klju¢ne tacke ispitivanja u pocetnoj fazi sa oslobadanjem 20-30 %,
tacki u kojoj bi se potvrdilo 50 % oslobodenog leka i ne manje od 80 % ispitivanja (na

kraju ispitivanog intervala).
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3.1.2.2. Rezultati i diskusija

Rezultati ispitivanja brzine rastvaranja teofilina iz komercijalnih preparata pod
razli¢itim eksperimentalnim uslovima prikazani su tabelarno (tabele 3.1.2., 3.1.4.,
3.1.6,, 3.1.8. 1 3.1.10.) i graficki (slike 3.1.2. — 3.1.6.), a izracunati faktor razlike f1 i
faktor sli¢nosti f2 u tabelama 3.1.3., 3.1.5., 3.1.7., 3.1.9.1 3.1.11.

Poredenjem rezultata dobijenih ispitivanjem brzine rastvaranja teofilina iz komercijalnih
preparata primenom istih in vitro testova, moze se uocCiti da je kod svih testova
postignuta razlic¢ita dinamika oslobadanja koja se moze iskazati slede¢im odnosom: R-
V > R-Il ~ R-lll > R-IV > R-1. Najkompletnije oslobadanje daje preparat R-V
Durofilin® 250 mg Zdravlje, sa 90 % do 99 % oslobodenog teofilina u zavisnosti od
testa. Najsporije i prakti¢no nekompletno oslobadanje posle 8 sati ispitivanja u vrednosti
od 47 %-56 %, dobijeno je kod proizvoda R-1 Aminofilin 350 mg-Srbolek, dok su za
5 %-20 % vece vrednosti nadene kod proizvoda R-1V Aminophyllinum 350 mg-Lek.
Preparati R-11 Phyllocontin®-350 Purdue Pharma i R-IlIl Phyllotemp® 225mg-
Mundipharma, pokazali su slicnu dinamiku oslobadanja, teofilina posle 8 sati
ispitivanja, u vrednosti od 72 %-78 % (Test 1 USP , Test 3 USP), odnosno 76 % do
85 % kod Test 6 USP, Test 9 USP i Metode poluizmene. Proizilazi da su kod svih
komercijalnih proizvoda (izuzev RII i R-1Il) pri primeni istog in vitro testa brzine
rastvaranja, dobijene razli¢ite koli¢ine oslobodenog teofilina u funkciji vremena.
Literaturni nalazi ukazuju na veliku raznolikost profila kod ispitivanih komercijalnih
preparata teofilina prisutnih na trzistu (Simons i sar., 1984; El-Yazigi i sar., 1985;
Herzfeldt i sar., 1989) primenom istih in vitro testova ispitivanja, a objasnjava se
razlikom u sastavu preparata i mehanizmu oslobadanja (Herzfeldt i sar., 1989; Smart i
sar., 1992).

Poredenjem farmakopejski datih granica za oslobadanje teofilina iz kapsula kod
koriS¢enih testova, tabela 3.1.1. i slike 3.1.2. — 3.1.6., uocava se da se jedino
komercijalni preparat R-V Durofilin® 250 mg-Zdravlje po dinamici oslobadanja uklapa
u zahteve Test 1 USP i Test 3 USP. Za preparat R-1 Aminofilin 350 mg-Srbolek, kod
koga je uoceno nepotpuno oslobadanje u toku 8 h ispitivanja, pokazalo se da se uklapa u
zahtev Test 6 USP, koji zapravo ima definisane limite oslobadanja za period od 24h

sata. Ostali ispitivani preparati u obliku tableta, ne uklapaju se u granice ni jednog testa.
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Tabela 3.1.2. Test 1 USP, brzine oslobadanja teofilina iz komercijalnih preparata

R-1do R-V

Test 1 R-1 R-II R-111 R-IV R-V

vreme (h) % Sd % Sd % Sd % Sd % Sd
1 1175 031 1483 057 1364 057 1187 022 1268 041
2 1900 066 2791 093 2435 056 2022 039 3479 130
3 2306 061 3757 135 3278 130 2695 042 4928 1.79
4 2841 073 4749 083 4052 108 3306 076 6347 314
5 3268 119 5452 121 4796 088 39.75 109 76.87 1.20
6 3745 169 6312 045 56.22 180 4460 090 8191 1.66
7 4244 108 68.12 096 6086 169 4898 129 87.17 2.07
8 4749 349 7275 037 7400 283 5310 164 9193 2.08

100

80 -

60 -

40 4

% oslobodenog TP

20 A

vreme (h)

Slika 3.1.2. Test 1 USP, profili brzine oslobadanja teofilina iz komercijalnih preparata

R-1do R-V

Tabela 3.1.3. Test 1 USP, faktor sli¢nosti i razlike kod analiziranih profila teofilina iz
komercijalnih preparata R-1 do R-V

Testl R-1/ R-1/ R-1/ R-1/ R-11/ R-11/ R-11/  R-111/  R-lII/ R-1V/
R-11 R-111 R-1V R-V R-111 R-1V R-V R-1V R-V R-V
fl 45,8 36,5 13,9 69,1 10,4 32,4 26,3 22,8 35,3 56,5
2 35,3 40,6 63,9 22,5 63,2 41,7 39,3 48,7 34,2 25,9
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Tabela 3.1.4. Test 3 USP, brzine oslobadanja teofilina iz komercijalnih preparata

R-1do R-V

Test 3 R-1 R-11 R-111 R-1V R-V

vreme (h) % Sd % Sd % Sd % Sd % Sd
1 8.96 041 1425 068 1323 044 1332 151 1335 2.09
2 15,72 033 29.12 051 2800 081 2372 216 37.96 3.44
3 2310 0.72 4020 129 3860 134 3266 3.10 55.04 3.54
4 2964 123 5187 132 4876 191 4038 3.74 65.78 2.19
5 3630 139 6130 253 5765 1.82 4527 106 73.90 2.06
6 4072 2.00 6985 174 6554 172 5231 4.62 83.60 1.26
7 46.80 189 7550 238 7134 200 56.09 1.26 89.54 4.75
8 5172 282 7977 160 7823 268 6248 476 90.46 2.19
100 — }

80 A

o

'—

2 60 -

c

°

2

©°

S 40 -

®

20 4

Test 3 USP

vreme (h)

6 7 8

Slika 3.1.3. Test 3 USP, profili brzine oslobadanja teofilina iz komercijalnih preparata
R-1do R-V

Tabela 3.1.5. Test 3 USP, faktor sli¢nosti i razlike kod analiziranih profila teofilina iz
komercijalnih preparata R-1 do R-V

Test3 R-1/ R-1/ R-1/ R-1/ R-11/ R-11/ R-11/  R-111/  R-1II/ R-1V/
R-11 R-111 R-1V R-V R-111 R-1V R-V R-1V R-V R-V
fl 50,1 45,4 25,3 67,3 5,0 25,6 19,2 20,7 23,8 30,0
2 32,3 35,1 51,2 23,2 75,8 43,4 50,0 48,2 41,6 43,9
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Tabela 3.1.6. Test 6 USP, brzine oslobadanja teofilina iz komercijalnih preparata

R-1do R-V
Test 6 R-1 R-11 R-111 R-1V R-V
vreme (h) % Sd % Sd % Sd % Sd % Sd
1 1826 101 2947 036 3502 260 2644 101 1640 1.13
2 2645 154 4403 099 4725 203 3755 115 3853 202
3 3264 200 5323 147 5628 229 4734 135 6034 236
4 3951 296 6387 083 6484 234 5494 171 7108 312
5 4426 273 7208 145 7228 247 6312 138 7747 3.62
6 4788 282 7735 150 7891 280 6768 195 8364 3.74
7 53.00 272 7925 168 8152 374 7048 190 90.71 4.08
8 56.17 331 8183 125 8566 298 7488 174 9459 488
100
80 -
o
[
2 60 -
[=
S
2
S
2 40 4
®
20 -
.- Test 6 USP
¥
0 T T T T T
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Slika 3.1.4. Test 6 USP, profili brzine oslobadanja teofilina iz komercijalnih preparata R-1 do

R-V

Tabela 3.1.7. Test 6 USP, faktor sli¢nosti i razlike kod analiziranih profila teofilina iz
komercijalnih preparata R-1 do R-V

Test6 R-1/ R-1/ R-1/ R-1/ R-11/ R-11/ R-11/  R-1III/  R-1II/ R-IV/
R-11 R-111 R-1V R-V R-111 R-1V R-V R-1V RV RV

fl 81,9 48,5 32,7 51,3 4,0 12,4 13,3 12,4 13,3 22,6

2 314 29,4 39,8 26,1 74,8 55,7 51,9 50,0 51,5 41,2
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Tabela 3.1.8. Test 9 USP, brzine oslobadanja teofilina iz komercijalnih preparata

R-1do R-V

Test 9 R-1 R-11 R-111 R-1V R-V

vreme (h) % Sd % Sd % Sd % Sd % Sd
1 1071 034 16.10 0.61 2743 043 1405 053 1401 0.55
2 1944 039 3436 104 3753 070 2427 073 3762 0.18
3 2812 084 4703 074 4831 126 3408 087 5428 0.93
4 3598 099 5842 068 5761 184 4232 086 66.47 0.98
5 4150 1.09 6647 091 6458 198 4887 114 7287 120
6 44.80 1.03 74.66 1.04 71.58 1.90 55.77 1.24 80.91 1.44
7 49.19 179 7920 144 7635 188 6116 2.03 86.00 2.09
8 53.08 143 8487 108 79.16 276 6543 127 8893 1.01
100
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Slika 3.1.5. Test 9 USP, profili brzine oslobadanja teofilina iz komercijalnih preparata R-
| do R-V

Tabela 3.1.9. Test 9 USP, faktor sli¢nosti i razlike kod analiziranih profila teofilina iz
komercijalnih preparata R-1 do R-V

Test9 R-1/ R-1/ R-1/ R-1/ R-11/ R-11/ R-11/  R-111/  R-1II/ R-IV/

R-11 R-111 R-1V R-V R-111 R-1V R-V R-1V R-V R-V
fl 47,9 48,2 20,1 55,7 6,5 28,5 9,2 28,8 13,6 36,6
2 31,1 32,1 53,3 26,6 64,9 40,5 61,3 41,7 52,3 33,8
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Tabela 3.1.10. Metoda poluizmene, brzine oslobadanja teofilina iz komercijalnih
preparata R-1 do R-V

Metoda

poluizmene R-1 R-11 R-111 R-1V R-V

vreme (h) % Sd % Sd % Sd % Sd % Sd
1 810 030 1257 119 1223 048 1247 155 1586 0.55
2 1364 031 3627 230 2498 077 1988 209 3360 1.63
3 1953 028 5231 358 3570 133 2946 3.08 47.64 2.64
4 2631 042 6466 130 4596 130 3814 365 6256 3.68
5 3353 084 7180 220 5653 172 4590 428 78.04 4.16
6 4083 096 7852 129 6457 175 5243 471 9032 340
7 46.62 1.09 8470 221 7158 187 5798 478 9498 2.85
8 5230 132 8552 474 7674 315 6266 495 9951 1.64
100

80 +
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Slika 3.1.6. Metoda poluizmene, profili brzine oslobadanja teofilina iz komercijalnih
preparata R-1 do R-V

Tabela 3.1.11. Metoda poluizmene, faktor sli¢nosti i razlike kod analiziranih profila teofilina iz
komercijalnih preparata R-1 do R-V

Metoda R-1/ R-1/ R-1/ R-1/ R-11/ R-11/ R-11/  R-111/  R-1II/ R-IV/

DBl R-11 R-111 R-1V R-V R-111 R-1V R-V R-1V R-V R-V
fl 67,5 46,9 27,9 73,8 22,4 41,6 10,9 19,8 29,5 48,4
2 24,3 35,2 49,6 21,0 43,6 32,3 54,4 50,3 36,8 27,5
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Sli¢nosti medu profilima oslobadanja odredene su primenom model-nezavisne metode
izraCunavanja faktora razlike f1 i faktora slicnosti f2. Faktor fl1 je razmatran kod
poredenja jer u izvesnim slu¢ajevima sli¢nosti nisu postignute uprkos dobijene vrednosti
f2>50, posto je flvrednost bila veéa od prihvatljivih 15.

Na osnovu vrednosti f2 i fl faktora, sli¢nost profila oslobadanja je prisutna kod:
proizvoda R-II/R-111, Phyllocontin®-350-Purdue Pharma i Phyllotemp® 225 mg-
Mundipharm pri ispitivanju skoro svim in vitro testovima Test 1 USP (f1=10.4,
f2=63.2), Test 3 USP (f1=5.0, f2=75.8), Test 6 USP (f1=4.0, f2=74.8), Test 9 USP
(f1=6.5, £2=64.9), izuzev metode poluizmene (f1=22.4, {2=43.6); sli¢nost profila su
pokazali i proizvodi R-1/R-1V, Aminofilin 350 mg-Srbolek i Aminophyllinum 350 mg-
Lek, ispitivanjem Testom 1 USP (f1=13.9, f2=63.9); R-11/R-V, Phyllocontin® 350 mg-
Purdue Pharma i Durofilin® 250 mg-Zdravlje, Testom 9 USP (f1=9.2, f2=61.3).
Najvise sli¢nosti medu profilima razli¢itih komercijalnih proizvoda utvrdeno je pri
ispitivanju Testom 6 USP tako da su pored pomenute slicnosti R-11/R-I1l preparata,
sli¢nost profila pokazali i preparat R-I1 sa proizvodima R-I11, R-1V i R-V, a proizvod R-
I1l sa proizvodima R-1V i R-V.

Na slikama 3.1.7.- 3.1.11. prikazani su uporedo rezultati brzine oslobadanja teofilina iz
istog komercijalnog preparata, a primenom razli¢itih eksperimentalnih uslova i u tabeli
3.1.12. izracunati faktori f1 i f2.

Na osnovu tabele 3.1.1. i slike 3.1.1., Test 3 USP i Test 9 USP razlikuju se medusobno
po upotrebljenoj aparaturi, dok su medijum i broj obrtaja isti. Test 3 USP i metoda
poluizmene su razli¢iti po dinamici promene pH vrednosti u funkciji vremena, dok je
sastav jona u medijumu isti.

Test 1 USP se od Test 3 USP odnosno metode poluizmene razlikuje po pH vrednosti
medijuma i sastavu u periodu posle prvog, i do osmog sata ispitivanja. Test 6 USP se od
ostalih testova razlikuje po veéem broju obrtaja, upotrebi aparature 1 korpice, pH
vrednosti i prisustvu razli¢itih jona u rastvoru.

Dobijeni rezultati brzine oslobadanja u pogledu ponasanja komercijalnog preparata u
odnosu na sve upotrebljene testove, odnosno uslove ispitivanja razlikovali su se u

zavisnosti od preparata.

72



100

—X— Test 1 USP

Rl —— Test 3 USP

80 1 —@— Test 6 USP
—B— Test 9 USP

60 A —a&— Poluizmena

% oslobodenog TP

vreme (h)

Slika 3.1.7. Profili brzine rastvaranja teofilina iz komercijalnog preparata R-I,
pod razli¢itim eksperimentalnim uslovima
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Slika 3.1.8. Profili brzine rastvaranja teofilina iz komercijalnog preparata R-II,
pod razli¢itim eksperimentalnim uslovima
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Slika 3.1.9. Profili brzine rastvaranja teofilina iz komercijalnog preparata R-111,
pod razli¢itim eksperimentalnim uslovima
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Slika 3.1.10. Profili brzine rastvaranja teofilina iz komercijalnog preparata R-1V,
pod razli¢itim eksperimentalnim uslovima
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Slika 3.1.11. Profili brzine rastvaranja teofilina iz komercijalnog preparata R-V,
pod razli¢itim eksperimentalnim uslovima

Tabela 3.1.12.Faktor sli¢nosti i razlike kod analiziranih profila teofilina za Test 1 USP, Test
3 USP, Test 6 USP, Test 9 USP, Metodu poluizmene

Test R-1 R-11 R-111 R-1V R-V
fl f2 fl f2 fl f2 fl f2 fl f2
T1/T3 9.2 78.9 9.1 63.5 13.8 56.7 15.8 59.4 4.1 75.5
T1/T6 27.1 50.7 26.9 41.7 39.3 33.1 455 34.2 6.7 61.1
T1/T9 16.2 60.6 17.7 49.9 27.6 419 21.6 51.9 4.3 75.1
T-1/ 115 70.6 24.0 42.7 11.0 60.2 13.7 60.2 6.2 64.3
Poluizmena
T3/T6 22.8 53.7 17.2 479 26.1 40.2 30.2 41.7 4.4 72.1
T3/T9 111 68.8 8.9 64.1 14.2 53.4 5.9 75.9 2.2 84.7
T3- 5.5 81.3 14.9 51.8 34 82.8 4.0 81.8 8.3 61.7
Poluizmena
T6/T9 11.8 65.7 9.6 57.6 29.3 37.9 24.5 45.7 6.1 67.8
T6/ 27.7 495 7.5 575 175 49.6 324 40.3 8.2 58.9
Poluizmena
T9/ 16.0 60.6 6.8 67.2 12.0 56.1 8.1 71.9 9.9 57.7
Poluizmena

75



Za sve primenjene testove ispitivanja, dobijeni profili su vrlo sli¢ni (slika 3.1.11.) kod
preparata R-V, Durofilin® 250 mg-Zdravlje sto potvrduju i izra¢unati faktori sli¢nosti i
razlike (tabela 3.1.12.), sa vrednostima f1=2.2 - 9.9, odnosno f2=87.7 do 84.7, §to
navodi na pretpostavku da je raspolozivi farmaceutski oblik vrlo robustan u pogledu
variranja uslova izvodenja in vitro testova.

Za Test 3 USP i Test 9 USP, dobijeni profili oslobadanja svih pet preparata, pokazali su
generalno isti trend, uz neznatno vecée koli¢ine oslobodenog leka za Test 9 USP.
Izracunate vrednosti faktora 2=53.4-84,7 i f1=2.2-14.2, potvrduju medusobnu sli¢nost
profila sto ukazuje da tip aparature ne uti¢e na brzinu rastvaranja teofilina iz preparata
R-1do R-V (kod Test 3 USP i Test 9 USP).

Kod Test 3 USP i metode poluizmene, faktori sli¢nosti f2=51.8-82.8 i razlike f1=3.4-
14.9, potvrduju slicnost profila kod svih preparata, te sledi da postupak sukcesivne
zamene delom medijuma vise pH vrednosti nema uticaja na profil oslobadanja teofilina
iz komercijalnih proizvoda. Primena metode poluizmene bazira se na principu da
sukcesivna zamena medijuma u toku vremena in vitro, moze postic¢i bolju simulacija in
Vvivo uslova, §to se kao prednost ove metode navodi kod ispitivanja tableta teofilina sa
modifikovanim oslobadanjem (Kissne, 1990), odnosno kao zahtev monografije
britanske farmakopeje izdanje 2007, kod ispitivanja produzenog oslobadanja izonijazida
iz bubre¢eg matriksa (Akhtar i sar, 2011) i dvoslojnih tableta flurbiprofena (Sharif i sar,
2011). Pri tome samo izvodenje testa zahteva vreme kod rutinskih analiza serija iz
redovne proizvodnje, u pogledu pripreme medijuma i postupka njegove zamene u
definisanim vremenskim intervalima. Stoga sli¢nost rezultata ispitivanja sa Test 3 USP
pruza mogucnost da se ovom testu da prednost u odnosu na poluizmenu zbog vece
jednostavnosti izvodenja.

Razlika pH medijuma u intervalu od drugog do osmog sata ispitivanja pH=6.0 (Test 1
USP) i pH=7.5 (Test 3 USP), pokazalo se da nema uticaja na nadene profile
oslobadanja, odnosno nadena je slicnost profila oslobadanja izuzev komercijalnog
preparata R-1V Aminophyllinum 350 mg-Lek (f2=59.4, f1=15.8).

Visa vrednost medijuma, pH=6.6 (Test 6 USP), u prvom satu ispitivanja i veca brzina
okretanja korpice, 100rpm, (u odnosu na Test 9 USP) ima uticaj i uocavaju se razlike u
profilima oslobadanja preparata R-I1l i R-IV. Pri poredenju sa Test 1 USP, Test 3 USP i
metodom poluizmene, gde se dodatno menja i tip aparature, sli¢nost profila zadrzava

samo preparat R-V Durofilin® 250 mg-Zdravlje.
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Uoceni odnosi ukazuju, da na oslobadanje teofilina iz analiziranih preparata, primarni
uticaj ima sama formulacija odnosno razlike u tehnoloskim reSenjima, primenjenim
pomo¢nim supstancama i proizvodnim postupcima za postizanje modifikovanog
oslobadanja teofilina, $to je u skladu sa literaturnim nalazima pri in vitro ispitivanju
razli¢itih preparata teofilina sa modofikovanim oslobadanjem na trzistu (Moéller H,
Langenbucher, 1982; Herzfeldt i sar., 1989; Sommers i sar., 1992), za razliku od
preparata sa trenutnim oslobadanjem gde je zbog manje kompleksnosti formulacije

konstatovana bioekvivalentnost medu ispitivanim preparatim (Varshosaz i sar., 2000).

Obzirom da je teofilin predstavnik grupe | biofarmaceutskog sistema klasifikacije, lako
rastvoran i lako permeabilan, dozirani oblik ima primarni uticaj na dinamiku
oslobadanja posebno kod formulacija sa modifikovanim oslobadanjem (Emami, 2006,
Nainar i sar., 2012; Cardot i Davit, 2012), $to je u saglasnosti sa uo¢enim ponasanjem
ispitivanih preparata. Kvalitativni sastavi komercijalnih preparata, pokazuju da je
modifikovano oslobadanje postignuto primenom razlicitih tipova pomo¢nih supstanci,
te je i mehanizam oslobadanja i dobijena dinamika oslobadanja razli¢ita (Mirza i sar.,
2013).

Durofilin® 250 mg —Zdravlje, R-V, je formulacija teofilina u obliku peleta (na bazi
Secernih sfera) i pretpostavlja se da je sredstvo za modifikaciju oslobadanja etilceluloza
iz film obloge, koju literatura navodi kao hidrofobni polimer kod difuzijom-
kontrolisanih sistema peleta, mikrosfera, oblozenih granula (Gohel i sar., 1997; Ikegami
I sar., 2006) vrlo kompleksnog mehanizma oslobadanja: kombinovanom istovremenom
difuzijom kroz kanale koje formira plastifikator, prostore izmedu isprepletanih
polimernih lanaca i vodom ispunjene pore unutar filma (Ozturk i sar., 1990; Muschert i
sar., 2009). Na brzinu oslobadanje leka uticu tip i koli¢ina plastifikatora, duzina
polimernog lanca i vreme stabilizacije filma (Siepman i sar., 1999), tako da jednom
formirani film obezbeduje ravnomerno oslobadanje leka bez znacajnih uticaja
spoljasnjih faktora (medijuma, uslova ispitivanja). Ovim se moZze objasniti da su kod
ovog preparata, svim primenjenim testovima ispitivanja, dobijeni vrlo sli¢ni profili, te

da je formulacija vrlo robustna spram promene spoljasnjih faktora.

Nadeno slicno ponasanje pri istim eksperimentalnim uslovima ispitivanja, kod

proizvoda R-II Phyllocontin®-350-Purdue Pharma i R-IlII Phyllotemp® 225 mg-
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Mundipharma objasnjava se slicnim kvalitativnim sastavom ovih proizvoda, na bazi
cetostearil alkohola kao matriks formirajuceg sredstva i hidroksietil celuloze, koji grade
hidrofobne porozne matrikse (Puchun i sar., 2005). Oslobadanje leka se najverovatnije
ostvaruje kroz formirane pore u matriksu i krivudave kanale. Mehanizam oslobadanja
lekovite supstance se opisuje prvenstveno procesom difuzije, odnosno kvazi Fick-ovom
ili Case I kinetikom (Wong i sar., 1992; Quadir i sar., 2003; Islam i sar., 2010).

Aminofilin 350 mg-Srbolek (R-1) i Aminophyllinum 350 mg-Lek (R-1V), se zasnivaju
na hidrofilnim bubre¢im erodibilnim materjalima, hidroksipropilmetilcelulozi razli¢itih
viskoziteta. Preparat R-IV sadrzi Methocel® E4M, koji pripada grupi celuloza srednjeg
viskoziteta a time 1 sposobnosti umerenog odlaganja oslobadanja. U matriksu je prisutan
i gliceril palmitostearat koji dodatno doprinosi usporavanju oslobadanja (evropski
patent EP 0 284 849 B1).

Kod Aminofilin 350 mg-Srbolek, tokom ispitivanja brzine rastvaranja primeceno je
drugadije ponaSanje u odnosu na Aminophyllinum 350 mg-Lek, tablete su izrazito
bubrile, povecavajuci znacajno svoj volumen uz formiranje gel strukture koja je ostajala
intaktna, bez pojave erozije u toku duzeg vremena ispitivanja. Ovakvo ponasanje navodi
na pretpostavku da je koris¢ena hipromeloza izrazito visokih viskoziteta, a time se
mogu objasniti nadene generalno male koli¢ine oslobodenog teofilina iz tableta,

primenom svih testova ispitivanja, koje su iznosile 47.49 % do 56.17 %.

3.1.2.2.1. Analiza profila brzine rastvaranja teofilina iz tableta primenom
model-zavisnih metoda

Brzine i difuzioni eksponent n (za karakterizaciju mehanizma oslobadanja leka), kod
ispitivanih tableta i kapsula izracunati su primenom modela kinetike nultog reda,
Higuchi modela kvadratnog korena i Korsmayer - Peppas-ovog (Power low) modela
(Tabela 3.1.13). Efekat odlozenog ili naglog oslobadanja (Lag/ Burst efekat) u prvim
satima ispitivanja, tabela 3.1.14., prikazan je za Higuchi-jev model gde je postignuto
najbolje uklapanje. Razlike u brzini i kinetici oslobadanja lekovite supstance potvrduju
konstatovane odnose pri prethodnoj analizi koli¢ina oslobodenog leka iz komercijalnih

preparata.
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Tabela 3.1.13. Izracunati kineti¢ki parametri: konstante brzine rastvaranja

Ko, ko, Ky, koeficijent korelacije r?, difuzioni eksponent n.

Model Parametri Test lUSP  Test 3USP Test 6USP Test QUSP Poluizmena
R-I
Nultog reda r’ 0.988 0.996 0.965 0.981 0.999
ko (min™) 0.08 0.10 0.09 0.10 0.11
Higuchi r’ 0.994 0.996 0.999 0.997 0.987
model k,(min®%)  2.47 3.08 2.71 3.04 3.23
Peppas ov r’ 0.998 0.999 0.999 0.995 0.999
model k, (min™) 0.81 0.29 1.95 0.44 0.18
n 0.66 0.27 0.54 0.77 0.92
R-11
Nultog reda r? 0.985 0.985 0.939 0.977 0.961
Ko (min™) 0.14 0.16 0.12 0.16 0.17
Higuchi r? 0.999 0.998 0.989 0.996 0.984
model k,(min®%  4.18 479 3.83 4.87 5.20
Peppas ov r? 0.997 0.995 0.995 0.992 0.974
model k, (min™) 0.65 0.48 3.71 0.67 0.34
n 0.76 0.42 0.50 0.78 0.89
R-111
Nultog reda rl 0.994 0.989 0.939 0.959 0.992
ko (min™) 0.14 0.15 0.12 0.12 0.15
Higuchi rl 0.991 0.999 0.997 0.997 0.998
model k,(min®%  4.07 4.60 3.66 3.84 471
Peppas ov rl 0.997 0.996 0.999 0.998 0.997
model kp (Min™) 0.56 0.43 5.74 3.00 0.32
n 0.73 0.54 0.52 0.53 0.89
R-1V
Nultog reda rl 0.987 0.985 0.958 0.986 0.992
ko (min™) 0.10 0.11 0.11 0.12 0.12
Higuchi rl 0.999 0.999 0.996 0.999 0.996
model k,(min®%  2.96 3.40 3.49 3.72 3.71
Peppas ov rl 0.999 0.998 0.998 0.998 0.998
model kp (Min™) 0.61 0.67 3.23 0.65 0.44
n 0.62 0.67 0.51 0.74 0.77
R-V
Nultog reda rl 0.974 0.965 0.959 0.962 0.961
ko (min™) 0.18 0.18 0.17 0.17 0.17
Higuchi rl 0.991 0.987 0.984 0.986 0.984
model k,(min®) 570 5.50 5.48 5.27 5.20
Peppas ov rl 0.981 0.978 0.979 0.978 0.991
model k, (min™) 0.29 0.37 0.59 0.44 0.39
n 0.93 0.89 0.82 0.85 0.89
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Tabela 3.1.14. Izracunati Lag / Burst efekat (min) kod Higuchi modela

Test / parametar R-1 R-11 R-111 R-1V R-V
Test 1 USP
Lag/Burst (min) -8.8 -17.7 -20.4 -11.9 -27.8
Test 3 USP
Lag/Burst (min) -17.0 -22.8 -22.5 -13.6 -23.3
Test 6 USP
Lag/Burst (min) 3.0 2.1 7.4 0.1 -19.9
Test 9 USP
Lag/Burst (min) -12.7 -19.2 -2.8 -15.5 -20.7

Metoda poluizmene
Lag/Burst (min) -20.9 -21.3 -25.8 -18.7 -21.3

Eksperimentalni podaci se najvise uklapaju u Higuchi model ali i u Peppasov model, $to
ukazuje da je dominantan mehanizam oslobadanja teofilina uglavnom difuzija.
Najsporija brzina je izraunata kod preparata Aminofilin 350 mg-Srbolek (2.47 -3.23,
zavisno od testa), najveca za Durofilin® 250 mg —Zdravlje (5.20-5.70), a sli¢ne i nize
brzine konstatovane su kod preparata na bazi poroznog matriksa R-11 (3.83-5.20) i R-1lI
(3.66-4.71).

Nadeni mehanizam oslobadanja teofilina iz preparata, uslovljen je sastavom formulacije
1 primenjenim testom ispitivanja, tako da se konstatuje prisustvo prakticno svih nacina
oslobadanja.

Kod primene metode poluizmene, uglavnom je prisutan Case Il transport, odnosno
kinetika nultog reda (n = 0.89), osim za preparate na bazi hipromeloze R-1 (n = 0.92) i
R-IV (n =0.77).

Pri ispitivanju Testom 3 USP (pH = 7.5 VZS, apar. II-lopatica) i Testom 6 USP
(pH=6.6, apar. I korpica) difuzija je primarni mehanizam oslobadanja (n oko 0.5), a kod
Test 3 USP: za R-1 (n = 0.27) i R-1l (n = 0.42) prisutna je i kvazi Fick-ova difuzija
(n<0.45). Test 1 USP (pH = 6.0, apar. ll-lopatica) i Test 9 USP (pH = 7.5 VCS)
uglavnom obezbeduju anomalni transport kombinovane difuzije i erozije. lako je
prethodno konstatovano, poredenjem Test 3 USP sa metodom poluizmene, Test 1 USP i
Test 9 USP, da sukcesivna zamena medijuma (Test HCM), odnosno niza pH = 6,0
vrednost medijuma (Test 1 USP), kao i aparatura | (Test 9 USP) nemaju uticaja na

kolicinu oslobodenog leka i sli¢nost profila, sledi da izmena uslova izvodenja ipak moze
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uticati na promenu mehanizma oslobadanja leka sa primarne difuzije (Test 3 USP) na
kinetiku nultog reda (metoda poluizmene), odnosno anomalni transport (Test 1 USP,
Test 9 USP).

Kod formulacije sa etilcelulozom obloZzenim peletama (R-V), ne uocCava se uticaj
testova, difuzioni eksponent n je bliskih vrednosti koje teze 0.89 i sistem od anomalnog
transporta (0.45<n<0.89) tezi i dostize kinetiku nultog reda, odnosno Case II transport.
Kod poroznih matriksa sa cetostearilalkoholom, preparati R-11 i R-Ill, primarni
mehanizam oslobadanja je difuzija lekovite supsance za Test 3 USP, Test 6 USP i Test
9 USP; odnosno kvazi Fick-ova difuzija kod R-11 (n=0.42), pri ispitivanju Testom 3
USP. Izracunate vrednosti difuzionog eksponenta su u saglasnosti sa literaturnim
nalazima mehanizma prisutnog kod formulacija sa cetostearil alkoholom kao lipidnim
ekscipijensom (Quadir i sar., 2003; Islam i sar., 2010). U slucaju Test 1 USP kod R-1I i
R-111, difuzija je kombinovana sa mehanizmom relaksacije (prisutan anomalni
transport).

Preparati na bazi hipromeloze kao bubreceg hidrofilnog polimera, R-1 (n = 0.54-0.57),
R-IV (n = 0.51-0.77), svoje oslobadanje zasnivaju na kombinovanom mehanizmu
difuzije i relaksacije (0.45<n<0.89), §to je u saglasnosti sa nalazima literature (Siepman
i Peppas, 2001; Zuleger i sar 2001, 2002). Nesto drugacije ponaSanje uoceno je kod R-I,
pri ispitivanju Testom 3 USP (n = 0.27). U literaturi, niske vrednosti difuzionog
eksponenta od 0.32-0.41 nadene su u slucaju kombinacije HPMC K100M sa ksantan
gumom (Modi i sar., 2010), i u opsegu 0.21-0.36 (Bendas, 2009) kod HPMC K15M
matriks tableta sa diltiazem hidrohloridom, S§to je objaSnjeno devijacijom Fick-ovog
transporta koja se pripisuje formulacijama gde je vise od jednog mehanizma uklju¢eno u
oslobadanje.

Uoceno je prisustvo naglog (Burst) efekta (negativne vrednosti odsecka na X-0Si),
oslobadanja teofilina u toku prvog sata ispitivanja, kod svih preparata. Uoceno
ponasanje, navodi na pretpostavku postojanja nepotpuno formiranih gel barijera za
kontrolu dinamike oslobadanja leka (kod hidrofilnih bubrecih matriksa), pa se lekovita
supstanca oslobada brze sa povrsine tableta, odnosno kod lipidnog poroznog matriksa i
hidrofobnog filma usled jo$ ne uspotavljenog stanja ravnotezne koncentracije lekovite

supstance izmedu matriksa 1 okolnog medijuma.
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Analiza komercijalnih proizvoda primenom razli¢itih in vitro testova ispitivanja
pokazala je, da na uoceno razli¢ito ponaSanje preparata i oslobadanje teofilina, primarni
uticaj ima sama formulacija odnosno razlike u tehnoloskim reSenjima, primenjenim
pomo¢nim supstancama |1 proizvodnim postupcima za postizanje modifikovanog

oslobadanja teofilina.

Najrobustnijom se pokazala formulacija na bazi etilcelulozom oblozenih peleta tako da
su svim primenjenim testovima ispitivanja, dobijeni vrlo sli¢ni profili uz oslobadanje

leka kinetikom koja tezi ili odgovara Case II transportu, odnosno kinetici nultog reda.

Kompletno i najbrze oslobadanje leka je kod preparata na bazi etilcelulozom oblozenih
peleta, u koli¢ini od preko 90 % kod svih testova ispitivanja; dok je nekompletno i
najsporije oslobadanje pokazao preparat na bazi hidroksipropilmetilceluloze oslobodivsi
47 % do 56 % leka (zavisno od testa); srednje brzine i dinamiku oslobadanja od 72 %
do 85 % u zavisnosti od testa pokazala su dva preparata na bazi lipidno-voskastog
poroznog matriksa (cetostearilalkohola u prisustvu hidroksietilceluloze); razli¢ita
dinamika oslobadanja (od 54 % do 74 %) znacajno uslovljena testom i nafinom
izvodenja ispitivanja nadena je kod preparata na bazi hidroksipropilmetilceluloze i

glicerilpalmitostearata.

Sukcesivna zamena medijuma u toku vremena, kao glavna prednost i preporuka metode
poluizmene, pokazala se u naSem slucaju i na ispitivanim uzorcima da nema uticaja na
profil oslobadanja ve¢ je potpuno prihvatljivo sprovesti kompletnu zamenu medijuma

nizeg pH posle prvog sata ispitivanja medijumom vise pH vrednosti (Test 3 USP).

Uoceno prisustvo naglog oslobadanja teofilina u toku prvog sata ispitivanja, kod svih
ispitivanih preparata, navodi na pretpostavku postojanja nepotpuno formiranih gel
barijera za kontrolu dinamike oslobadanja leka, pa se lekovita supstanca oslobada brze
sa povrsine tableta, odnosno kod lipidnog poroznog matriksa i hidrofobnog filma usled
jo§ ne uspotavljenog stanja ravnotezne koncentracije lekovite supstance izmedu

matriksa i okolnog medijuma.
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3.1.3. Ispitivanje brzine rastvaranja teofilina iz komercijalnog preparata sa

trenutnim oslobadanjem

3.1.3.1. Metode
Za kompletnije sagledavanje uticaja sastava i pH vrednosti medijuma na dinamiku
oslobadanja teofilina, dodatna ispitivanja su sprovedena na komercijalnom preparatu sa
trenutnim oslobadanjem. Na ovaj nacin je isklju¢en uticaj same formulacije i prisutnih
pomo¢nih materija na modifikovanje brzine rastvaranja leka.
Za ispitivanje su izabrani medijumi, USP oficinalni, koji su bili kori$¢eni u prethodnim
ispitivanjima komercijalnih preparata sa modifikovanim oslobadanjem u obliku tableta i
kapsula. Dodatno je priklju¢en i medijum pH 3.0 fosfatni pufer USP, u okviru Test 4
USP, kako bi se sagledalo oslobadanje unutar opsegapH 1.2 - 7.5.
Pregled medijuma, kao i eksperimentalnih uslova izvodenja ispitivanja dat je u tabeli
3.1.15.

Tabela 3.1.15. Pregled koris¢enih medijuma i eksperimentalnih uslova in vitro

ispitivanja
medijum uslovi izvodenja testa USP Test
veStacki Zeludacni sok bez pepsina, pH 1.2 Test 1USP, Test 3 USP,
(VZS) metoda poluizmene,
vestacki crevni sok bez enzima, pH 7.5 | Aparatura Il (paddle) | Test 3 USP, Test 9 USP,
(VCS) 50 rpm, 900 ml metoda poluizmene
pH 6.0 fosfatni pufer USP Test 1 USP,
pH 3.0 fosfatni pufer USP Test 4 USP

Aparatura | (basket), | Test6 USP

0.05M pH 6.6 fosfatni pufer USP 100 rpm, 1000 ml
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3.1.3.2. Rezultati i diskusija
Rezultati ispitivanja brzine rastvaranja teofilina iz preparata sa trenutnim oslobadanjem
u ispitivanim medijumima prikazani su tabelarno (tabela 3.1.16.) i graficki (slika

3.1.12)), a izraCunati faktor sli¢nosti i razlike u tabeli 3.1.17.

Tabela 3.1.16. Brzine oslobadanja teofilina iz komercijalnih aminofilin tableta sa
trenutnim oslobadanjem u razli¢itim medijumima

vreme VZS VCS pH 6.0 pH 3.0 pH 6.6
(min) fosfatni pufer  fosfatni pufer  fosfatni pufer
% Sd % Sd % Sd % Sd % Sd
15 60.14 414 9559 2,68 9543 124 10093 251 10143 2.89
30 73.13 544 9999 235 99.00 162 10452 1.67 1041 3.46
45 87.84 513 10040 184 9845 194 107.18 0.99 10650 1.55
60 9430 540 101.37 2.01 100.09 442 10486 1.25 103.69 1.89
- ;&
100 - ——
x/
& 80
&
=
§ 60 —X— VZS
2 —=—VCS
¢ - —®—pH6E
X
—8—pH3
20 - —A—pH 6.6
O T T T
0 15 30 45 60

vreme (min)

Slika 3.1.12. Profili brzine rastvaranja teofilina iz komercijalnih aminofilin tableta

sa trenutnim oslobadanjem u razli¢itim medijumima

Poredenjem rezultata dobijenih ispitivanjem brzine rastvaranja teofilina iz preparata sa

trenutnim oslobadanjem u medijumima razliite pH vrednosti, moZe se uociti da je

84



posle 15 min kod svih medijuma sa pH > 3.0 postignuto oslobadanje od oko 95 % leka,
dok je u medijumu niske pH vrednosti (VZS, pH=1.2) oslobodeno oko 60% teofilina.
Izracunati faktor sli¢nosti i razlike takode pokazuju slicnost svih profila u visim pH
medijumima (tabela 3.1.17.). Manje oslobadanje u toku prvih 30 do 45 min, moglo bi se
pripisati uticaju medijuma niske pH vrednosti, te je stoga korisno da ovaj medijum bude

primenjen i kod ispitivanja preparata sa modifikovanim oslobadanjem.

Tabela 3.1.17.Faktor sli¢nosti i razlike kod profila oslobadanja teofilina dobijenih
ispitivanjem aminofilin tableta sa trenutnim oslobadanjem u razli¢itim

medijumima
Test fl 2 Test fl 2
VZS /VCS 63.2 38.1 VCS/pH 6.6 5.6 62.1
VZS /pH 6 18.4 38.3 VCS/pH3 4.8 65.5
VZS | pH 6.6 25.8 33.6 pH 6/ pH 6.6 6.3 60.4
VZS/pH 3 25.5 335 pH6/pH3 6.0 63.1
VCS/pH 6 2.1 65.5 pH 3/pH 6.6 1.8 82.7

Na osnovu prethodnih rezultata ispitivanja i konstatovanog ponasanja leka pri niskoj pH
vrednosti medijuma na oslobadanje teofilina, a u cilju postizanja veée selektivnosti in
vitro testa ispitivanja brzine oslobadanja prototip formulacija, usvojena je primena 2
medijuma, nize (VZS, pH1.2) i vise (VCS, pH7.5) pH vrednosti. VCS je odabran, posto
su konstatovane sli¢nosti U oslobadanju teofilina, u opsegu pH =3.0-7.5, a po sastavu je
Navedena kombinacija medijuma je bila u upotrebi od strane i Simons i sar, 1982 kod
teofilin tableta sa produzenim oslobadanjem, ali se razlikuje od kombinacije primenjene
od strane veéine autora pri ispitivanju ove grupe preparata: pH=1.2 VZS/0.IN HCI i
pH=6.8 fosfatni pufer (Moller i Langenbucher, 1982; Miyazaki i sar, 2003; Ikegami i
sar., 2006; Sakuma i sar., 2009; Emeje i sar., 2012).

Shodno rezultatima takode, nije potrebna sukcesivna zamena medijuma u toku vremena,
ve¢ je potpuno u saglasnosti sprovesti kompletnu zamenu medijuma nizeg pH posle

prvog sata ispitivanja medijumom vise pH vrednosti. Kori§¢eni farmakopejski testovi

85



prvenstveno su bili bazirani na aparaturi 1l USP rotirajuce lopatice, izuzev Test 6
(aparatura | USP rotiraju¢e korpice). Stoga je potrebna analiza uticaja tipa aparature,
radi utvrdivanja najpovoljnijeg in vitro testa ispitivanja, obzirom da oficinalni test za
ispitivanje brzine rastvaranja teofilina iz tableta sa modifikovanim oslobadanjem nije na

raspolaganju.
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3.1.4. Uticaj eksperimentalnih uslova i fizi¢kih atributa (veli¢ina / oblik)

kvaliteta tableta na brzinu oslobadanja teofilina

3.1.4.1. Metode
3.1.411. In vitro ispitivanje brzine rastvaranja pri razlifitim
eksperimentalnim uslovima

Za ispitivanje uticaja brzine meSanja na oslobadanje teofilina iz tableta, in vitro
ispitivanje brzine rastvaranja teofilina iz matriks tableta je izvodeno u aparaturi I USP
sa rotirajuéom korpicom, u 900 ml medijuma i pri temperaturi od 37 + 2 °C. Kao
medijum u toku prvog sata ispitivanja kori$¢en je vestacki zeludaéni sok bez pepsina pH
1.2, a potom je ispitivanje u intervalu od 2-8h nastavljeno u vestatkom crevnom soku
bez enzima pH 7.5. Primenjene su brzine mesanja: 50 rpm, 75 rpm i 100 rpm, u skladu
sa literaturom preporu¢enim opsegom brzine mesanja 50 rpm — 100 rpm kod aparature |
USP sa rotiraju¢om korpicom (CDER, 2003; EMA, 2010).

Za ispitivanje uticaja aparature na oslobadanje teofilina iz tableta, in vitro ispitivanje
brzine rastvaranja teofilina iz matriks tableta je izvodeno u aparaturi | USP sa
rotiraju¢om korpicom i aparaturi Il USP sa rotiraju¢om lopaticom, pri brzini mesanja od
50 rpm. Koris¢eno je 900 ml medijuma (vesStacki Zeludaéni sok bez pepsina pH 1.2 u
toku prvog sata i od 2-8h nastavljeno vestacki crevni sok bez enzima pH 7.5), pri

temperaturi od 37 + 2 °C.

U svim ispitivanjima analizirane su tablete dva razli¢ita oblika (okruglog, bikonveksnog
oblika, pre¢nika 11m i ovalnog oblika 15 mm X 7 mm), izradene na u tom trenutku

raspoloZivim alatima, a prema postupku izrade opisanom u odeljku 3.1.1.2.2.

3.1.4.1.2. Dizajn eksperimenta
Kod ispitivanja uticaja brzine meSanja (pri izvodenju in vitro testa), na oslobadanje
teofilina iz tableta dve formulacije su pripremljene u skladu sa punim faktorijalnim
dizajnom. Varirane su dve promenljive, jedna na dva a druga na tri nivoa, $to ¢ini Sest
eksperimentalnih kombinacija. Svi eksperimenti su izradeni u triplikatu, Sto predstavlja

ukupno 18 eksperimenata.
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Nezavisno promenljive su varirane po nivoima, koji su za oblik tablete iskazani kao
odnos duzina/Sirina, $to kod okruglih bikonveksnih tableta iznosi 1.0 (11 mm /11 mm),
a kod ovalnih tableta 2.5 (15 mm /7 mm):
Xi1: brzinarotacije (50 rpm, 75 rpm i 100 rpm)
X,: oblik tableta (1, 2.5)
Kao zavisno promenljive su odabrane:
Ysn: procenat oslobodenog teofilina nakon 4h ispitivanja
Y7n: procenat oslobodenog teofilina nakon 7h ispitivanja

Yk: konstanta brzine nultog reda

Konstanta brzine nultog reda ko, izracunata je prema jednacini 5, modelom kinetike

nultog reda.

Plan eksperimenta je prikazan tabelom 3.1.18.

Tabela 3.1.18. Plan eksperimenta punog faktorijalnog dizajna, realne i kodirane
vrednosti nezavisno promenljivih, za eksperimente R1-R18

Eksperiment X brzina X oblik tableta
! rotacije/rpm 2 mm
R1 -1 50 -1 1.0
R2 -1 50 -1 1.0
R3 -1 50 -1 1.0
R4 1 50 +1 25
R5 -1 50 +1 25
R6 -1 50 +1 25
R7 0 75 -1 1.0
R8 0 75 -1 1.0
RO 0 75 -1 1.0
R 10 0 75 +1 25
R 11 0 75 +1 25
R 12 0 75 +1 25
R 13 +1 100 -1 1.0
R 14 +1 100 -1 1.0
R 15 +1 100 -1 1.0
R 16 +1 100 +1 2.5
R 17 +1 100 +1 25
R 18 +1 100 +1 25
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Kod obrade rezultata najpre se programski kroz Design Expert® softver sprovodi
procena optimalnog matematickog modela koji ¢e najbolje opisati vezu izmedu
nezavisno i zavisno promenljivih, na osnovu poredenja nekoliko statistickih parametara:
standardne devijacije (Sd), multipnog korelacionog koeficijenta (R?), prilagodenog
multipnog korelacionog koeficijenta (Adjusted R?), predvidene rezidualne sume
kvadrata (PRESS). PRESS posebno pokazuje koliko model odgovara podacima i

pozeljno je da ima najmanju vrednost u odnosu na ostale modele koji se razmatraju.

Dobijeni statisticki parametri su pokazali da je za analizu prihvatljiv dvofaktorski model
interakcija (2F1).

Uticaj nezavisno promenljivih na zavisno promenljive, potom je statisticki odreden kroz
izraCunavanje vrednosti faktora verovatnoce, (p, probability factor), ¢ija vrednost
ukoliko je p<0.05 ukazuje na znacajnost uticaja nezavisno promenljivih na neku od

zavisno promenljivih.

Rezultati su metodom visestruke regresije uklapani u matemati¢ki model 1 reda

(jednacina 9), kako bi se dobili koeficijenti uticaja promenljivih:

Y =bo + b1X1 +b2X5 + b12X1 X2 (9)

3.1.4.2. Rezultati i diskusija
Rezultati ispitivanja brzine rastvaranja teofilina u toku 8h, prema planu eksperimenata,
pri razli¢itim brzinama meSanja u aparaturi I USP rotirajuce korpice prikazani su
tabelarno (tabela 3.1.19.).
Graficki su prikazane (slika 3.1.13. i 3.1.14.) srednje vrednosti brzine oslobadanja za tri
replikata.

Izracunati faktor slicnosti kod dobijenih profila oslobadanja dat je u tabeli 3.1.20.
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Tabela 3.1.19. Brzine rastvaranja teofilina prema planu eksperimenta punog faktorijalnog dizajna iz R1-R18

Eksperiment

Vzﬁ;"e RL R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 RI0 RIl RI2 RI3 R4 RI5 RI6 RI17 RIS
1 111 99 103 139 136 127 121 123 1216 135 140 137 127 119 125 139 143 125
2 228 219 216 262 259 248 267 273 279 264 265 273 247 250 243 269 265 251
3 341 338 333 387 374 364 369 383 374 419 391 408 365 377 394 404 393 37.3
4 460 457 458 502 495 488 516 490 497 538 529 557 479 496 481 519 505 495
5 555 561 57.0 621 605 585 646 647 661 629 609 623 587 602 589 627 609 59.9
6 627 638 641 713 694 667 679 676 698 702 692 708 678 696 685 715 692 687
7 60.9 713 731 767 763 732 746 737 759 784 765 769 759 773 750 793 796 784
8 752 749 779 825 817 773 857 846 866 878 878 868 798 825 799 841 840 835
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Slika 3.1.13. Profili brzine rastvaranja teofilina iz okruglih i ovalnih tableta u aparaturi |

USP rotirajuce korpice, pri razli¢itim brzinama mesanja: a) 50 rpm,
b) 75 rpm ¢) 100 rpm
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Slika 3.1.14. Profili brzine rastvaranja teofilina iz okruglih (a) i ovalnih tableta (b) u

aparaturi 1 USP rotiraju¢e korpice, pri brzini mesanja 50 rpm, 75 rpm,

100 rpm

Tabela 3.1.20. Faktor sli¢nosti f2 kod profila, dobijenih u aparaturi | pri brzini mesanja
50rpm, 75rpm, 100rpm

Okrugle @ 11 mm

Ovalne 15 x 7 mm

Okrugle tbl nasuprot Ovalne tbl

f2 2 2
okrugle 50rpm/ 65.0 ovalne 50rpm/ 80.5 okrugle 50rpm/ 69.1
okrugle 75rpm ovalne 75rpm ovalne 50rpm
okrugle 50rpm/ 70.7 ovalne 50rpm/ 86.0 okrugle 75rpm/ 78.9
okrugle 100rpm ovalne 100rpm ovalne 75rpm
okrugle 75rpm/ 79.5 ovalne 75rpm/ 86.1 okrugle 100rpm/ 84.6

okrugle 100rpm

ovalne 100rpm

ovalne 100rpm
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Pri poredenju rezultata dobijenih primenom razli¢itih brzina mesanja, kod oba oblika
tableta, vece koli¢ine se oslobadaju pri brzini 75 rpm, a manje i sli¢ne koli¢ine pri
brzinama mesanja od 50 rpm i 100 rpm.

Za iste eksperimentalne uslove mesanja, tablete ovalnog oblika pokazuju oslobadanje
nesto vece koli¢ine leka nego okrugle bikonveksne tablete.

Najvise koli¢ine leka se iz ovalnih tableta oslobada kod ispitivanju pri brzini meSanja
75 rpm.

Uprkos izvesnih razlika u koli¢ini oslobodenog leka pri istim eksperimentalnim
uslovima, izraCunat faktor sli¢nosti (tabela 3.1.20.) za sve dobijene profile je od 65-
86.1, na osnovu c¢ega sledi da su poredeni profili sli¢ni, te da raspolozive geometrije

alata nemaju znacajnog uticaja na brzinu rastvaranja teofilina iz tableta.

U okviru dela ispitivanja koje se odnosi na uticaj aparature | USP rotiraju¢e korpice i
aparature 11 USP rotirajuce lopatice, na oslobadanje teofilina iz tableta razli¢itih oblika
(okrugle i ovalne), kod pripremljenih uzoraka tableta ispitana je brzina oslobadanja
teofilina u aparaturi 11, pri 50 rpm, sa okruglim tabletama (eksperiment R19) i ovalnim

tabletama (eksperiment R20) i dobijeni profili oslobadanja prikazani su u tabeli 3.1.21.

Tabela 3.1.21. Brzine rastvaranja teofilina pri ispitivanju u aparaturi Il i brzini
50rpm, za okrugle i ovalne tablete, eksperimenti R19-R20

Vreme Eksperimenti

4 R19 (d11mm) R20 (15 mmx 7 mm)

1 11,57 12,07

2 22,23 24,14

3 31,60 35,81

4 41,69 45,00

5 51,37 54,80

6 58,33 64,43

7 64,16 71,30

8 70,77 75,32

Uporedni pregled profila kod okruglih i ovalnih tableta dobijenih sa aparaturom I (R1,
R4) i1 aparaturom Il (R19, R20) pri brzini 50rpm dat je na slici 3.1.15.
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Slika 3.1.17. Profili brzine rastvaranja teofilina u aparaturi | i aparaturi II, pri

brzini mesanja 50 rpm iz okruglih (a) i ovalnih tableta (b),

Koli¢ina oslobodenog teofilina iz okruglih i ovalnih tableta, dobijena pri ispitivanju u

aparaturi 1 USP (rotiraju¢a korpica) je vecih vrednosti u poredenju sa rezultatima iz

aparature II (USP rotirajuca lopatica).
Medutim, izracunati faktor sli¢nosti f2 izmedu okruglih tableta u aparaturi | (R1) i
aparaturi 11 (R19) iznosi 68.2 odnosno kod ovalnih tableta u aparaturi | (R4) i aparaturi

IT (R20) iznosi 68.7 §to ipak ukazuje da se profili medu sobom ne razlikuju znacajno.

94



3.1.4.2.1. Analiza profila brzine rastvaranja teofilina iz tableta primenom
model-zavisnih metoda
Uklapanjem profila u matematicke modele proizilazi da teze modelu kinetike nultog

reda, mada se uklapaju i u Higuchi-jev i Peppasov model (tabela 3.1.22).

Tabela 3.1.22. IzraCunati kineticki parametri konstante brzine rastvaranja ko, ki, K,
koeficijent korelacije r°, Lag/Burst efekat, difuzioni eksponent n.

Aparatura | okrugle tbl Aparatura | ovalne Aratura Il
50,75,100rpm tbl 50,75,100rpm okrugle, ovalne tbl
Model Parametri R1 R7 R13 R4 R10 R16 R19 R20
Nultog 2 0993 0985 0993 0991 0986 092 0.994 0.993
reda ko(min'l) 0.186 0,213 0,205 0.212 0,220 0,205 0,164 0,187
Lag/Burst 4.2 7,7 6,1 7.2 9,3 7,3 5.7 6.4
(min)
Higuchi T 0.997 0994 0998 0997 0997 0,998 0.998 0.998
model ko(min'l) 4.86 5,06 4,90 4.97 5,08 511 4.29 4.65
Lag/Burst -29.4 -27,1 -28,7 -27.1 -25,4 -28,0 -23.8 -25.6
(min)
Peppas ov r? 0.994 0,991 0,996 0.996 0,993 0,996 0.998 0.997
model Ko (min') 0.19 0,29 0,28 0.36 0,38 0,36 0.32 0.32
Lag/Burst 3.2 4,3 2,8 2.6 3,9 2,6 1.6 2.4
(min)
n 0.97 0,91 0,92 0.88 0,87 0,89 0.88 0.89
Pri ispitivanju u aparaturi |, izraCunate brzine imaju viSe vrednosti kod ispitivanja

brzinom mesanja 75 rpm, a manje i slicne pri druge dve brzine. Kod okruglih
biconveksnih tableta vrednost n= 0.91-0.97, te je proces relaksacije domainantan u
oslobadanju leka. Izracunate vrednosti difuzionog eksponenta, kod ovalnih tableta su u
opsegu 0.87-0.89, ukazuju¢i da se lek oslobada mehanizmom Case II transporta,

odnosno kinetikom nultog reda.

Poredenjem brzina oslobadanja dobijenih posle ispitivanja u aparaturi II, sledi da se lek
sporije oslobada iz okruglih tableta nego iz ovalnih pri istim brzinama meSanja.
Izracunate vrednosti difuzionog eksponenta, kod okruglih i ovalnih tableta su slicne
0.88 i 0.89, ukazujué¢i da se lek oslobada na slican nacin mehanizmom Case Il

transporta, odnosno kinetikom nultog reda.
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Poredenjem mehanizam oslobadanja kod okruglih tableta ispitivanih u aparaturi | ( n=
0.97), sledi da proces relaksacije preovladava u oslobadanju leka, za razliku od

aparature Il gde je prisutan Case Il transporta, odnosno kinetika nultog reda (n=0,88).

3.1.4.2.2. Analiza faktorskih efekata
Statistickom analizom u okviru kori§¢enog softvera, pokazalo se da se uticaj nezavisno
promenljivih (brzine mesanja i oblika tableta) na oslobadanje leka posle 4h, 7h i ko
konstantu brzine oslobadanja kinetikom nultog reda, moze analizirati primenom
dvofaktorskog modela interakcija 2FI. Primenom ovog modela dobijen je faktor
verovatnoce (p) koji opisuje stepen znacajnosti uticaja nezavisno promenljivih na

zavisno promenljive (tabela 3.1.23.).

Tabela 3.1.23. Pregled statisticke znacajnosti uticaja brzine mesanja
(X1) i oblika tableta (X;) na oslobadanje leka posle 4h,
7h i na konstantu brzine oslobadanja kod eksperimenata

R1-R18
Model 2FI p
Oslobadanje posle 4h, Y4,
X1 0,144
X2 0,006
X1 X X2 0,532
Oslobadanje posle 7h, Y,
X1 0,000
X2 0,000
X1 x X2 0,517
Konstanta brzine Ykg
X1 0,189
X2 0,149
X1 x X2 0,604

Rezultati ukazuju da je uticaj brzina meSanja na oslobadanje leka viSe izrazen u kasnijoj
fazi ispitivanja, posle 7h (p<0.000), dok razlika u obliku tablete moze uticati na
oslobadanje i1 posle 4h (p<0.006) i posle 7h (p<0.000) oslobadanja leka. Pri tome oba
parametra nemaju statisti¢ki znacajan uticaj na konstantu brzine oslobadanja.

Uticaji brzine mesanja (X;) i oblika tableta (X,) na oslobadanje leka posle 4h, 7h i na

konstantu brzine oslobadanja prikazani su i graficki na slici 3.1.16.
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Slika 3.1.16. (nastavak) Povrsina odgovora koja prikazuje uticaj brzine meSanja kod
aparature | tipa korpice i oblika tablete na konstantu brzine oslobadanja

teofilina iz matriks tableta (c)

Dobijeni rezultati ispitivanja kod eksperimenata R1-R18 su metodom viSestruke
regresije uklapani u matemati¢ki model I reda (jednacina 9), a dobijeni regresioni
koeficijenti modela kao odgovor na'Y 4n, Y 71 prikazani su jednac¢inama 10-11 i graficki
naslici 3.1.17.

Yan=49.08 + 0.96 X1 + 1.63 X, - 0.40 X1 X, (10)
Y7n= 75.69 + 2.06 X1 + 1.58 X, - 0.24 X; X, (11)

Svi regresioni koeficijenti uz X; i X, imaju pozitivan predznak Sto ukazuje da oba
faktora direktno proporcionalno uti¢u na brzinu oslobadanja teofilina iz tableta.

Oblik tablete ima sli¢an, odnosno konstantan uticaj na oslobadanje leka 1 posle 4h i
posle 7h ispitivanja, dok se efekat brzine meSanja na oslobadanje povecava u toku
vremena. To se verovatno moze pripisati ubrzanju hidrodinamickih uslova kretanja
medijuma oko korpice, ¢ime se remeti uspostavljeni koncentracioni gradijent leka
izmedu kontaktne povrSine tablete i medijuma, i pojacava difuzija iz matriksa usled
narusenog koncentracionog gradijenta.

Dobijene vrednosti za koeficijent, by, , koji opisuje uticaj interakcije faktora prakti¢no je

bez uticajem na oslobadanje leka.
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Slika 3.1.17. Vrednosti regresionih koeficijenata na odgovor Y 4, Y 7

Na osnovu dobijenih rezultata svih in vitro ispitivanja sledi da su pri brzini me$anja od
50 rpm dobijeni sli¢ni profili oslobadanja pri primeni aparature I USP rotirajuce korpice

i aparature 1l USP rotirajuce lopatice.

Pri brzini mesanja 75 rpm kod aparature I, kod oba oblika tableta, nesto vise brzine
oslobadanja su uocene, dok su za manje (50rpm) i vece brzine mesanja (100rpm) nadeni

sli¢ni profili oslobadanja teofilina (F2>50).

Rezultati ukazuju na opravdanost primene brzine mesanja 50 rpm kod aparature Il USP
u daljim ispitivanjima, $to je u saglasnosti i sa zvani¢nim regulatornim preporukama
(CDER, 2003; EMA, 2010).

Za iste eksperimentalne uslove, tablete ovalnog oblika pokazuju oslobadanje nesto vece
koli¢ine leka nego okrugle, bikonveksne tablete. Medutim izraCunati faktor slicnosti kod
tableta razlicite geometrije a istog satava, potvrduje slicnost profila (f2=65-86.1), te
proizilazi da izmedu raspolozivih koris¢enih geometrija i dimenzija alata nema
znaajnog uticaja na razlike u brzini rastvaranja teofilina iz tableta na bazi

hidroksipropilmetilceluloznog matriksa (Siepman i sar., 1999; Karasulu i sar., 2000).
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3.2. FARMACEUTSKO - TEHNOLOSKA ISPITIVANJA HIDROFILNIH
MATRIKS SISTEMA NA BAZI HPMC | KARBOMERA

U drugom delu istrazivanja su prikazana ispitivanja koja se odnose na razvoj i odabir
prototip formulacija sli¢nih profila oslobadanja kao kod dva odabrana komercijalna

proizvoda, ¢iji ¢e kvalitet dalje biti potvrden kroz planiranu preliminarnu in vivo studiju

bioraspolozivosti na zivotinjama.

3.2.1. Materijali i metode
3.2.1.1. Materijali

Slede¢i materijali su kori$¢eni u ispitivanjima:

o aminofilin monohidrat (BASF, Germany), aktivna supstanca;

o hidroksipropilmetilceluloza, Methocel® K100M Premium EP ili Methocel® K4M
Premium EP (Colorcon, UK), kao matriks formirajuce sredstvo;

o karbomer, Carbopol® 971P NF (Lubrizol, Italy), kao drugo matriks formirajuce
sredstvo;

o polivinil pirolidon, Kolidon® K-30 (BASF, Germany), kao vezivno sredstvo;

o mikrokristalna celuloza, Avicel® PH 101 (FMC Bioplymers, USA), kao
nerastvorni punilac;

o  talk (Merck, Germany), kao klizans;

o magnesijum-stearat (Galenika ad, Serbia), kao lubrikans.

3.2.1.2. Metode

3.2.1.2.1. Dizajn eksperimenta
Primenjena je metodologija eksperimentalnog dizajna, uz pomoc¢ softverskog paketa
Design Expert® 7.0 (Stat-Ease Inc, Minneapolis, USA). Koris¢eni su razli¢iti modeli
dizajna (u zavisnosti od postavljenog cilja ispitivanja i raspolozivog broja nezavisno

promenljivih), opisani kod pojedinacnih ispitivanja.
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3.2.1.2.2. Izrada matriks tableta

Tablete su sadrzale 380 mg aminofilin hidrata (Sto odgovara 300 mg anhidrovanog
teofilina), 60 mg ili 80 mg ukupne koli¢ine polimernog matriksa (Methocel® K100M
Premium EP ili Methocel® K4M Premium EP i Carbopol® 971P NF) u zavisnosti od
primenjenog plana eksperimenta i postavljenog cilja ispitivanja, 50mg pomoc¢nih
materija (40 % Avicel® PH 101, 30 % Kolidon® K-30 i 30 % mesavine talka i
magnezijum-stearata) i bile su pripremljene konvencionalnom metodom nevodene
granulacije.

Aktivna supstanca, hidroksipropilmetilceluloza i mikrokristalna celuloza su meSane i
granulisane 10 % alkoholnim rastvorom Kolidon® K-30, kao sredstvom za kvasenje i
granulaciju. Proces granulacije je izveden u klasiénom granulatoru-mesalici (Thyssen
Henchel tip FM/A10, Germany), a masa aglomerisana na situ 4 mm i susena u fluidnoj
su$nici (Mfinster, Germany) na 45 °C. Karbomer je dodat u spoljasnju fazu zajedno sa
talkom i magnezijum-stearatom. Posle homogenizacije, komprimovanje mase u tablete
(490 mg ili 510 mg) je sprovedeno na masini za tabletiranje (Erweka, Tip EKO) uz
kori$¢enje alata za tabletiranje bikonkavnog oblika pre¢nika 11mm ili ovalnog oblika
15 mm x 7 mm. Pritisak kompresije iznosio je oko 1.6 MPa, a ¢vrstina tableta je

odrzavana u opsegu od 150 N do 200 N.

3.2.1.2.3. Karakterizacija fizickih atributa kvaliteta tableta

Ispitivanje variranja mase tableta izvrSeno je u skladu sa propisom Ph Jug V (na
uredaju Chyo, JL-200, Japan). Pojedinacno je merena masa 20 tableta i izracunata
prosec¢na vrednost. Rezultati su poredeni sa zahtevom farmakopeje da kod 18 tableta
dozvoljeno odstupanje iznosi + 5 % od prose¢ne mase, a kod dve tablete dozvoljeno
odstupanje iznosi £ 10 % od prose¢ne mase.

Ispitivanje ¢vrstine tableta izvrSeno je u skladu sa propisom Ph Jug V (na aparatu
Erweka TBH 30, Germany). Ispitano je 10 tableta i odredena srednja vrednost.
Ispitivanje frijabilnosti tableta je izvrSeno u skladu sa propisom Ph Jug V (na aparatu
Erweka TA 20, Germany). Ispitivanje je sprovedeno na 20 tableta u frijabilatoru pri
brzini obrtaja od 25 obr / min u toku 4 minuta. Iz razlike masa pre i posle procesa

frijabilacije izraCunat je procenat habanja.
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3.2.1.2.4. In vitro ispitivanje brzine rastvaranja teofilina iz matriks tableta
In vitro ispitivanje brzine rastvaranja teofilina iz matriks tableta je izvodeno u aparaturi
Il USP sa rotiraju¢om lopaticom (Erweka dissolution taster type DT-80, Germany) na
37+ 2 °C, pri brzini mesanja od 50 rpm u 900 ml medijuma (pH 1.2 vestacki zeluda¢ni
sok bez pepsina u toku prvog sata ispitivanja i vestacki crevni sok bez enzima pH 7.5.
od drugog do osmog sata). Sadrzaj je ispitivan nakon svakog sata, a koncentracija
teofilina odredivana je UV-VIS spektrofotometrijskom metodom na 271 nm. Rezultati

su izrazeni kao procenat deklarisanog sastava u odnosu na anhidrovani teofilin.

3.2.1.2.5. Primena model-zavisnih i model-nezavisnih metoda u analizi profila
brzine rastvaranja teofilina iz tableta

Dobijeni profili oslobadanja su poredeni na osnovu faktora sli¢nosti (f2) i faktora
razlike (fl), okarakterisani u pogledu brzine i mehanizma oslobadanja lekovite
supstance primenom modela kinetike nultog reda, Higuchi modela kvadratnog korena i
Korsmayer - Peppas-ovog modela (Yuksel i sar., 2000). Izracunati difuzioni eksponent
n je koriSen za predvidanje potencijalnog mehanizma transporta leka, odnosno
zastupljenosti procesa difuzije i / ili erozije. Za dobru korelaciju primenjenim modelom,
pozeljne su bile vrednosti korelacionog koeficijenta bliske 1.0 i vremena odlaganja

oslobadanja (Lag time) bliskih nuli.
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3.2.2. ldentifikovanje potencijalnog ciljanog profila kvaliteta proizvoda i
procena Kriti¢nih atributa kvaliteta gotovog proizvoda, materijala i
formulacije

Kod identifikacije ciljanog profila kvaliteta proizvoda (Quality Target Product Profile,
QTPP) i potencijalno kriti¢nih atributa kvaliteta (Quality attributes, QA), u okviru
koncepta dizajna kvaliteta u toku razvoja proizvoda, koriS¢eni su od strane FDA
preporuc¢eni CTD modeli modula 3.2.P.2. kod razvoja tableta sa trenutnim (FDA, 2012)
I modifikovanim (FDA, 2011) oslobadanjem lekovite supstance. Ciljani profil kvaliteta
proizvoda QTPP (Yu, 2008; EMEA, 2009; Trivedi, 2012), sastoji se od farmakoloskog
ciljanog profila proizvoda (Target Product Profile, TPP), CDER FDA, 2007, i
farmaceutskog profila.

Ciljani profil proizvoda TTP ¢ine farmakoloski aspekti kvaliteta (Yu, 2012), indikacije,
nacin primene, farmakokineticki parametri, doza (tabela 3.2.1.), a odreden je na osnovu:
monografija proizvoda za Phyllocontin 350 mg tablete Purdue Pharma Canada
(http://www.rxmed.co/ pharmaceutical), Phyllotemp® retard 225 mg tablets,
Mundipharma, = GmbH, Nemacka  (www.epgonline.org/viewdrug.cgm/letter/P/
Phyllotemp) i Phyllocontin forte 350 mg Napp UK (http://www. napp.co.uk.).

Farmaceutski profil (tabela 3.2.1.) je definisan na osnovu opstih zahteva monografija za
tablete i ¢vrste oblike sa modifikovanim oslobadanjem, USP oficinalne monografije za
teofilin kapsule sa usporenim oslobadanjem i literaturno poznatih tehnoloskih zahteva
koji trebaju da obezbede postizanje postavljenog farmakoloskog profila, a u skladu je sa
preporukama Yu, 2012. U tre¢oj koloni tabele dat je osvrt na znaCajnost definisanog
elementa za kvalitet proizvoda, efikasnost i bezbednost po pacijenta.
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Tabela 3.2.1. Ciljani profil proizvoda (TPP) i Ciljani profil kvaliteta proizvoda

(QTPP) za aminofilin

tablete 350 mg sa modifikovanim

oslobadanjem
QTTP elementi Ciljana vrednost Pregled kriticnosti
TTP elementi
tablete sa modifikovanim oblik koji obezbeduje,
Dozirani oblik oslobadanjem laku primenu leka i
efikasnost bez
fluktuacija u oslobadanju
Nacin primene oralno obezbeduje konfornost
primene kod pacijenta,
Doza 350 mg  aminofilin hidrata,

ekvivelantno
283,5 mg anhidrovanog teofilina,

PK parametri

teofilin se dobro resorbuje iz GIT-a,
poluvreme eliminacije T 1, = 3-9h,
najmanje 60 % se vezuje za protein
plazme,
izluuje  se
metabolita,
oko 10 % leka se eliminiS$e urinom u
nepromenjenom obliku,

Tiax = 5.3h* **

Crax = 4.3pg/ml* - 6.8 pg/ml **,
AUC,_,, = 123.4 pgh/ml* — 100.64
pgh/ml**

preko urina putem

obezbeduje  efikasnost

leka

Primena

U terapiji bronhospazma i astme

Alternativni metod primene

nema

u skladu sa referentnim
preparatom

Elementi farmaceutskog kvaliteta proizvoda

Izgled okrugle tablete, skoro bele sa Zigom
na jednoj strani
Atributi Identifikacija na teofilin
kvaliteta | Sadrzaj teofilina | 95 — 105 %
gotovog Uniformnost U skladu sa Ph Eur, 2.9.40.
proizvoda | sadrzaja
QA
Profil brzine Sli¢an referentnom leku
rastvaranja

Stepen Cistoce

U skladu sa ICH Q3B i Q6A i USP
monografije za teofilin kapsule

Mikrobioloska
¢istoca

U skladu sa vaze¢om monografijom
Ph Eur, kategorija 3 A

Sadrzaj vode

max 3 %

Obezbeduje saglasnost
sa farmaceutskim
zahtevima, definisanim
opstim farmakopejskim
monografijama

obezbeduje potrebno
rastvaranje leka,
terapeutsku efikasnost

Primarna ambalaza

PVC — Alu blister

Stabilnost

na temperature ispod 25 °C, 3 godine

obezbeduje potrebnu
efikasnost leka u toku
vremena

* Purdue Pharma Product Monograph,

** - Evropski patent EP 0 284 849 B1
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3.2.2.1. Rezultati i diskusija
3.2.2.1.1. Preliminarna procena uticaja, kriti¢nosti, atributa kvaliteta gotovog
proizvoda na osnhovu postavljenog ciljanog profila kvaliteta
proizvoda
Na osnovu ciljanog profila kvaliteta proizvoda (QTPP), raspolozivih literaturnih
podataka, iskustava u radu na sli¢énim proizvodima i preliminarno obavljenih ispitivanja,
sprovedena je preliminarna procena uticaja, kriti¢nosti, atributa kvaliteta gotovog
proizvoda, shodno preporukama Tima za pracenje kvaliteta u toku zivotnog ciklusa
proizvoda, Product Quality Lifecycle Implementation Team, (Garcia | sar., 2008; Nosal
i Schultz, 2008).

U svrhe procene kriti¢nosti primenjen je metod, procene uticaja atributa na "kriti¢an" ili
"ne kritiCan" a sproveden je kroz odgovore na postavljena pitanja, pri ¢emu ukoliko je
jedan od odgovora pozitivan, uticaj se procenjuje kao kritiCan, Sto je u skladu sa
raspolozivim preporukama vodecih institucija (Garcia i sar., 2008; Nosal i Schultz,
2008).

Utvrdeni inicijalno kritiCni atributi gotovog proizvoda, na prihvatljivost od strane
pacijenta, bezbednost i efikasnost proizvoda i farmaceutski kvalitet prikazani su
tabelarno kroz analizu uticaja kriti¢nosti (tabela 3.2.2.) 1 sumirano (Tabela 3.2.3.).
Dobijeni pregled u saglasnosti je sa literaturnim nalazima i preporukama (Yu, 2008; Yu,
2012; Trivedi, 2012), ukljucujuéi 1 preparate sa modifikovanim oslobadanjem (FDA,
2011).

Rezultati pokazuju, da je veci broj kriti¢nih atributa gotovog proizvoda potencijalno
kriti¢an za efikasnost i bezbednost kod pacijenta: fizicki atribut (oblik/veli¢ina) tablete,
sadrzaj, uniformnost sadrzaja, profil brzine rastvaranja 1 ukljuen u dalje analize.
Medutim, atributi kvaliteta kao §to su identifikacija, stepen Cistoc¢e I mikrobioloska
Cistoca, nece biti dalje razmatrani jer formulacija i procesni parametri nemaju na njih
uticaj. Tretirace se kao kriti¢ni atributi kvaliteta (CQA) gotovog proizvoda, prisutni u

QTPP, a pratiti kroz uspostavljenu strategiju kontrole (FDA, 2011).
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Uticaj na vizuelnu prihvatljivost kod pacijenta? | Ne Ne Da Da Ne Ne Ne Ne Ne Ne Ne
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Konstatovani uticaj | Ne Ne Da Ne Da* Da Da Da’ Da Da* Ne

*- atributi kvaliteta gotovog proizvoda sa utvrdenom kriticno$cu, koji nece biti dalje razmatrani jer formulacija i procesni parametri nemaju na njih uticaja
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Tabela 3.2.3. Sumirani pregled uticaja-kriticnosti utvrdenhih potencijalno kriticnih atributa
kvaliteta gotovog proizvoda na efikasnost, bezbednost i prihvatljivost od strane

pacijenta
Kritiéni atributi Ciljana vrednost | Kriticnost Pregled kriti¢nosti
gotovog proizvoda
Bez vizuelnih Prihvatljiv od strane pacijent, jer je predefinisanog
Izgled povrsinskih Ne standardnog izgleda, standardne boje, poznatog i
defekata, boja i prihvatljivog od strane pacijenta.
oblik prihvatljivi za Izgled nije direktno u vezi sa bezbedno$¢u i
pacijenta efikasno$cu, stoga nije kriti¢an.
Kod ovog proizvoda KkarakteristiCan miris nije
Miris Bez mirisa Ne direktno u vezi sa bezbedno$éu i efikasnoséu
proizvoda, ve¢ samo moze uticati na prihvatljivost
od strane pacijenta. Ulazne komponente ovog
proizvoda nemaju neprijatan miris.
Fizicki Veli¢ina tablete u vezi je sa lako¢om primene od
atributi | Oblik/ Sli¢na referentnom Da strane pacijenta, a predefinisana je i Sto sli¢nijih
Veli¢ina proizvodu dimenzija kao referentni. Za oblike sa
tablete modifikovanim oslobadanjem oblik, veli¢ina,
ukupna povrSina i volumen mogu uticati na
dinamiku oslobadanja aktivne supstance, stoga je
kritian.
Opsti zahtev kvaliteta tableta, a radi smanjenja
Frijabilnost | Ne vise od 1% w/w Ne postmarketiskih reklamacija pacijenata o izgledu
Kriti¢na za sigurnost i efikasnost, ali ovaj QA moze
Identifikacija Pozitivna na Da* biti efekisano kontrolisan kroz strategiju in
teofilin procesne kontrole. Formulacione i procesne
promenljive nemaju uticaj na identifikaciju.
Varijabilnost sadrzaja, utice na efikasnost i
Sadrzaj teofilina 95 -105% Da bezbednost i stoga je kritican atribut.
Uniformnost sadrzaja utiCe na efikasnost i
Uniformnost sadrzaja | U skladu sa Ph Eur, Da bezbednost i toga je kritiGan atribut.
2.9.40.
Profil brzine rastvaranja in vitro je vazan za
bioraspolozivost (BA) i bioekvivalenciju (BE), te
Profil brzine Sliéna referentnom Da spade u kriticne attribute. PoSto je in vitro
rastvaranja leku oslobadanje surogat za in vivo poredenje, potreban
je Sto sliéniji profil brzine oslobadanja sa
referentnim da bi se obezbedila bioekvivalencija.
Granice za prisutne neCistoe su kritine za
Stepen Cistoce U skladu sa ICH Da* bezbednost gotovog proizvoda. Limiti za
Q3B i Q6A i USP pojedinacne nepoznate necistoée trebaju biti u
monografije za saglasnosti sa ICH Q3B, a limiti za ukupne
teofilin kapsule degradacione se postavljaju na osnovu vrednosti
dobijenih na kraju roka trajanja kod referentnog
preparata.
Ukoliko je atribut van zahtevanih granica, postoji
Mikrobiolo$ka ¢isto¢a | U skladu sa Da* direktni uticaj na bezbednost pacijenta. Ukoliko se
monografijom USP prati kvalitet ulaznih materijala, ¢isto¢a opreme i
<467> kvalitet ambijentalnih uslova, formulacija i proces
nece uticati na MB kvalitet gotovog proizvoda.
Ogranicena koli¢ina vode u C&vrstim doziranim
Sadrzaj vode max 3 % Ne

oblicima nema uticaja na efikasnost i bezbednost.

*- atributi kvaliteta gotovog proizvoda sa utvrdenom kriticnoséu, koji nece biti dalje razmatrani jer formulacija i procesni
parametri nemaju na njih uticaja
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3.2.2.1.2. Inicijalna procena rizika uticaja atributa kvaliteta aktivne
supstance na prethodno definisane Kkriti¢ne atribute kvaliteta
gotovog proizvoda
Na osnovu raspolozivih znanja: Ishikawa dijagrama pregleda potencijalnih promenljivih
pri proizvodnji tableta, ICH Q8(R2), EMA, 2009, i pregleda potencijalnog odnosa
farmaceutskih operacija, parametara procesa i kriti¢nih atributa kvaliteta tableta
predlozenog od strane Yu, 2008, (tabela 1.4.), izvrsena je inicijalna procena kriti¢nosti
(Hulbert i sar., 2008) uticaja atributa aktivne supstance (tabela 3.2.5. — 3.2.6.) na
kritiéne attribute kvaliteta CQA gotovog proizvoda. Primenjen je FMECA pristup,
rangiranjem na osnovu verovatnoce, opasnosti i detektabilnosti.

U Tabeli 3.2.4. prikazani su primenjeni Kriterijumi rangiranja i izracunavanja rizika.

Kroz inicijalnu procenu rizika je nadeno da nasipna i sabijna gustina (veli¢ina Cestica)
aktivne supstance pokazuje srednji nivo rizika i uticaj na fizicke attribute, u slucaju
izrade tableta metodom direktne kompresije, $to je u saglasnosti sa sugestijama (Jiang,
2009: Koranianiti, 2011). Razlog tome je da aktivna supstanca ¢ini oko 75 % mase za
tabletiranje, pa je efekat veli¢ine Cestica 1 gustine materjala na protoc¢nost,
kompresibilnost i dobijanje tableta zeljenih atributa znacajan.

Takode veli¢ina Cestica/ gustina kod izrade tableta metodom direktne kompresije moze
imati uticaj i na sadrzaj, uniformnost sadrzaja, indirektno i profil brzine rastvaranja
gotovog proizvoda, ali se ovi uticaji znacajno smanjuju koris¢éenjem metode vlazne

granulacije (tabela 3.2.5.), $to je u saglasnosti sa preporukama Koranianti, 2011.

Primenjena su i preliminarna eksperimentalna ispitivanja, koja su ukazala da direktna
kompresija nije metoda izbora, zbog slabo proto¢nih i1 loSe kompresibilnih osobina mase
za tabletiranje, te nije ni realna u daljoj proceni, posto je kao metoda proizvodnje u
realnim uslovima neprihvatljiva. Stoga su dalja razmatranja procene rizika sprovodena u
kontekstu predefinisane metode vlazne granulacije kojom se prevazilazi uticaj gustine i

proto¢nosti i dobijaju tablete predefinisanog oblika i veli¢ine.
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Tabela 3.2.4. Primenjeni Kriterijumi rangiranja i izra¢unavanja rizika

Uticaj Opis kriterijuma procene i prihvatljivosti rizika Rangiranje
(Impact - 1)
Da Postoji uticaj na kvalitet proizvoda i/ili bezbednost i efikasnost za 1
pacijenta. Uticaj nije prihvatljiv/pod kontrolom
Ne Nema uticaja na kvalitet proizvoda i/ili bezbednost i efikasnost za 0
pacijenta
Opasnost/ Opis kriterijuma procene i prihvatljivosti rizika Rangiranje
(Severity - S)
H Ozbiljno ugrozavanje zdravlja pacijenata. 3
M Pojava retkih nezeljenih reakcija kod pacijenata. 2
L Ne moze dovesti do oste¢enja zdravlja pacijenata, ve¢ smanjenja / 1
izostajanja farmakoloskog dejstva leka
Verovatnoéa Opis kriterijuma procene i prihvatljivosti rizika Rangiranje
pojavljivanja/
(Probabilityy  of
Occurance - O)
H Moguca/Cesta u postavljenim uslovima 6
M Potencijalno moguca 3
L Vrlo retka 1
Detektabilnost/ | Opis kriterijuma procene i prihvatljivosti rizika Rangiranje
(Detectability- D)
H Ostecenje nece biti detektovano brzo, posle nastanka niti u toku QC 3
testiranja
M Ostecenje ¢e biti detektovano ali kasnije, posle nekih periodi¢nih 2
pregleda
L Ostecenje moze biti detektovano vrlo brzo, odmah posle nastanka 1
ili utoku QC testiranja
Nivo Rizika Kriterijum rangiranja ukupnog rizika Rangiranje
H Rizik nije prihvatljiv, dalja ispitivanja se zahtevaju X>18
M Rizik je prihvatljiv, ali se mora postaviti odgovarajuca strategija 6<X<18
kontrole ili daljim ispitivanjima raditi na smnanjenju rizika
L Rizik je prihvatljiv i pod kontrolom; dalja ispitivanja nisu potrebna 0<X<6
Bez rizika Dalja ispitivanja nisu potrebna X=0
L- mali; M-srednji; H-visoki nivo rizika aktivne supstance

Ukupan rizik se izratunava kao proizvod pojedinac¢nih rizika, prema jednacini:

Ukupan rizik=1xSxOxD

(12)
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Tabela 3.2.5. Lista procene inicijalnog rizika atributa kvaliteta aktivne supstance na kriticne atribute kvaliteta gotovog proizvoda
Q@
£ = s
= z = Kontrola procesa Il g2 | ¢
g g Risk scenario / opis = Potencijalni efekat c Uzrok pojavljivanja E‘ proizvoda ag S o
k= g g g 2T | 3%
C = 5 & g =% | S
Ne moseu se dobiti tablete Zelieno Neadekvatan fizicki Neadekvatna gustina Konstatuje se u toku samog Bez
Oblika/%/lelliéine. Jenos Ner0 | yvalitet tableta UL | materjala UL | procesa tabletiranja L/1 | rizika (0)
Fizi€ki oblik | g, isen sadrzai lekovite supstance u Van farmakopejskih / Nehomogenost mase za Konstatuje se u toku kontrole Bez
API tabletama. ! P Ne/ 0 regulatornih zahteva L1 tabletiranje/ M/3 QC L1 rizika (0)
Vialie vabiiies srilsafa m Van farmakopejskih / Nehomogenost mase za Konstatuje se u toku kontrole _Bez
tabletama, ﬂleuniformnost.J Ne/0 | regulatornih zahteva HI3 | tapletiranje/ M3 | qc LA | rizika (0)
N T e —— Van farmakopejskih / Nehomogeno prisustvo Konstatuje se u toku kontrole Bez
kod n%odifikjovanpog oslobadanja{] leka Ne/ 0 regulatornih zahteva / HI3 | matriks formirajuceg L1 QC L1 | rizika (0)
promenjena efikasnost polimera
Ne mogu se dobiti tablete Zeljenog Neadekvatan fizicki Neadekvatna protoénost i Konstatuje se u toku samog U1 M
oblika/veligine metodom direktne Da/l | kvalitet tableta L/1 | gustine materjala za H/6 | procesa tabletiranja (6)
Veli¢ina kompresije. tabletiranje
Cestica / ki g : i
: . Ne moau se dobiti tablete Zelieno Neadekvatan fizicki Neadekvatna proto¢nost i Konstatuje se u toku samog Bez
nasipna | oblika/%eliéine metodom Vlaijne ¢ Ne/0 | Lvalitet tableta L/1 | gustina granulata M/3 | brocesa tabletiranja LA | vizika (0)
sabijna -
gustina granulacije.
Snizen sadrzaj lekovite supstance u Van farmakopejskih / L1 Nehomogena raspodela M/3 Konstatuje se u toku kontrole L1 M
tabletama izradenim direktnom Da/l | regulatornih zahteva lekovite supstance u masi za QC (3)
kompresijom. tabletiranje
Snizen sadrzaj lekovite supstance u Ne/ 0 Neadekvatan fizicki Neadekvatna proto¢nost i L1 Konstatuje se u toku kontrole L1 Bez
tabletama izradenim vlanom kvalitet tableta L/1 | gustina granulata QC rizika (0)
granulacijom.
Velika varijabilnost sadrzaja Van farmakopejskih / H/3 Nehomogena raspodela M/3 Konstatuje se u toku kontrole L1 M
neuniformnost u tabletama izradenim | D&/1 | regulatornih zahteva lekovite supstance u masi za QC 9)
direktnom kompresijom. tabletiranje
L- mali; M-srednji; H-visoki nivo rizika aktivne supstance
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Tabela 3.2.5. (nastavak) Lista procene inicijalnog rizika atributa kvaliteta aktivne supstance na kriti¢ne atribute kvaliteta gotovog proizvoda

= i
= = = =
£ 2 S Kontrola procesa Il € o ?:f
© = Risk scenario / opis — Potencijalni efekat e Uzrok pojavljivanja = proizvoda S g <
§2 S 2 3 @5 | S
& S =i o =y O+
& 5 5 o g =% |3
Velika varijabilnost sadrzaja Ne/ 0 Van farmakopejskih / H/3 Nehomogena raspodela L1 Konstatuje se u toku kontrole U1 rizﬁ(eaz(o)
T . T regulatornih zahteva lekovite supstance u granulatu QC
Vehcm/a vlaznom granulacijom.
¢ t' - A - -
:](;SS ﬂ;ﬁa : Neodgovarajuci profil rastvaranja oat Xaz E:)Tr?iﬁof:ﬂflg\',gﬁ H/3 Ne?qlr;nofgenq prisustvo M/3 g(():nstatwe se u toku kontrole L1 (I\él)
sabijna kod modifikovanog oslobadanja leka, gulato A matriks rormirajuceg
qustina tableta_izradenih direktnom kompr. promenjena efikasnost polimera
Neodgovarajuéi profil rastvaranja Ne/ 0 Van farmakopejskih / H/3 Nehomogeno prisustvo L1 Konstatuje se u toku kontrole L1 Bez
kod modifikovanog oslobadanja leka, & regulatornih zahteva / matriks formirajuéeg QC rizika (0)
tableta izradenih vlaznom granulac. promenjena efikasnost polimera
NE e @ delsi ik Sellan Neadekvatan fizicki Visoka vlaga u tableti Konstatuje se u toku samog Bez
oblika/%lléliéine. jenos Ne/0 | kvalitet tableta L1 L1 procesa tabletiranja LA | rizika (0)
Higroskopnost Snien sadrZaj lekovite supstance u Van farmakopejskih / L1 Kod higroskopnih sup zbog M3 Konstatuje se posle M/2 Bez
tabletama. Ne/0 | regulatornih zahteva degradacije aktivne supstance periodi¢nih pregleda ili u rizika (0)
pod uticajem vlage toku studije stabilnosti
Velika varijabilnost sadrzaja u \ Van farmakopejskih / H/3 Usled degradacije aktivne M/3 Konstgtvup seposle M/2 rizﬁg(o)
tabletama, neuniformnost. e/0 | regulatornih zahteva supstance pod uticajem periodi¢nih pregleda ili u
absorbovane vlage toku studije stabilnosti
Neodgovarajuéi profil rastvaranja u Van farmakopejskih / H/3 Usled degradacije aktivne M3 Konstatuje se posle M/2 Bez
Ne/0 | regulatornih zahteva / supstance pod uticajem periodi¢nih pregleda ili u rizika (0)

okviru modifikacije oslobadanja leka

promenjena efikasnost

absorbovane vlage

toku studije stabilnosti

L- mali;

M-sredniji;

H-visoki nivo rizika aktivne supstance
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Tabela 3.2.5. (nastavak) Lista procene inicijalnog rizika atributa kvaliteta aktivne supstance na kriti¢ne atribute kvaliteta gotovog proizvoda

D =
= = = =
o o S Kontrola ~ procesa /| &8, | X
T = Risk scenario / opis . Potencijalni efekat 2 Uzrok pojavljivanja = proizvoda g3 S
e = < = > =2 o
3£ = g S 2 |3
@B 5 o) g =3 | D
Ne mogu se dobiti tablete Zeljenog N Neadekvatan fizicki L1 Neadekvatna gustina L1 Konstatuje se u toku samog U1 rizﬁ(zz(o)
- oblika/velidine. e/0 | kvalitet tableta materjala procesa tabletiranja
Rastvorljivost Snien sadraj lekovite supstance u Van farmakopejskih / L1 Nehomogenost mase za M/3 Konstatuje se u toku kontrole L1 _Bez
tabletama. Ne/0 | regulatornih zahteva tabletiranje/ QC rizika (0)
Velika varijabilnost sadrzaja u Van farmakopejskih / H/3 Nehomogenost mase za M3 Konstatuje se u toku kontrole U1 ~ Bez
tabletama, neuniformnost. Ne/0 | regulatornih zahteva tabletiranje/ QC rizika (0)
Neodgovarajuéi profil rastvaranja u Van farmqkopejskih / H/3 Usled smanjene rastvorljivosti M/3 Konstatuje se u toku kontrole U1 riZﬁ(ez .
okviru modifikacije oslobadanja leka | N&/0 | regulatornih zahteva / leka QC a(0)
promenjena efikasnost
Ne mogu se dobiti tablete Zeljenog Neadekvatan fizi¢ki L1 Neadekvatna gustina L1 Konstatuje se u toku samog U1 _ Bez
oblika/veligine. Ne/0 | kvalitet tableta materjala procesa tabletiranja rizika (0)
Stepen cistoce SniZen sadraj lekovite supstance u Van farmakopejskih / L1 Nehomogenost mase za M3 Konstatuje se u toku kontrole L _Bez
tabletama. Ne/0 | regulatornih zahteva tabletiranje/ QC rizika (0)
Velika varijabilnost sadrzaja u N Van farma_kopejskih / H/3 Nehor_nog_enost mase za M/3 Konstatuje se u toku kontrole U1 rizﬁ(ZZ(O)
tabletama, neuniformnost. e/0 | regulatornih zahteva tabletiranje/ QC
Nesieovmmng ool mevEmnn o Van farmakopejskih / Usled smanjene rastvorljivosti Konstatuje se u toku kontrole ~Bez
g il . Ne/0 | regulatornih zahteva / HI3 | |eka M/3 QC L/ rizika (0)

okviru modifikacije oslobadanja leka

promenjena efikasnost

L- mali;

M-srednji;

H-visoki nivo rizika aktivne supstance
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Tabela 3.2.6. Pregled inicijalne procene rizika, kriti¢nih atributa lekovite supstance na

kriti¢ne atribute kvaliteta gotovog proizvoda

Atributi CQA Procenjen
lekovite gotovog nivo Pregled kriti¢nosti
supstance proizvoda rizika
Fizi¢ki atributi / oblik, | Bez-rizika | Aminofilin ne pokazuje polimorfne forme, te je iskljuéeno
velidina tablete pojavljivanje razli¢itih fizickih oblika aktivne supstance,
Fizicki  oblik | Sadrzaj Bez-rizika | tako da nema uticaja na fizicke atribute, sadrzaj i
API Uniformnost sadrzaja Bez-rizika | uniformnost sadrzaja
Posto se ne javlja u razli¢itim fizickim formama iskljucena
Profil brzine Bez-rizika | je moguénost prelaska u drugu formu razlidite
rastvaranja rastvorljivosti, takode kao BCS lek grupe |, dobro rastvoran
nema uticaj na profil oslobadanja, u slu€aju modifikovanog
oslobadanja.
Posto aktivna supstanca ¢ini oko 75 % mase za tabletiranje,
Fizicki atributi / oblik, M uticaj veliine Cestica i gustine materjala na proto¢nost i
Veli¢ina veli¢ina kompresibilnost i dobijanje tableta Zeljenih karakteristika je
Cestica / srednjeg nivoa rizika, pri izradi tableta metodom direktne
nasipna i kompresije.
sabijna gustina Primenom metode vlazne granulacije, se poboljsavaju
gustina i protoénost, smanjuje se nivo rizika i dobijaju
tableta predefinisanog oblika i veliine.
Sadriaj Zhog lose protoénih svojstava kod metode direktne
M kompresije, uprkos visokom udelu aktivne supstance u
Uniformnost sadrzaja mesavini za tabletiranje moguc¢ je uticaj na sadrzaj i
uniformnost sadrzaja.
Metodom vlazne granulacije uticaj se smanjuje.
Kod tableta izradenih direktnom kompresijom uticaj je
Profil brzine M mogué. Metodom vlazne granulacije i za dobro
rastvaranja uspostavljen process proizvodnje rizik se smanjuje, §to
pokazuju i literaturni podaci: kod lako rastvornog
aminofilina veli¢ina Cestica nema uticaj na brzinu
rastvaranja u sluéaju hidrofilnih matriksa sa modifikovanim
oslobadanjem (Ford i sar,1985).
Fizi¢ki atributi / oblik,
Higroskopnost | veli¢ina Aktivna supstanca nije higroskopna, rizik da absorbovana
SadrZaj Bez-rizika voda utiCe na fizicke karakteristike tableta, sadrZaj,
Uniformnost sadriaja uniformnost i profil oslobadanja nije prisutan.
Profil brzine
rastvaranja
Fizi¢ki atributi / oblik, Rastvorljivost lekovite supstance BCS | grupe nema uticaj
Rastvorljivost | veli¢ina na fizicke karakteristike tableta, sadrzaj i uniformnost
Sadrzaj Bez-rizika sadrzaja I rizik nije prisutan.
Uniformnost sadrzaja
Generalno rastvorljivost utice na profil brzine rastvaranja.
Profil brzine Bez-rizika Kod analiziranog preparata profil modifikovanog
rastvaranja oslobadanja zavisi od nagradenog matriks sistema.
Fizi¢ki atributi / oblik,
Stepen ¢isto¢e | velifina Bez-rizika Necistoce kod aktivne supstance predefinisane su od strane

Sadrzaj proizvodaca. Rizik da ove nec€istoce uti¢u na sve navedene
Uniformnost sadrZaja kriti¢ne attribute kvaliteta gotovog proizvoda nije prisutan.
Profil brzine
rastvaranja

L- mali; M-srednji; H-visoki nivo rizika aktivne supstance
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Rezultati su pokazali da atributi kvaliteta aktivne supstance, koja pripada | grupi
Biofarmaceutskog sistema klasifikacije, nemaju visok nivo kritiCnosti, na atribute
kvaliteta u slucaju gotovog proizvoda sa modifikovanim oslobadanjem.

Sto je u skladu i sa literaturnim navodima, da je za navedenu grupu brzina rastvaranja
aktivne supstance uslovljena prvenstveno formulacijom, §to se u velikom broju
slucajeva moze posti¢i odgovarajuc¢im tehnoloskim reSenjem (Emami, 2006; Nainar i
sar., 2012; Cardot i sar., 2012). U skladu sa tim, takode nadeni srednji nivo rizika (za
veli¢inu Cestica aktivne supstance na fizicke atribute tableta, sadrzaj, uniformnost
sadrzaja 1 profil brzine rastvaranja) se moze umanjiti primenom odredenog tehnoloskog
resenja kao §to je u ovom slucaju vlazna granulacija. Na osnovu sprovedene analize
konstatovano je da bi formulacione komponente koje ulaze u sastav tablete trebalo
analizirati u pogledu kriti¢nosti i uticaja na kriticne attribute kvaliteta gotovog

proizvoda.

Uticaj kriti¢nih atributa kvaliteta polimera, kao §to su variranje viskoziteta medu
razli¢itim serijama hidroksipropilmetilceluloze, udeo hidroksipropil grupe i veli¢ine
Cestica na fiziCke atribute tableta i profil brzine rastvaranja, Su razmatrani od strane
Deng i sar., 2011 i Robertson i sar., 2012, na bazi QbD pristupa uz konstataciju da
nemaju uticaja, a na primeru teofilin tableta sa modifikovanim oslobadanjem. Stoga
navedeni atributi u kontekstu uticaja izdvojenog materijala na kriti¢ne atribute kvaliteta

gotovog proizvoda nisu razmatrani, imajuci u vidu literaturne nalaze.

3.2.2.1.3. Inicijalna procena rizika uticaja formulacionih komponenata i
formulacionih promenljivih na kriti¢ne atribute kvaliteta gotovog
proizvoda

Posto je vlazna granulacija definisana kao jedina prihvatljiva, predvidena je izrada
matriks granulata sa modifikovanim oslobadanjem aktivne supstance uz dodatak
intragranularnog  matriks  formiraju¢eg polimera  (hidroksipropilmetilceluloze),
nerastvornog punioca (mikrokristalne celuloze) i vezivnog sredstva (polivinilpirolidon
K-30), dok bi se ekstragranularno dodavali ekscipijensi sa funkcijom lubrikansa
(magnezijum-stearat) i sredstva za klizanje (talk). U sluc¢aju kombinacije matriks

polimera drugi polimer (karbomer) bi se dodavao ekstragranularno.
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Matriks granulat sa modifikovanim oslobadanjem leka, ekstragranularni ekscipijensi i
ekstragranularni polimer ¢e se tretirati kao formulacione komponente kod inicijalne
procene rizika formulacionih komponenata na CQA gotovog proizvoda (tabela 3.2.7.-
3.2.8.), sto je u skladu sa preporukama Jiang, 2009, da se vrsta ekscipijensa i njihov
udeo trebaju tretirati kao kriti¢ni atributi ulaznih materijala.

Isti kriterijumi rangiranja i izraCunavanja rizika, kao 1 u prethodnoj analizi, a prikazani u

tabeli 3.2.4., su koriS¢eni.

Na osnovu sprovedene inicijalne procene rizika uticaja formulacionih komponenata na
kriti¢ne atribute kvaliteta gotovog proizvoda, proizilazi da granulat sa modifikovanim
oslobadanjem pokazuje srednji nivo rizika na fizicke karakteristike tableta, a zajedno sa
ekstragranularnim polimerom visok nivo rizika na profil oslobadanja gotovog
proizvoda, dok je uticaj na sadrzaj i uniformnost sadrzaja niskog nivoa rizika (tabela
3.2.8.), Sto je u saglasnosti sa literaturnim navodima o uticaju faktora na oslobadanje
leka iz hidroksipropilmetilceluloznog matriksa (Ford i sar., 1985a, Ford i sar., 1987,
Dow Chemical, 2009), odnosno karbomer matriksa (Li i sar., 2003; Lubrizol, 2011b).
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Tabela 3.2.7. Lista procene inicijalnog rizika formulacionih komponenata na kriti¢ne atribute kvaliteta gotovog proizvoda

g = o = . - ~
s 2 g g2 g2 3 B3
s S5 =] Q o < | Kontrola procesa / S8 g X
e Risk scenario / opis 2 Potencijalni efekat O % | Uzrok pojavljivanja 8 > | proizvoda Ze9 3«
Ne mogu se dobiti tablete Zeljenog Da/ 1 Fizicki 'kvz'tlitet tableta van L1 Neprihvatljiva kompresibilna i proto¢na /6 Konstatuje se u t_oku samog M
i i postavljenih zahteva svojstva i sabijna gustina mase za procesa tabletiranja L1 (6)
Granulat sa tabletiranje / granulata
ifi : - 50 g Van farmakopejskih / Nehomogenost granulata / mase za Konstatuje se u toku L
Q?(?;Q;:X?:IT tsaléléigns]zcllrzaj lekovite supstance u Da/ 1 regulatornih zahteva L1 tabletiranje M/3 kontrole QC L1 ?3)
leka Velika varijabilnost sadrZaja u Da/ 1 Van farma_kopejskih / /3 Nehor_nog_enost granulata / mase za L1 Konstatuje se u toku L1 L
tabletama, neuniformnost. regulatornih zahteva tabletiranje kontrole QC (3)
Neodgov_arajuc’i profil rastvaranja Da/ 1 Van farma_kopejskih / H/3 Prisutan matri|_<vs_ for_mirajuéi polimer u /6 Konstatuje se u toku U1 H
kod modifikovanog oslobadanja leka regulatornih zahteva / granulatu (koli¢ina i tip) kontrole QC (18)
promenjena efikasnost
Ne mogu se dobiti tablete Zeljenog Fizi¢ki kvalitet tableta van Lose proto¢na i klizajuca svojstva mase Konstatuje se u toku samog L1 L
il Da/l1 | postavljenih zahteva L/1 | zatabletiranje M/3 | procesa tabletiranja 3
Ekstragranularni
ekscipijensi Snizen sadrZaj lekovite supstance u Van farmakopejskih / Ui Povrsinsko oblaganje ¢estica lekovite L1 Konstatuje se u toku L1 L
(lubrikans i tabletama. Da/l | regulatornih zahteva supstance ¢esticama lubrikansa kontrole QC 1)
Klizans) Velika varijabilnost sadrZaja u Van farmakopejskih / H/3 Nehomogena raspodela lekovite L1 Konstatuje se u toku L1 L
tabletama, neuniformnost. Da/l | regulatornih zahteva supstance kontrole QC ?3)
Neodgovarajuéi profil rastvaranja Van farmakopejskih / H/3 Uticaj lubrikansa na promenu dinamike L1 Konstatuje se u toku L1 L
kod modifikovanog oslobadanja leka | D@1 | regulatornih zahteva / rastvaranja leka iz formiranog matriksa kontrole QC (3)
promenjena efikasnost
Ne mogu se dobiti tablete zeljenog Fizi¢ki kvalitet tableta van L/1 | Neprihvatljiva proto¢na svojstva mase L/1 | Konstatuje se u toku samog L1 Bez
oblika/veli¢ine. Ne/0 | postavljenih zahteva za tabletiranje procesa tabletiranja rizika (0)
Ekstragranularni |"gnizen sadrzaj Iekovite supstance u Van farmakopejskih / L/1 | Nehomogena raspodela lekovite L/1 | Konstatuje se u toku Bez
polimer tabletama. Ne/0 | regulatornih zahteva supstance kontrole QC L/1 | rizika (0)
Velika varijabilnost sadrzaja u Van farmakopejskih / H/3 | Nehomogena raspodela lekovite L/1 | Konstatuje se u toku L1 Bez
tabletama, neuniformnost. Ne/0 | regulatornih zahteva supstance kontrole QC rizika (0)
Neodgovarajudi profil rastvaranja u Van farmakopejskih Raspodela matriks formirajuceg Konstatuje se u toku L1
okviru modifikacije oslobadanja leka | Da/l | /regulatornih zahteva H/3 | polimera ekstragranularno (koli¢ina i H/6 | kontrole QC H
/promenjena efikasnost tip) (18)

L- mali;

M-sredniji;

H-visoki nivo rizika aktivne supstance
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Tabela 3.2.8. Pregled inicijalne procene rizika, kritiénih formulacionih komponenata na
kriti¢ne atribute kvaliteta gotovog proizvoda

Formulacione CQA Procenjen
komponente gotovog nivo rizika Pregled kriticnosti
proizvoda
Obzirom da je koli¢ina granulata u mesavini za tabletiranje
Granulat sa Fizi¢ki atributi / M visoka, oko 93 %, proto¢nost, nasipna i sabijna gustina
modifikovanim oblik, veli¢ina tablete granulata ima direktan uticaj na oblik i veli¢inu dobijene
oslobadanjem tgb_lete i uticaj na fizicke atribute tableta je srednjeg nivoa
leka rizika.
Sadrzaj L Obzirom na visok procenat aktivne supstance u granulatu,
varijabilnost sadrZaja je malog uticaja.
Granule sadrze vise od 80 % aktivne supstance i uz metodu
Uniformnost L vlazne granulacije i homogenizacije vlaZne mase, mala je
sadrZaja verovatno¢a pojave nehomogenosti granulata. Tako da je
rizik uticaja granulata na uniformnost u tabletama nizak.
Posto je granulat izraden kao meSavina matriks
Profil brzine H formiraju¢eg polimera i aktivne supstance, prisutan je
rastvaranja direktan uticaj prisutnog polimera na profil oslobadanja sa
visokim nivoom rizika
Koli¢ina ekstragranularnih ekscipijenasa kori§¢enih u
Ekstragranularni | Fiziki atributi / L formulaciji tableta je niska, do 3 % i predstavljaju
ekscipijensi oblik, veli¢ina kombinaciju lubrikansa i sredstva za klizanje u
(lubrikansi predefinisanom odnosu 1:2. Uticaj magnezijum stearate i
klizans) talka za predefinisani odnos i koli¢inu u tableti, na fizicke
atribute tableta je malog nivoa rizika.
Sadrzaj Zbog niske koncentracije ekstragranularnih ekscipijenasa
Uniformnost L tipa lubrikansa i glidansa, a takode i njihovog uticaja na
sadrzaja poboljSanje protocnih svojstava mase za tabletiranje, njihov
uticaj na sadrZaj i uniformnost sadrzaja je nizak.
Literatura navodi uticaj magnezijum stearata na promenu
Profil brzine L brzine rastvaranja leka, medutim u sluéaju hidrofilnih
rastvaranja matriksa sa modifikovanim oslobadanjem na bazi
aminofilina utvrdeno je da magnezijum stearat ne utie na
usporavanje oslobadanja (Ford i sar,1985b), stoga je njegov
uticaj niskog nivoa rizika.
Fizicki  atributi / Prisutan u niskoj koli¢ini do 4 %, dobro protoc¢an te ne
Ekstragranularni oblik, veli¢ina Bez-rizika uti¢e na protocna i kompresibilna svojstva mase, odnosno
polimer Sadrzaj uticaj polimera na oblik i veli¢inu tablete nije prisutan.
Uniformnost Bez uticaja i na sadrZaj i uniformnost sadrzaja
sadrZaja
Koli¢ina i tip drugog polimera u formulaciji ima znaéajan
Profil brzine H uticaj na promene u profilu oslobadanja leka.
rastvaranja Stoga je ekstragranularni polimer sa visokim nivoom rizika

na profil brzine rastvaranja.

L- mali;

M-sredniji;

H-visoki nivo rizika aktivne supstance

Obzirom na pretpostavljeni uticaj granulata sa modifikovanim oslobadanjem na profil

brzine rastvaranja aktivne supstance kod gotovog proizvoda, inicijalna procena rizika je

u sledec¢em koraku sprovedena za formulacione promenljive u okviru granulata.

Kao formulacione promenljive su izdvojene: intragranularni matriks formirajuci

polimer, njegov udeo u ukupnom polimernom matriksu, prisustvo vezivnog sredstva,

prisustvo punioca, mikrokristalne celuloze MCC, na kriticne atribute kvaliteta gotovog

proizvoda (fizicke atribute tablete i profil brzine rastvaranja). Tabelarno je prikazana

lista procene uticaja (tabela 3.2.9.) i pregled dobijenog inicijanog rizika (tabela 3.2.10.)

za formulacione promenljive.

117




Tabela 3.2.9. Lista procene inicijalnog rizika formulacionih promenljivih na kriti¢ne atribute kvaliteta gotovog proizvoda

@ =
& g i, e
% - Risk scenario / opis Potencijalni efekat § Uzrok pojavljivanja = Kontrola procesa E ) =
£ 3 3 & s 52 | 8
85 5 8 ) SE |
¥ s ) o) a =T | D
Intragranularni Ne mogu se dobiti tablete Zeljenog Da/ 1 Fizicki kvalitet tableta van L1 Neprihvatljiva kompresibilna i protocna H/6 Konstatuje se u toku samog M
matriks oblika/velidine! postavljenih zahteva svojstva i sabijna gustina granulata procesa tabletiranja L/1 (6)
formirajuci . A Van f koneiskin S : o F ki
: N O T e —— an farmakopejskih / Tip i udeo matriks formirajuceg Konstatuje se u toku H
polimer kod n%odifikjc)van%g oslobadanja{l e Da/1 regulatornih zahteva / H/3 polimera /6| wontrole QC L1 (18)
promenjena efikasnost
!Jdeo Ne mogu se dobiti tablete Zeljenog Fizicki -kva-llitet tableta van Neprihva_tljivs_;l. komprqsibilna i proto¢na H/6 Konstatuje se u tpku samog L M
intragranularnog | oplika/velicine. Da/l | postavljenih zahteva L/1 | svojstva i sabijna gustina granulata procesa tabletiranja 6)
polimera u _ _ i
ukupnom Neodgovarajui profil rastvaranja Van farmakopejskih / H/3 Neadekvatan odnos lek / polimer u hye | KKonstatuje seu toku U1
polimernom kod modifikovanog oslobadanja leka Da/l | regulatornih zahteva / granulatu kontrole QC H
matriksu promenjena efikasnost (18)
Ne mogu se dobiti tablete Zeljenog Fizi¢ki kvalitet tableta van L/1 | Neprihvatljiva sabijna gustina mase za H/6 Konstatuje se u toku samog L1 M
Prisustvo oblika/veli¢ine. Da/l | postavljenih zahteva tabletiranje procesa tabletiranja (6)
VEZIvnog Neodgovarajuéi profil rastvaranja u Van farmakopejskih Tip i udeo matriks formirajuéeg Konstatuje se u toku L ~ Bez
sredstva okviru modifikacije oslobadanja leka | Ne/0 | /regulatornih zahteva H/3 | polimera L/1 | kontrole QC rizika (0)
/promenjena efikasnost
Ne mogu se dobiti tablete Zeljenog Fizi¢ki kvalitet tableta van L/1 | Neprihvatljiva sabijna gustina mase za H/6 Konstatuje se u toku samog L1 M
Prisustvo oblika/veli¢ine. Da/l | postavljenih zahteva tabletiranje procesa tabletiranja (6)
punioca (MCC) Neodgovarajudi profil rastvaranja u Van farmakopejskih Tip i udeo matriks formirajuceg Konstatuje se u toku L1 L
okviru modifikacije oslobadanja leka | Ne/0 | /regulatornih zahteva H/3 | polimera L/1 | kontrole QC ?3)

/promenjena efikasnost

L- mali;

M-sredniji;

H-visoki nivo rizika aktivne supstance
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Tabela 3.2.10. Pregled inicijalne procene rizika, kriticnih formulacionih promenljivih na
kriti¢ne atribute kvaliteta gotovog proizvoda

Formulacione CQA Procenjen
promenljive gotovog nivo rizika Pregled kriticnosti
proizvoda
Prisutni matriks formiraju¢i polimer, zbog viskoznih
Intragranularni Fizi¢ki atributi / M svojstava, pored osnovne funkcije formiranja matriksa,
matriks oblik, veli¢ina tablete pokazuje i dodatnu ulogu sredstva za vezivanje pa
formirajudi sinergisticki sa PVP K30, doprinosi poboljsanju
polimer proto¢nosti, sabijne gustine granulata, a time omogucava
postizanje predefinisanog oblika i veli¢ine tablete. Nivo
rizika je srednji.
Prisutni matriks formiraju¢i polimer ima direktan uticaj na
Profil brzine H profil brzine rastvaranja aktivne supstance, sa visokim
rastvaranja nivoom rizika
Udeo Dodatna uloga matriks formiraju¢eg polimera kao vezivnog
intragranularnog Fizi¢ki atributi / M sredstva, pokazuje srednji nivo uticaja na kvalitet dobijene
polimera u oblik, veli¢ina tablete tablete.
ukupnom Udeo polimera i odnos lek/polimer u formulaciji imaju
polimernom Profil brzine H direktan uticaj na profil brzine rastvaranja, $to je potvrdeno
matriksu rastvaranja i mnogobrojnim literaturnim rezultatima.
Stoga je nivo rizika visok.
Koli¢ina vezivnog sredstva koris¢ena pri formulisanju
Prisustvo vezivnog | Fizi¢ki atributi / M granulata sluzi da pobolj$a povezivanje i aglomeraciju
sredstva oblik, veli¢ina tablete prahova, obezbedi bolja proto¢na i kompresibilna
svojstava.
Ima srednji nivo rizika na fizicke atribute tableta.
Nosilac uticaja na oslobadanje leka su matriks formirajuci
Profil brzine Bez-rizika | polimeri.
rastvaranja Prisutno vezivno sredstvo je bez rizika na profil brzine
rastvaranja.
Kao punilac sa dobro protocnim svojstvima doprinosi
Prisustvo punioca | Fizi¢ki atributi / M poboljsanju proto¢nih i kompresibilnih svojstava mase, te
(MCC) oblik, veli¢ina tablete pokazuje srednji nivo rizika na fizi¢ke attribute tableta.
Literaturna razmatranja pokazuju da MCC nema uticaja na
Profil brzine L brzinu rastvaranja lako rastvornih lekovitih supstanci iz
rastvaranja hidrofilnih matriksa, na primeru aminofilin tableta sa

HPMC (Ford i sar., 1987).

L- mali;

M-sredniji;

H-visoki nivo rizika aktivne supstance

Visok nivo rizika i uticaj na profil brzine rastvaranja pokazuju: intragranularni matriks

formirajuéi polimer, njegov udeo u ukupnom polimernom matriksu; srednji nivo rizika

na fizicke atribute (oblik, veli¢ina) tableta pokazuju sve formulacione promenljive:

intragranularni matriks formiraju¢i polimer, njegov udeo u ukupnom polimernom

matriksu, udeo vezivnog sredstva i punioca.

Na osnovu svih sprovedenih analiza uticaja i inicijalnih procena rizika, utvrdno je:

- potencijalno kriticnim za efikasnost 1 bezbednost kod pacijenta mogu se smatrati

slede¢i kriticni atributi kvaliteta gotovog proizvoda: fizicki atributi (oblik/veli¢ina)

tablete, sadrzaj, uniformnost sadrzaja, profil brzine rastvaranja. Atributi kvaliteta kao
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Sto su identifikacija, stepen Cistoce i mikrobioloska Cisto¢a takode spadaju u kriti¢ne
atribute kvaliteta gotovog proizvoda, ali se dalje ne razmatraju posto formulacija i
procesni parametri nemaju na njih uticaj.

- atributi kvaliteta aktivne supstance, koja pripada | grupi biofarmaceutskog sistema
klasifikacije 1 uz primenu metode vlazne granulacije, ne pokazuju visok nivo rizika, na
atribute kvaliteta kod gotovog proizvoda sa modifikovanim oslobadanjem,

- formulaciona komponenta kao §to je granulat sa modifikovanim oslobadanjem
pokazuje srednji nivo rizika na fizicke atribute Kkvaliteta tableta, a zajedno sa
ekstragranularnim polimerom visok nivo rizika na profil brzine oslobadanja lekovite
supstance, dok je uticaj na sadrzaj i uniformnost sadrzaja niskog nivoa rizika,

- formulacione promenljive u okviru granulata sa modifikovanim oslobadanjem,
intragranularni matriks formiraju¢i polimer i njegov udeo u ukupnom polimernom
matriksu pokazuju visok nivo rizika na profil brzine rastvaranja leka kao kriti¢ni atribut
kvaliteta gotovog proizvoda. Srednji nivo rizika na kriti¢ne fizicke atribute (oblik,
veli¢ina) tableta imaju sve formulacione promenljive: intragranularni matriks
formirajuéi polimer, njegov udeo u ukupnom polimernom matriksu, prisustvo vezivnog

sredstva i punioca.

Ispitivanja u slede¢im poglavljima, bazirana na dizajnu eksperimenta obuhvatic¢e analizu
konstatovanih  uticaja  formulacionih  promenljivih: intragranularnog  matriks
formirajuceg polimera, njegovog udela u ukupnom polimernom matriksu i
prisustva/udela ekstragranularnog polimera na profil brzine rastvaranja leka kao i

fizicke atribute tableta.

Uticaj vezivnog sredstva nece biti odvojeno eksperimentalno razmatran, obzirom i na
njegov sinergizam sa matriks polimerom u pogledu vezivnih sposobnosti, ve¢ ¢e biti
primenjena standardna koncentracija od 3 %, preporuc¢ena od strane proizvodaca, kod
izrade C¢vrstih oblika sa polivinilpirolidon K30. Na osnovu dobijenih fizi¢kih atributa
tableta, pri ispitivanju visoko rizi¢nih uticaja intragranularnog i ekstragranularnog
polimera bi¢e procenjena i prihvatljivost primenjenog vezivnog sredstva i njegovog

udela u pogledu kompresibilnih svojstava i dobijenih atributa tableta.

Uticaj prisustva nerastvornog punioca mikrokristalne celuloze na fizicke atribute

tableta, nece biti razmatran kroz odvojene eksperimente. Literaturni podaci (Dow, 2009;
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Colorcon, 2010) i ranije sprovedena preliminarna ispitivanja sa mikrokristalnom
celulozom su pokazala da njegovo prisustvo doprinosi poboljsanju proto¢nosti mase te
¢e biti primenjen u formulacijama u za tablete preporucenim koncentracijama od 4 %, a
kroz dobijene fizicke atribute tableta pri ispitivanju visoko rizi¢nih uticaja
intragranularnog i ekstragranularnog polimera bice procenjena i prihvatljivost prisustva
I upotrebljenog udela mikrokristalne celuloze u formulaciji.
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3.2.3.Procena uticaja intragranularno i ekstragranularno prisutnih matriks

formirajuéih polimera na brzinu oslobadanja teofilina

3.2.3.1. Metode

3.2.3.1.1. Dizajn eksperimenta
Na osnovu sprovedene inicijalne procene rizika, konstatovano je da intragranularni i
ekstragranularni matriks formirajuc¢i polimeri imaju Vvisok nivo rizika na profil brzine
rastvaranja teofilina te su ove veli¢ine ukljucene pri planiranju dizajna eksperimenta.
Primenjen je pun faktorijalni dizajn sa dve promenljive, na dva nivoa i 3 zavisno
promenljive. Kao ekstragranularni matriks formiraju¢i polimer razmatran je karbomer
najnovije generacije, Carbopol® 971P NF, a hidroksipropilmetilceluloza (Methocel®
K100M) kao intragranularni polimer.
Pregled nezavisno i zavisno promenljivih prikazan je u tabeli 3.2.11.

Tabela 3.2.11. Nezavisno i zavisno promenljive, pun faktorijalni dizajn

Nezavisno promenljive Nivoi

Xi: ukupna koli¢ina polimera (Methocel® K100M i 60.0 80.0
Carbopol® 971P NF) u matriksu / mg

Xa: koli¢ina Carbopol® 971P / % 0.0 12.5

Zavisno promenljive

Y1o506:  Vreme oslobadanja 25 % teofilina T ;s
Y15006:  Vreme oslobadanja 50 % teofilina T sqo

Ygn: procenat oslobodenog teofilina nakon 8h ispitivanja

Zavisno promenljive su odabrane u skladu sa preporukom evropske farmakopeje Ph Eur
6.0, opSta monografija 2.9.3., Dissolution test for solid dosage forms,i preporukama za
pracenje dinamike oslobadanja kod tableta sa produzenim oslobadanjem, u najmanje tri
tacke: posle oslobadanja 20 % - 30 % leka, 50 % i 80 % leka.

Plan eksperimenata sa vrednostima dobijenih zavisno promenljivih je prikazana u tabeli
3.2.12.

Postupak pripreme tableta opisan je u odeljku 3.2.1.2.2. Izrada matriks tableta, a masa je

iznosila 490 mg (kod tableta sa ukupno 60 mg polimera) i 510 mg (kod tableta sa
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ukupno 80 mg polimera). Razlika u masi pripremljenih tableta (490 mg i 510 mg) bila je
manja od 1 % (i u skladu sa farmakopejskim zahtevom za variranje pojedinacne mase
tableta, 5 %) te je iskljucen uticaj razli¢itih masa, na dinamiku oslobadanja leka iz

tableta.

Tabela 3.2.12. Plan eksperimenata i vrednosti dobijenih zavisno promenljivih, pun
faktorijalni dizajn, formulacije E1-E4

kodirane vrednosti realne vrednosti  (mg) zavisno promenljive
xl X2 Xl X2 YT25% YTSO% Y8h
(HPMC+karbopol)  (HPMC) (karbopol) (h) (h) (%)
El +1 +1 80.0 70.0 10.0 3.32 7.58 52.35
E2 +1 -1 80.0 80.0 0.0 2.51 5.40 70.52
E3 -1 -1 60.0 60.0 0.0 2.13 4.87 70.04
E4 -1 +1 60.0 52.5 7.5 3.15 7.03 54.42

Dobijene zavisno promenljive - odgovori sistema, uklapani su u matematicki model I
reda (jednacina 13), kako bi se izracunali potrebni koeficijenti koji opisuju uticaj
faktora:
Y =bo + by X1+ by X; (13)
bi,b, predstavljaju faktorske efekte, a X;, X, varirane nezavisno promenljive.

3.2.3.2. Rezultati i diskusija
3.2.3.2.1. Karakterizacija fizickih atributa tableta
FiziCki atributi tableta formulacija E1-E4, izradenih prema planu eksperimenta,

prikazani su u tabeli 3.2.13.

Tabela 3.2.13. Fizicki atributi tableta, formulacije E1-E4

Parametar Masa Cvrstina Frijabilnost
(mg * Sd) (N + Sd) (%)
El 507.7+25 186.3+ 224 0.24
E2 509.3+ 2.7 187.2+15.1 0.35
E3 489.7+2.9 167.4+24.1 0.40
E4 4869+ 25 182.2+£235 0.42
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Izradene tablete formulacija E1-E4, pokazale su zadovoljavaju¢i kvalitet u pogledu
fizickih atributa mase, Cvrstine i frijabilnosti odnosno dobijene su tablete unapred
definisanog oblika i veli¢ine.

Razmotrena je 1 prihvatljivost upotrebljenih udela vezivnog sredstva (3 %
polivinilpirolidon K-30) i nerastvornog punioca mikrokristalne celuloze (4 %) na
dobijene fizi¢ke atribute tableta. Dobijeni rezultati ukazuju da je upotrebljeni udeo

vezivnog sredstva i punioca, prihvatljiv u pogledu dobijanja Zeljenih parametara tableta.

3.2.3.2.2. In vitro ispitivanje brzine rastvaranja teofilina iz tableta

Rezultati ispitivanja brzina rastvaranja teofilina u toku 8h iz formulacija prema planu
eksperimenta, E1-E4, prikazani su tabelarno (tabela 3.2.14.) i graficki (slika 3.2.1.).

Za formulacije samo na bazi hidroksipropilmetilceluloze, nadeno je oslobadanje nesto
veée kolicine teofilina iz tableta sa nizom ukupnom koli¢inom polimera E3 (60 mg
hidroksipropilmetilceluloze) u poredenju sa tabletama E2 (80 mg hidroksipropilmetil
celuloze), ali je nadena sli¢nost profila, f2=50.9, (Tabela 3.2.15.), uprkos razlici u

koli¢ini inkorporiranog polimera.

Za formulacije E1 i E4 na bazi intragranularno i ekstragranularno kombinovanih
polimera (Methocel® K100M/Carbopol® 971P NF) u matriksu, takode su dobijeni
medusobno sli¢ni profili oslobadanja, f2=83.5, uprkos razlici u ukupnoj koli¢ina
polimera i prisustvu karbomera (60 mg i 80 mg / tableti).

Nadeni odnosi ukazuju da razlika u ukupnoj koli¢ini polimera nema uticaja na znacajnu

promenu dinamike oslobadanja teofilina.

Kod formulacija samo na bazi hidroksipropilmetilceluloze (E2 i E3), nadene su mnogo
vece kolicine oslobodenog leka, u poredenju sa matriksima (E1, E4) koji su sadrzali istu
ukupnu koli¢inu polimera, ali sa udelom karbomera u koli¢ini od 12.5 % (Slika 3.2.1.),
Sto je potvrdeno izracunatim faktorima slicnosti (tabela 3.2.15.). Rezultati su ukazali da,
pri inkorporiranju 12.5 % karbomera u hidroksipropilmetilcelulozni matriks dolazi do

znacajnog usporavanja oslobadanja teofilina.
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Rezultati su u skladu sa nadenim podacima u literaturi o usporavanju oslobadanja pri
primeni 15 % ili 22.5 % Carbopol® 971P NF u kombinaciji sa Methocel® K4M
(Draganoiu i sar., 2005). Dok prema Straubel i sar., 2003, tek pri ve¢em procentnom
ucescu Carbopol® 934P od 60 % u ukupnom matriksu sa Methocel® K15M, konstatuje
se znacajnije usporavanje oslobadanja teofilina, a udeli od 20 % i 40 % karbomera, dali

su sli¢no oslobadanje kao i sam Methocel® K15M.

Tabela 3.2.14. Brzine rastvaranja teofilina, iz formulacija izradenih prema matrici
eksperimenta pun faktorijalni dizajn, E1, E2 (80 mg ukupnog polimera)
E3-E4 (60 mg ukupnog polimera)

brzina oslobadanja teofilina iz tableta

Vreme/h El E2 E3 E4
1 9,80 + 0,27 10,60 + 0,63 11,14+ 0,51 10,43 £ 0,68
2 16,89 + 1,07 20,36 + 1,82 23,92 +1,24 17,94 £ 2,43
3 23,16 + 2,36 29,60 + 2,67 32,35+1,81 24,49 £ 1,03
4 29,19 +£1,42 38,56 + 1,11 4191+1,34 29,36 + 2,10
5 35,40 £ 1,92 45,90 + 1,42 51,38 + 1,07 38,64 +1,10
6 42,42 +1,72 55,96 + 1,45 58,17 + 1,89 44,66 £ 1,14
7 47,67 £1,75 61,71+1,74 64,51 +22 50,09 £ 0,92
8 52,35+ 1,03 70,52 + 2,57 70,04 + 2,69 54,42 + 1,39
100

% oslobodenog TP

5

vreme (h)

Slika 3.2.1. Profili brzine rastvaranja teofilina iz formulacija E1-E4
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Tabela 3.2.15. Faktor sli¢nosti i izra¢unati kineticki parametri za formulacije E1-E4

Faktor sli¢nosti

2 El-E2 E3 - E4 El-E4 E2 - E3
47.9 74.6 83.51 46.9
Izracunati kineticki parametri
Model Parametri E1l E2 E3 E4
Nultog reda r2 0.9963 0.998 0.993 0.995
ko (min™) 0.10 0.14 0.14 0,11
Lag/Burst (min) 4.5 -25.5 6.6 4.9
Higuchi r? 0.994 0.995 0.998 0.993
model ky (Min®®) 3.07 4.25 4.23 3.21
Lag/Burst (min) -16.4 -25.5 -22.6 -16.9
Peppas ov r? 0.999 0.999 0.997 0.998
model kp (min™) 0.35 0.26 0.31 0.38
Lag/Burst (min) -0.4 0.5 0.4 -0.4
n 0.82 0.91 0.88 0.81

Na osnovu prikazanih rezultata potvrdeno je, da se usporavanje oslobadanja postize i
kod hidroksipropilmetilceluloze visokog viskoziteta K100M, a ne samo u sluéaju
koris¢enja hidroksipropilmetilceluloze K4M (Perez-Marcos i sar., 1994 i 1996;
Draganoiu i sar., 2005) ili K15M (Straubel i sar., 2003) u kombinaciji sa Carbopolom®
971P, §to nije zabelezeno u literaturi. Dobijeno je znacajno usporavanje oslobadanja
teofilina iako je u odnosu na literaturne podatke (15 %, 22.5 %, 60 %) primenjen
znacajno nizi udeo karbomera 12.5 %, a nadeno usporavanje oslobadanja bi se
verovatno moglo pripisati sinergistickom efektu prisutna dva polimera (Draganoiu i sar.,
2005; Smith, 2009).

3.2.3.2.3. Analiza profila brzine rastvaranja teofilina iz tableta primenom
model-zavisnih metoda

Uklapanjem profila u matematicke modele proizilazi, da teze modelu kinetike nultog
reda, mada se uklapaju i u Higuchi i Peppasov model (Tabela 3.2.15.). Konstante brzine
oslobadanja su  wvisih i  sliénih  vrednosti kod matriksa na bazi
hidroksipropilmetilceluloze, a nizih vrednosti kod kombinovanih Methocel®
K100M/Carbopol® 971P NF sistema. Izra¢unate vrednosti difuzionog koeficijenta, kod
tableta samo sa hidroksipropilmetilcelulozom su n=0.88-0.91, ukazuju¢i da se lek
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oslobada priblizno mehanizmom Case |1 transporta, kinetikom nultog reda, odnosno, u
slu¢aju viseg ukupnog udela polimera procesom relaksacije kao dominantnim.

Kod Methocel® K100M/Carbopol® 971P NF matriksa vrednost n = 0.81-0.82, te je
proces anomalnog transporta, odnosno zastupljenosti difuzije i relaksacije prisutna pri

oslobadanju leka.

3.2.3.2.4. Analiza faktorskih efekata
Analiza faktorskih efekata, kod dizajniranih formulacija E1-E4, vrSena je uklapanjem
dobijenih rezultata u matematicki model I reda i prikazana jednacinama (14 — 16) i
graficki (slika 3.2.2):

Y1506 = 2.78 + 0.55 X1 + 1.83 X, (14)
Yrso0 = 6.22 + 1.08 Xy + 4.34 X, (15)
Yen = 15.46 — 1.59 X; — 33.79 X, (16)

Nakon oslobadanja 25 % i 50 % teofilina, oba faktorska efekta imaju pozitivan
predznak, $to ukazuje da oba direktno proporcionalno uticu na vreme potrebno da se
oslobodi Zeljena koliCina leka iz matriks tableta, odakle proisti¢e da zapravo utiCu
indirektno na brzinu oslobadanja leka (usporavaju je). Shodno tome se sa porastom
vrednosti promenljivih povecava potrebno vreme za oslobadanje, odnosno usporava

brzina oslobadanja leka.

-

T50% F
v . Ob2
: : Ob1
T25%

U

-34 -26 -18 -10 -2 6 14
vrednost faktorskog efekta bl i b2

Slika 3.2.2. Vrednosti faktorskih efekata na odgovor Y 1250, Y 15006 1 Y g

127



Kod faktora Yg, oba faktorska efekta imaju negativan predznak, odnosno obrnuto
proporcionalno uti¢u na brzinu oslobadanja.
Vecu apsolutnu vrednost ima konastanta uz faktor X, — udeo karbomera u ukupnom

polimernom matriksu, a time i veci uticaj na oslobadanje leka.

Iz literature je poznato da karbomer pripada pH zavisnim polimerima i da je bubrenje i
formiranje gel sloja usporeno u pocetnoj fazi, a nepotpuno u nizim pH vrednostima.
Ovakvi uslovi bili su prisutni u toku prvih sati ispitivaja tableta, te se pomenutim
efektima moze pripisati usporeno bubrenje karbomera, tako da oslobadanje leka zavisi
prvenstveno od brzine rastvaranja i difuzije molekula sa povrSine (Lubrizol, 2011a,
2011c), a tek u kasnijoj fazi posle formiranja stabilnog gel sloja isti odreduje brzinu
oslobadanja leka. Verovatno se time mogu objasniti i niske vrednosti konstante uz X, u

prvim satima oslobadanja teofilina, odnosno vise vrednosti u kasnijoj fazi ispitivanja

Na osnovu dobijenih rezultata konstatuje se usporeno oslobadanje leka i kod
kombinacije HPMC visokog viskoziteta K100M sa Carbopolom® 971P, §to nije
zabeleZeno u literaturi.

Postignuto je znacajno usporavanje U oslobadanju teofilina, iako je u odnosu na
literaturu (15 %, 22.5 %, 60 %) primenjen znacajno nizi udeo karbomera od 12.5 %.
Analizom faktorskih efekata, nadena je obrnuto proporcionalna zavisnost, koliine
karbomera u matriksu, na brzinu oslobadanja leka, dok je uticaj ukupne koli¢ine polimer
nog matriksa malog uticaja i prvenstveno u pocetnoj fazi ispitivanja.

Nadeno usporavanje oslobadanja teofilina verovatno se moze pripisati sinergistickom
efektu prisutna dva polimera (Draganoiu i sar., 2005). Pri ¢emu u prvaj fazi dominira
uticaj intragranularno prisutnog HPMC-a na oslobadanje teofilina, a u kasnijoj fazi
dominira ekstragranularno dodat karbomer usled nagradenog jaceg gel sloja.

Takode dobijeni fizicki atributi kvaliteta tableta su prihvatljivih vrednosti, Sto ukazuje
da upotrebljeni intragranularni i ekstragranularni udeli polimera, kao i odabran udeo
vezivnog sredstva i nerastvornog punioca mikrokristalne celuloze obezbeduju dobra

protoc¢na, kompresibilna svojstva i atribute kvaliteta tableta.
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3.2.4. Primena eksperimentalnog dizajna smeSe u razvoju formulacije
matriks tableta na bazi intragranularno i ekstragranularno

kombinovanih polimera

3.2.4.1. Metode

3.2.4.1.1. Dizajn eksperimenta
Eksperimentalni dizajn smese (Mixture Experimental Design) je primenjen za razvoj
formulacije matriks tableta uz analizu uticaja kriti¢nih atributa na brzinu oslobadanja
leka (udela ekstragranularnog polimera Carbopol® 971P i udela intragranularnog
polimera HPMC dva razli¢ita visoka viskoziteta Methocel® K4M i Methocel®
K100M).
Prema eksperimentalnom dizajnu smese postavljena su 2 seta eksperimenata, svaki sa
jednim tipom hidroksipropilmetilceluloze (F1 do F8 i F9 do F16) sa po 8 model
formulacija, ukljucujuéi 3 ponavljanja (F6-F8 i F14-F16). U formulacijama su varirana

dva faktora, a ispitivan je njihov uticaj na brzinu oslobadanja teofilina (tabela 3.2.16.).

Tabela 3.2.16.Pregled nezavisno i zavisno promenljivih obuhvacenih
eksperimentalnim dizajnom smese

) y Nivoi
Nezavisno promenljive 1 )
Xy: frakcija HPMC u ukupnoj koli¢ini polimera 0.75 1.00
X,: frakcija karbomera u ukupnoj koli¢ini polimera 0.00 0.25

Zavisno promenljive

Yon: procenat oslobodenog teofilina nakon 2h ispitivanja
Y4n: procenat oslobodenog teofilina nakon 4h ispitivanja
Yen: procenat oslobodenog teofilina nakon 6h ispitivanja
Ygn: procenat oslobodenog teofilina nakon 8h ispitivanja

Ukupna koli¢ina polimera je nepromenljive vrednosti - 80 mg. X; + X, =1.

Nezavisno promenljive i njihovi nivoi su usvojeni na osnovu prethodno sprovedenih
ispitivanja. Visa verdnost ukupne koli¢ine polimera od 80 mg, kako bi se ispostovala i
preporuka da ukupna koli¢ina polimera u formulaciji bude ne manja od 20 % u cilju
uspostavljanja 1 odrzavanja stabilne dinamike usporenog oslobadanja i postizanja

robustnosti formulacije (Ford i sar., 1985; Smith, 2009). Vrednost gornjeg nivoa udela
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karbomera u ukupnom polimernom matriksu je povecana na 25 % radi sveobuhvatnije
analize njegovog uticaja. Pored hidroksipropilmetilceluloze tipa K100M kao najviseg
viskoziteta i najkompleksnijeg upotrebljen je i nizi tip viskoziteta K4M (u literaturi
koris¢en u nizoj koncentraciji od 50 mg po tableti, Draganoiu i sar., 2005), a za koji je
iz prakse i literature (Colorcon, 2010) poznato da se Cesto koristi u formulacijama sa
modifikovanim oslobadanjem, upravo zbog svojih osobina uspostavljanja umerenog ali
stabilnog rezima usporenog oslobadanja. Nivoi nezavisno promenljive X; za udeo
HPMC u ukupnom polimernom matriksu su postavljeni u opsegu od 0.75 delova do
1.00 (60 mg - 80 mg), a frakcija karbomera (X;) od 0.00 - 0.25 (0—20 mg), $to odgovara

ucescu od 25 % u ukupnom matriksu.

Plan eksperimenata sa kodiranim i realnim vrednostima nezavisno promenljivih

prikazana je u tabeli 3.2.17.

Tabela 3.2.17. Plan eksperimenata sa kodiranim i realnim vrednostima
nezavisno promenljivih, za eksperimentalni dizajn smese,
formulacije F1-F8 (HPMC K100M) F9-F16 (HPMC K4M)

% = % s kodirane  vrednosti realne vrednosti
o E o 3 Xy X2 X X2
(HPMC) (karbomer) (HPMC) (karbomer)
F1 | F9 1.000 0.000 80.00 0.00
F2 | F10 0.875 0.125 70.00 10.00
F3 | F11 0.750 0.250 60.00 20.00
F4 | F12 0.937 0.063 75.00 5.00
F5 | F13 0.812 0.188 65.00 15.00
F6 | F14 0.750 0.250 60.00 20.00
F7 | F15 1.000 0.000 80.00 0.00
F8 | F16 0.875 0.125 70.00 10.00

Analiza uticaja nezavisno promenljivih na dinamiku oslobadanja leka, sprovedena je u
vise koraka. Najpre je programski kroz Design Expert procenjen optimalni matematicki
model (izmedu raspolozivih: linearnog, kvadratnog i kubnog modela), putem analize
statistickih parametara: predvidene rezidualne sume kvadrata /PRESS/, prilagodenog
multipnog korelacionog koeficijenta /Adjusted R?%/ i prilagodenog multipnog
korelacionog koeficijenta /Predicted R?/. Pri odabiru je potrebno da PRESS — vrednost
odabranog modela bude najnize vrednosti u odnosu na ostale analizirane. Najbolje

uklapanje podataka dobijeno je pri primeni linearnog matematickog modela (jednacina
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17), a u slu¢aju HPMC K100M matriksa kvadratni model (jednacina 18) je dao bolje

rezultate:

Y =by Xy + by X (17)
Y =by X1+ by Xy + by Xg Xo (18)

Potom je odabrani matematicki model koriS¢en za izraCunavanje vrednosti faktorskih
efekata koeficijenata by, by i bip uz X; i X ili njihovu kombinaciju X; X;, kako bi se
procenio uticaj nezavisno promenljivih na dinamiku osolobadanja teofilina.

Vrednosti b;, by, biy odrazavaju efekat nezavisno promenljivih X; i X, na zavisno
promenljive. Pozitivni znak ispred koeficijenta ukazuje na sinergisticki uticaj, a veca
apsolutna vrednost koeficijenta na veéi uticaj nezavisno promenljive na zavisno

promenljivu.

3.2.4.2. Rezultati i diskusija

3.2.4.2.1. Karakterizacija fizickih atributa kvaliteta tableta
Fizi¢ki atributi kvaliteta tableta formulacija F1-F8 i F9-F16, prikazani su u tabeli 3.2.18.
Tabela 3.2.18. Fizicki atributi kvaliteta tableta, formulacije F1-F16

Parametar Masa Cvrstina Frijabilnost
(mg * Sd) (N % Sd) (%)
HPMC K100M / Carbopol 971
F1 510.1 +2.4 186.3+9.3 0.28
F2 5085+4.1 175.0 £ 19.2 0.24
F3 511.9+4.9 186.3+9.3 0.26
F4 508.9 + 3.8 1785+ 14.7 0.35
E5 509.8 + 5.7 177.3+13.6 0.34
6 512.7+2.9 1749 +11.1 0.22
F7 511.5+2.6 179.2+12.2 0.25
8 508.6 + 4.6 175.7 + 14.2 0.31
HPMC K4M / Carbopol 971

F9 510.6 +3.4 1752+ 15.6 0.45
F10 512.6 +2.7 177.6 +12.4 0.32
F11 512.1+2.3 167.4+7.4 0.24
F12 511.2+2.9 179.4 +14.9 0.15
F13 511.4+3.3 180.4 + 17.4 0.22
F14 511.5+ 2.1 176.4 + 16.2 0.29
F15 510.9+238 178.8 +16.1 0.36
F16 510.5+ 2.3 180.3+ 13.8 0.38
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Izradene tablete svih formulacija F1-F8 i F9-F16, pokazale su zadovoljavajuci kvalitet u
pogledu fizickih atributa kvaliteta mase, ¢vrstine i frijabilnosti, ukazuju¢i da se unapred
definisani zahtev CQA gotovog proizvoda koji se odnosi na fizi¢ki atribut oblik i

veli¢inu tablete ispunjava.

3.2.4.2.2. In vitro ispitivanje brzine rastvaranja teofilina iz tableta
Profili brzine rastvaranja teofilina iz matriks formulacija, na osnovu plana eksperimenta
dizajna smese, sa razli¢itim udelom karbopol-a u dva tipa hidroksipropilmetilceluloznog
matriksa (Methocel® K100M, Methocel® K4M), prikazani su u tabeli 3.2.19.-3.2.20.

Faktori razlike i faktori sli¢nosti dobijenih profila dati su u tabeli 3.2.21., a graficki
prikazi na slici 3.2.3 1 3.2.4.

Tabela 3.2.19. Brzine rastvaranja teofilina, iz formulacija izradenih prema planu

eksperimenta dizajna smeSe, koris¢enjem kombinacije polimera
Methocel® K100M i Carbopol® 971P NF

Methocel® / Carbopol® 971P NF

T/ 80/0 70/10 60/20 75/5 65/15 60/20 80/0 70/10

h F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8

1 10.8+0.51 | 9.8+0.42 |8.7+£0.14 9.4+0.40 9.1+0.15 8.9+0.45 10.4+0.58 9.8+0.12
2 20.4+1.22 | 17.1+0.45 |14.4+0.35 | 17.6+0.61 15.2+0.90 14.5+0.51 20.3+0.56 16.7+0.3
3 30.2+1.92 | 23.4+0.54 |19.4+0.09 | 24.85+0.54 | 21.4+1.10 20.6+1.96 28.9+1.01 | 22.9+0.18
4 39.3+1.43 | 29.3+0.61 |24.7+0.35 | 32.3+0.66 27.1+0.50 | 25.43+1.61 | 37.8+0.26 | 29.1+0.28
5 46.7+1.70 | 35.4+0.92 |29.8+0.47 | 39.9+2.09 32.6%1.20 30.7£1.49 45.1+1.40 | 35.4+0.26
6 56.7+1.98 | 42.5+0.72 [34.4+0.75 | 47.3+0.30 38.6+0.90 34.6+0.91 55.240.34 | 42.3+0.15
7 62.9+2.08 | 47.7+0.73 [38.7+0.34 | 52.5+0.24 43.6+1.86 40.2+1.45 60.5+1.50 | 47.6+0.27
8 72.0£2.69 |52.4+1.04 [43.0+0.43 | 58.5+0.65 49.2+2.44 44.0+1.84 69.0+0.20 | 52.3+0.67
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Tabela 5.20. Brzine rastvaranja teofilina, iz formulacija izradenih prema planu
eksperimenta dizajna smese, koris¢enjem kombinacije polimera
Methocel® K4M i Carbopol® 971P NF

Methocel® / Carbopol® 971P NF

T/ 80/0 70/10 60/20 75/5 65/15 60/20 80/0 70/10
h F9 F10 F11 F12 F13 F14 F15 F16
1 15.5+0.57 | 15.5+067 |11.4+0.58 | 15.1+1.08 13.3+1.14 10.5+0.97 14.4+0.63 | 13.7+0.17
2 30.8+0.78 | 24.8+0.68 |19.9+0.56 | 27.6+0.61 21.2+1.18 17.7+0.62 27.7¥161 | 22.7+1.11
3 41.0+£1.80 | 31.5+0.62 |24.4+1.01 | 35.5+1.03 27.4+1.01 20.8+1.04 39.4+1.07 | 28.9+0.18
4 50.6+£1.22 | 37.9£1.56 [29.9+0.26 | 43.3+0.66 33.1+1.02 28.3£1.43 51.9+2.00 | 36.1+0.80
5 58.5+1.54 | 46.2+1.04 [35.4+1.40 | 52.8+1.47 39.8+1.02 32.7£1.49 60.842.19 | 43.0£1.69
6 66.9£3.34 | 53.2+0.89 [41.4+0.34 | 59.8+0.24 46.6+2.27 38.6+2.10 69.742.14 | 51.3+1.89
7 73.4%£1.62 | 59.6+0.84 [46.4+1.50 | 65.4+0.97 51.1+1.02 42.2+1.45 745217 | 58.3+1.31
8 80.7£4.37 | 65.9£3.32 [51.5+0.20 | 72.9%1.39 56.8+0.59 48.0£1.11 82.5£3.00 | 63.9£3.02

Tabela 5.21. Vrednosti faktora razlike f1 i faktora slicnosti f2 dobijenih profila,
formulacija F1-F16

realne vrednosti HPMC K100M/Carbopol 971P NF HPMC K4M / Carbopol 971P NF

Xy X, F f1 2 F f1 2
80.00 0.00 F1 - - F9 - -
70.00 10.00 F2 32 46 F10 19 48
60.00 20.00 F3 59 37 F11 36 34
75.00 5.00 F4 20 55 F12 10 61
65.00 15.00 F5 43 42 F13 30 38
60.00 20.00 F6 55 38 F14 41 31
80.00 0.00 F7 3 85 F15 4 83
70.00 10.00 F8 32 46 F16 23 44
HPMC K100M f1 f2 f1 2

F2-F4 9.9 70.4 F4 - F5 16.8 49.1
F2-F5 8.0 76.4 F3-F6 2.7 93.9
F2-F8 0.6 99.4

HPMC K4M f1 f2 f1 f2

F10 - F12 11.5 63.5 F12-F13 22.3 47.3
F10 - F13 13.5 60.4 F11-F14 8.22 75.8
F10 - F16 5.0 81.3
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Vrednosti faktora sli¢nosti i faktora razlike najpre su izracunavani u odnosu na
formulaciju F1 i F9, koje predstavljaju matriks samo na bazi Methocel® K100M ili
Methocel® K4M.

Pri ovim poredenjima, nadene su razlike u profilima brzine rastvaranja (tabela 3.2.21.)
za sve formulacije (izuzev replikata), odnosno dobijene vrednosti su bile f1 > 15, a f2 <
50.

Izuzetak u oba seta eksperimenata su formulacije F7 i F15, koje predstavljaju replikat
(ponavljanje) eksperimenta F1 i F9 pa su stoga, ocekivano, oba profila sli¢na.

Takode kod formulacije F4 (75 mg/5 mg), u poredenju sa F1 (Methocel® K100M)
matriks nadeno je f1=20 (Sto odgovara profilima koji nisu sli¢ni) a kod F12 (75 mg/5
mg), u predenju sa F9 (Methocel® K4M) matriks istog odnosa dobijena je sli¢nost
profila (f1=10 i f2=61).

Na osnovu vrdnosti f1 i 2, odnosno sli¢nosti profila oslobadanja, proizilazi da primena
karbomera sa udelom 0.125 w/w (70 mg/10 mg) i vise u hidroksipropilmetilceluloznom
matriksu daje usporavanje oslobadanja teofilina, odnosno nizi udeo od 0.063 w/w (75

mg/5 mg), predstavlja grani¢ni slucaj, koji moze dati varijabilne rezultate.

Najvece usporavanje brzine oslobadanja leka posle 8 sati ispitivanja dobijeno je kod
matriksa F3 i F6 koji su sadrzali maksimalni udeo od 0.250 w/w karbomera (60 mg/20
mg) u kombinaciji sa Methocel® K100M (oslobodeno manje od 45 % teofilina)
odnosno F11 i F14 sa Methocel® K4M (nadeno 51.5 % leka).

Najvece oslobadanje leka dali su matriksi samo na bazi hidroksipropilmetilceluloze,
odnosno iz Methocel® K100M (F1, F7) je posle 8h ispitivanja nadeno 69 % i 72 %, a iz
Methocel® K4M (F9, F15) 80 % i 82 % teofilina. Kod ostalih formulacija kako se
proporcionalno povecavao udeo karbomera, smanjivala se koli¢ina oslobodenog leka
posle 8h ispitivanja:
F4, F12 (75/5mg) < F2=F8, F10 =F16 (70/10mg) < F5, F13 (65/15mgQ),

ali je ipak izratunavanjem dobijena sli¢nost profila kod F2 - F4 - F8 i F10 — F12 — F16
(tabela 3.2.21.) za oba tipa viskoziteta hidroksipropilmetilceluloze, izuzev odnosa F4-F5
i F12-F13 gde je konstatovana razlika profila (f2=49.1 i f2=47.2).
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Slika 3.2.3. Oslobadanje teofilina iz matriks tableta na bazi razli¢itog odnosa

kombinacije polimera Methocel® K100M i Carbopol® 971P NF, u

fiksnoj ukupnoj koli¢ini matriksa.
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Slika 3.2.4. Oslobadanje teofilina iz matriks tableta na bazi razli¢itog odnosa

kombinacije polimera Methocel® K4M i Carbopol® 971P NF, u

fiksnoj ukupnoj koli¢ini matriksa.
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Poredenje profila oslobadanja teofilina iz formulacija sa istim udelom polimera, ali iz
razli¢itih setova eksperimenata (razlicit viskozitet hidroksipropilmetilceluloze),
prikazano je graficki, slika 3.2.5., a izracunati faktori sli¢nosti i razlike dati su u tabeli
3.2.22.

Tabela 3.2.22. Vrednosti faktora razlike f1 i faktora sli¢nosti f2 za analizirane
profile unutar razli¢itih setova eksperimenata, ali sa istim udelima

polimera.
K100M - K4M Udeo polimera fl 2
(mg)

F1 K100M - F9 K4M 80.0/0.0 21.8 49.9
F7 K100M - F15 K4M 28.5 454
F3 K100M - F11 K4M 60.0/20.0 13.1 60.3
F6 K100M - F14 K4M 9.1 76.5
F5 K100M - F13 K4M 65.0/15.0 12.1 58.6
F2 K100M - F10 K4M 70.0/10.0 12.9 58.1
F8 K100M - F16 K4M 14.2 54.4
F4 K100M - F12 K4M 75.0/5.0 31.9 46.8

Poredenjem formulacija sa istim udelom polimera, ali na bazi hidroksipropilmetil
celuloze razlicitih viskoziteta, sledi da su profili oslobadanja na bazi samo K100M ili
samo K4M (F1-F9, F7-F15) razli¢iti (f1=28.5, f2=45.4), dok su kod formulacije sa
maksimalnim udelom karbopola (F3-F11, F6-F14) sli¢ni (f1=9.1, f2=76.5), bez obzira

na razlike u viskozitetu upotrebljene hidroksipropilmetilceluloze.

Sa smanjenjem udela karbomera, krive zavisnosti oslobadanja zadrzavaju trend i
slicnost, ali se uocavaju razlike u koli¢ini oslobodenog teofilina u toku vremena izmedu
formulacija. Sli¢nost profila zadrzavaju formulacije F2-F10 i F8-F16, a razlika
(f2=46.8) se konstatuje kod formulacija F4-F12 (uces¢e karbomera 5 mg, odnosno u

procentima 6.25 % u ukupnom matriksu).
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Slika 5.5. Uticaj viskoziteta hidroksipropilmetilceluloze (Methocel® K100M ili

K4M) u kombinaciji sa Carbopol® 971P NF na oslobadanje teofilina iz
matriksa sa istim udelom polimera

137



100

80 - ———hr— K100M-F2 = @ = K4M-F10

% oslobodenog TP

0 1 2 3 4 5 6 7 8
vreme (h)
100
g0 === KI00M-F4 = O = K4M-F12
(@)
& f'o) - "
1)) -
& 60 - L~ X
é ¢0 - /:/'
2 o’ /
2 404 . X
S (o)
< .- X
o] /
20 - e’ 5 /
'/Q/ HPMC / karbomer 75/5
4,
0 ¥ T T T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7 8
vreme (h)

Slika 5.5. (nastavak) Uticaj viskoziteta hidroksipropilmetilceluloze (Methocel®

K100M ili K4M) u kombinaciji sa Carbopol® 971P NF na oslobadanje
teofilina iz matriksa sa istim udelom polimera
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Dobijeni rezultati usporavanja oslobadanja u prisustvu karbomera su u saglasnosti sa
malobrojnim raspolozivim literaturnim podacima, a objasnjavaju se prisutnim
sinergistickim delovanjem polimera (Dragainou i sar 2005; Smith, 2009). Nisu nadene
znacajne razlike u pogledu ponasanja matriksa karbomera sa Metholcel® K4M koji je
literaturno obradivan i Metholcel® K100M. | ovim ispitivanjima je potvrdeno da se
usporavanje oslobadanja postize u prisustvu koncentracije karbomera od 12,5 % (Sto
odgovara odnosu 70 mg/10 mg) ali i 25 % (odnos 60 mg/20mg). Kriticna vrednost udela
karbomera radi postizanja stabilnog oslobadanja je da koncentracija bude veca od 6,6 %
(8to odgovara odnosu 75 mg/5 mg). Sli¢no ponasanje bez obira na razlike u viskozitetu
hidroksipropilmetilceluloze, potvrduje pretpostavku da u kasnijoj fazi oslobadanja
dominira karbomer.

Sva ispitivanja su pokazala, da su dobijene tablete zadovoljavaju¢ih parametara i

prihvatljivih profila, te da se formulacije mogu ukljuciti u proces optimizacije.

3.2.4.2.3. Analiza profila brzine rastvaranja teofilina iz tableta primenom
model-zavisnih metoda

IzraCunati kineticki parametri: konstanta brzine oslobadanja nultog reda ko, kvadratnog
korena k i Korsmayer-Peppasovim modelom k, , difuzioni eksponent n, koeficijent
korelacije r? i Lag/burst efekat (efekat odloZenog/naglog oslobadanja), prikazani su u
tabeli 3.2.23.
Kod oba seta eksperimenata brzine oslobadanja, u skladu sa modelom kinetike nultog
reda i kvadratnog korena, smanjuju se po vrednosti sa povecanjem udela karbomera u
HPMC matriksu. Najsporije oslobadanje je nadeno kod formulacija koje sadrze 25 %
karbomera F3 i F11, (2.46 min™®® sa K100M; 2.71 min®° sa K4M ) odnosno ponovljene
formulacije F6 i F14, neSto brze oslobadanje u formulacijama sa manjim udelom
karbomera 65/15 w/w F5 i F13 (2.86 min™®° sa K100M; 3.09 min™° sa K4M ), potom
kod F2 i F10 70/10 w/w (3.07 min™®® kod K100M; 3.58 min®° kod K4M) i F8 (3.08
min®?), a najveca brzina kod tableta samo sa Methocel® K100M, F1 (4.34 min %)
odnosno F9 4.62 min®° za K4M. Formulacije zasnovane na hidroksipropilmetilcelulozi
viSeg viskoziteta K100M i karbomeru pokazale su manju brzinu oslobadanja, nego
formulacije sa Methocel® K4M i karbomerom u istom polimernom odnosu. Rezultati
potvrduju prethodnu pretpostavku zasnovanu na razli¢itoj sposobnosti geliranja

Methocel® K100M i K4M, uz sinergisticku interakciju izmedu polimera.
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Tabela 3.2.23. Kineti¢ki parametri: konstanta brzine oslobadanja nultog reda ko, kvadratnog
korena k; i Korsmayer-Peppasovim modelom k, , difuzioni eksponent n,

koeficijent korelacije r* i Lag/Burst efekat, formulacije F1-F16

Nultog reda Higuchi model Pepasov model
Run r? ko Lag/Burst r? k, Lag/Burst r’ K, Lag/Burst n
(min?)  (min) (min %) (min) (min™  (min)

Methocel® K4M/ Carbopol ® 971P NF

F1 0.998 0.14 -235 0.995 4.34 6.0 0.999 0.27 1.6 0.91
F2 0.997 0.10 -45.0 0.995 3.07 5.3 0.999 0.36 1.2 0.81
F3 0.998 0.08 -55.9 0.995 2.46 5.0 0.999 0.35 15 0.78
F4 0.998 0.12 -30.1 0.995 3.54 5.8 0.999 0.26 0.0 0.88
F5 0.999 0.09 -40.9 0.993 2.86 5.4 0.999 0.31 1.8 0.82
F6 0.997 0.08 -574 0.996 2.52 4.9 0.999 0.36 1.0 0.78
F7 0.998 0.14 -25.6 0.995 4.16 5.9 0.999 0.27 0.8 0.90
F8 0.998 0.10 -42.2 0.994 3.08 5.4 0.999 0.33 0.7 0.82
Methocel® K4M/ Carbopol ® 971P NF

F9 0.988 0.15 -70.8 0.999 4.62 4.6 0.998 0.56 -4.9 0.80
F10  0.991 0.12 -81.0 0.994 3.58 4.1 0.999 0.90 12 0.69
F11  0.989 0.09 -925 0.991 2.71 3.7 0.998 0.93 17 0.65
F12  0.990 0.13 -77.5 0.998 4.06 4.3 0.999 0.73 -1.0 0.74
F13  0.991 0.10 -82.0 0.995 3.09 41 0.999 0.76 1.0 0.70
F14  0.989 0.08 -916 0.984 2.49 3.6 0.994 1.00 2.3 0.63
F15 0.989 0.16 -56.9 0.999 4.90 5.0 0.997 0.45 -6.0 0.84
F16  0.995 0.12 -61.8 0.992 3.59 4.7 0.998 0.66 1.8 0.74

Analiza mehanizma oslobadanja teofilina pokazuje da su dobijene n vrednosti
difuzionog eksponenta manje ili jednake 0.88 (kod K2100M/karbomer matriksa),
odnosno manje od 0.74 (kod K4M/karbomer matriksa) tako da oba procesa i difuzija i
erozija doprinose oslobadanju leka, $to ukazuje na prisustvo anomalnog transporta
(odnosno ne-Fickove difuzije). Porast udela karbomera u matriksima dovodi do
smanjenja vrednosti n od 0.88 na 0.78 (kod Methocel® K100M / Carbopol® 971P NF),
odnosno od 0.74 na 0.63 (kod Methocel® K4M / Carbopol® 971P NF).

Najveca n vrednost (vise od 0.90) kod formulacije samo na bazi Methocel® K100M,
ukazuje na prisustvo Case Il transporta, kinetiku nultog reda. Kod analiziranih matriksa
samo na bazi hidroksipropilmetilceluloze, dobijene n vrednosti pokazuju da je erozija
predominantni mehanizam u oslobadanju teofilina. Nasuprot ovome, kada se karbomer

dovede u kontakt sa medijumom, spolasnja povrSina matriks tablete pocinje da
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hidratiSe, bubri i formira gel sloj (hidrogel), koji dalje kontroliSe oslobadanje leka iz
tableta. Posto karbomer nije hidrosolubilan on se ne rastvara i erozija na nacin kao kod
linearnih polimera se ne deSava. Kada hidrogel sloj postane potpuno hidratisan,
osmotski pritisak unutar njega moze rastaviti strukturu, putem odvajanja delova sa
povrsine hidrogela (polimerna relaksacija). Kod matriksa koji predstavljaju kombinaciju
HPMC i karbomera, mehanizam difuzije pokazuje veéi uticaj na oslobadanje leka i
stoga se javlja smanjenje n vrednosti, vode¢i ka anomalnom transportu. Sli¢ni rezultati
dobijeni su od strane Lubrizol, 201 1c¢, za slu¢aj oslobadanja teofilina iz matriksa na bazi
karbomera.

Koris¢enjem linearnog modela kod statisticke analize ANOVA, za dobijene vrednosti
difuzionog eksponenta n, naden je znacajan uticaj udela karbomera u kombinaciji sa
Methocel® K100M (p < 0.002), odnosno sa Methocel® K4M (p < 0.0003), na

mehanizam oslobadanja teofilina.

3.2.4.2.4. Analiza faktorskih efekata
Vrednosti by, by, bjy odrazavaju efekat nezavisno promenljivih X; i X, na zavisno
promenljive (tabela 3.2.24, slika 3.2.6). Pozitivni znak ispred koeficijenta ukazuje na
sinergisticki uticaj, a veca apsolutna vrednost koeficijenta na veci utivaj nezavisno

promenljive na zavisno promenljivu.

Tabela 3.2.24. Pregled statistickih parametara usvojenog optimalnog modela analize i
izraCunati koeficijenti uticaja nezavisno promenljivih

Matriks: Methocel® K100M / Carbopol 971P NF Methocel® K4M / Carbopol 971P NF
Model: Kvadratni Linearni

Parametri Yon Yan Yen Ysn Yon Yan Yen Yen

Sd 0.34 0.66 0.69 1.59 1.05 1.82 1.56 1.48
Adjusted R? 0.979 0.985 0.993 0.978 0.998 0.957 0.981 0.986
Predicted R? 0.971 0.968 0.987 0.960 0.887 0.933 0.967 0.975
PRESS 11 6.5 6.7 32.1 12.8 36.3 29.2 27.3
b, (X1) 20.2 38.4 55.7 70.1 28.6 49.6 67.5 80.8
b, (X2) 32.7 1114 103.9 181.9 -10.3 -37.1 -44.8 -45.0
b1z (X1 Xy) -475 -167.9 -176.8 -288.2 - -

Kod HPMC K100M/karbomer matriksa vrednosti koeficijenta b; su manje nego

vrednosti b, ukazujuéi da je uticaj K100M (X;) na oslobadanje leka u toku vremena
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manji nego od strane karbomera (X;). Takode uticaj K100M (X;) frakcije na koli¢inu
oslobodenog leka je veci (b; vrednost 55.79 i 70.10) u kasnijim satima ispitivanja (6h,
8h), nego u ranijim satima oslobadanja leka (2h i 4h), §to se moZe objasniti postignutom
klompletnijom hidratacijom i nagradnjom gel barijere u kasnijem periodu ispitivanja.

Koeficijent b, je znacajno vecih vrednosti u odnosu na b, tako da karbomer pokazuje
znacajno veci uticaj na oslobadanje leka u odnosu na hidroksipropilmetilcelulozu u toku

celog intervala ispitivanja.
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Slika 3.2.6. Vrednosti faktorskih efekata na odgovor Y n, Y an, Y 6n Y gn

Koeficijent by ima najveéu vrednosti pokazujuéi da uticaj kombinacije HPMC K100M i
karbomera (X1 X;) predstavlja glavni faktor uticaja na oslobadanje leka iz matriks
tabeta, a porast vrednosti faktora ukazuje na mnogo znacajniji uticaj u kasnijoj fazi
ispitivanja. Ovo se mozZe objasniti pretpostavljenom snaznom sinergistiCkom
interakcijom izmedu dva gel sloja formirana od strane HPMC i karbomera. Znacajan
uticaj faktora X; X, u kasnijoj fazi moze se dovesti u vezu i sa sporijim geliraju¢im
svojstvima hidroksipropilmetilceluloze visokog viskoziteta na pocetku i naglim
geliranjem karbomera samo pri visim pH vrednostima medijuma za rastvaranje (kasnija

faza ispitivanja).

Udeo polimera u matriksu ima obrnuto srazmeran efekat na oslobadanje leka (negativan
znak ispred bi2). Najsporije oslobadanje leka dobijeno je za kombinaciju najmanjeg
udela HPMC i najveée kolicine karbomera u ukupnom polimernom matriksu.

Za matrikse sa HPMC nizeg viskoziteta (K4M) i karbomerom, vrednosti koeficijenta b;

i b, ukazuju da oba faktora imaju znacajan uticaj na oslobadanje leka. Uticaj HPMC
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K4M frakcije (X1) je veci (by vrednosti 67.5 i 80.8) u kasnijoj fazi ispitivanja (6h,8h)
dok je uticaj frakcije karbomera (X;) na oslobadanje leka konstantne vrednosti u toku
posmatranog perioda ispitivanja (-44.8 i -45.0). Udeo karbomer-a (Xz) u matriksu ima
obrnuto srazmeran uticaj na oslobadanje leka (negativan znak ispred b,. HPMC K4M
kao polimer nizeg viskoziteta zahteva manje vreme za penetraciju vode, bubrenje i
formiranje gel sloja tako da se uticaj ovog polimera na oslobadanje leka uocava ne samo
u prvoj fazi ispitivanja ve¢ i u kasnijem periodu. Gel barijera koju gradi K4M ima manji
viskozitet nego barijera K100M, te stoga pokazuje 1 manji uticaj na koli¢inu
oslobodenog leka u kasnijoj fazi ispitivanja. Karbomer gel sloj ima glavni uticaj u
usporavanju oslobadanja leka iz K4M / karbomer matriksa. Sa povecanjem koli¢ine
karbomera u matriksu, ja¢i i uniformniji gel sloj se stvara dovode¢i do veceg

usporavanja oslobadanja leka.

Rezultati su pokazali da eksperimentalni dizajn sme$e moze biti uspes$no primenjen u
analizi uticaja, intragranularno (HPMC K100M i K4M viskoziteta) i ekstragranularno

(karbomer) kombinovanih polimera, na oslobadanje teofilina iz tableta.

Usporeno oslobadanje teofilina iz matriks tableta u toku osam sati ispitivanja nadeno je
kod svih ispitivanih formulacija. Vece usporavanje oslobadanja je kod matriksa na bazi
karbomera u odnosu na matrikse izradene samo od HPMC. Sto je veéi udeo karbomera
sporija je brzina oslobadanja i manja vrednost difuzionog eksponenta n dobijena. Kod
HPMC matriksa erozija je predominantni mehanizam oslobadanja (odnosno Case Il
transport) dok se sa inkorporiranjem karbomera javlja anomalni transport kod koga su i
proces erozije i proces difuzije zastupljeni. Kod istog udela ekstragranularnog, a
razli¢itog viskoziteta intragranularnog polimera K100M ili K4M, uocava se sli¢nost
profila formulacija, iskazana kroz faktor sli¢nosti, ukazuju¢i na dominaciju uticaja

karbomera u procesu oslobadanja.
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3.2.5. Optimizacija formulacije matriks tableta primenom eksperimentalnog

dizajna smese i izbor prototip formulacije

3.2.5.1. Metode

3.2.5.1.1. Optimizacioni dizajn
Pomoc¢u numeri¢ke optimizacione procedure u okviru eksperimentalnog dizajna smese
moguce je, na osnovu postavljenog seta eksperimenata, sprovedene analize i utvrdenih
odnosa, do¢i do optimalnog reSenja formulacije sa predlozenim vrednostima za kriti¢ne
atribute (udeo HPMC polimera i karbopola, X; i Xz) postizanja dinamike oslobadanja
teofilina definisane kroz cilj optimizacije.
Optimalna formulacija do koje se zelelo do¢i trebala je da pokaze profil oslobadanja
slican profilu nadenom kod ispitivanja odabranog komercijalnog preparata.
Posto je prethodnim ispitivanjem obuhvaéeno pet komercijalnih preparata, pri cemu su
dobijene potpuno razli¢ite brzine rastvaranja (tabela 3.1.13.), a pritom su to preparati sa
trziSta potpuno ravnopravni u pogledu terapijske primene, za dalje analize odabrana su
tri sa karakteristicnim razlikama u dinamici oslobadanja (posle 8h oslobodeno oko 50 %
za R-1, oko 80 % kod R-11i oko 63 % kod R-1V, tabela 3.1.4.). Tako da su na osnovu tri
komercijalna proizvoda razli¢itih brzina rastvaranja ispitivanih Testom 3 USP (tabela
3.1.4), za potrebe sprovodenja optimizacije, definisana tri potencijalna opsega
oslobadanja teofilina (posle 2h, 4h, 6h i 8h):

Potencijalni opseg koji odgovara profilu oslobadanja R-I, Aminofilin 350 mg
Yon 10% - 30%, ciljana vrednost 20 %,
Yan 20% - 40% ciljana vrednost 30 %,
Yen 30% - 50%, ciljana vrednost 40 %,
Yen 40% - 60%, ciljana vrednost 50 %,

Potencijalni opseg koji odgovara profilu oslobadanja R-11, Phyllocontin 350 mg
Yon 20% - 40%, ciljana vrednost 30 %,
Y 40% - 60% ciljana vrednost 50 %,
Yen 55% - 80%, ciljana vrednost 65 %,
Yen 75% - 95%, ciljana vrednost 85 %,

Potencijalni opseg koji odgovara profilu oslobadanja R-1V, Aminophyllinum 350 mg
Yon 15% - 30%, ciljana vrednost 25 %,
Yan 30% - 50% ciljana vrednost 40 %,
Yen 40% - 65%, ciljana vrednost 55 %,

Ysan 50% - 80%, ciljana vrednost 70 %,
Potencijalni opsezi sa ciljanim vrednostima prikazani su graficki na slici 3.2.7.
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Slika 3.2.7. Profili oslobadanja komercijalnih preparata ispitivanih Testom 3 USP, i

postavljeni potencijalni opsezi oslobadanja za potrebe postupka optimizacije
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Ustanovljeni opsezi su kori§¢eni u procesu optimizacije kako bi se predvidele optimalne
formulacije. Dobijeni su predlozi za tri optimalne formulacije, na osnovu kojih su
izradene matriks tablete predloZzenog sastava 1 ispitane. Radi procene uspesSnosti
optimizacije, uporedene su predvidene i nadene vrednosti zavisno promenljivih i
izraCunata je greska predvidanja prema jednacini 19:

PE % = (O —-P)/P x 100 (19)

PE % - Greska predvidanja (%); O — nadena vrednost; P - Predvidena vrednost

3.2.5.2. Rezultati i diskusija
Predvideni 1 nadeni profili za predlozene kombinacije dobijeni pomocu numericke

optimizacione procedure prikazani su u tabeli 3.2.25.

Tabela 3.2.25. Predvidene i nadene vrednosti zavisno promenljivih (koli¢ina
oslobodenog leka u %) optimizovanih formulacija sa modifikovanim

oslobadanjem
Yon Yan Yen Yen

Profil oslobadanja po modelu R-1
Predvideno (Py) 19.00 % 28.59 % 40.00 % 50.00 %
Nadeno (Oy) 17.10 % 31.40 % 42.97 % 53.92 %
Greska predvidanja -10.0 % 9.8 % 74 % 7.0%
Profil oslobadanja po modelu R-11
Predvideno (P,) 29.00 % 49.64 % 67.71 % 80.90 %
Nadeno (Oy) 26.43 % 53.87 % 72.02 % 85.82 %
Greska predvidanja -8.9 % 8.5% 6.4 % 6.1 %
Profil oslobadanja po modelu R-1V
Predvideno (P3) 20.25 % 38.37 % 55.72 % 70.00 %
Nadeno (O3) 22.10% 41.03 % 60.64 % 72.90 %
Greska predvidanja 9.1% 6.9 % 8.8 % 4.1%

U sluc¢aju komercijalnog preparata R-1 Aminofilin 350 mg, optimizacionom procedurom
predlozena je kombinacija od 0.75/0.25 delova polimera, §to odgovara kombinaciji
datoj kod formulacija F11 ili F14 (K4M / karbomer: 60.0 mg/20.0.mg).

Za komercijalni preparat R-I11 Phyllocontin 350 mg, optimizacijom predlozen udeo
iznosio je 1.0/0.0 delova polimera, §to odgovara kombinaciji datoj kod formulacija F9
ili F15 (K4M / karbomer: 80.0 mg/0.0.mg).
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Profil sli¢an komercijalnom preparatu R-IV Aminophyllinum 350 mg, mogao se postici
za predlozeni optimizovani odnos od 0.999 delova K100M, sto je vrlo blisko
kombinaciji datoj kod formulacije F1 ili F7 (K100M/karbomer, 80.0 mg/0.0.mg).
Rezultati brzine rastvaranja optimizovanih tableta kao i vrednosti predvidene
optimizacionom procedurom su prikazani u tabeli 3.2.25. i na slici 3.2.8. — 3.2.10.
Izracunate greske predvidanja za Y2h, Y4h, Y6h i Y8h, za model formulacije u odnosu
na referentne proizvode bila je ispod 10 %.

Podaci iz literature sadrze navode o koriS¢enju slicnog eksperimentalnog modela

dizajna u svrhu dobijanja optimalne formulacije predefinisanih atributa kvaliteta (Huang
i sar., 2005; Chopra i sar., 2007; ).

100,00
el D
= A =01
80004  ------ min
------ max
o
= 60,00 - -
en .
=]
g
=]
(=3
=
=
g
X

0 2 4 6 8
vreme (h)

Slika 3.2.8. Predvideni (P1) i nadeni (O1) profili brzine rastvaranja za optimizovanu

formulaciju za profil oslobadanja prema modelu R-1
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Slika 3.2.9. Predvideni (P2) i nadeni (O2) profili brzine rastvaranja za optimizovanu

formulaciju za profil oslobadanja prema modelu R-11
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Slika 3.2.10. Predvideni (P3) i nadeni (O3) profili brzine rastvaranja za optimizovanu

formulaciju za profil oslobadanja prema modelu R-1V

148



3.2.5.2.1. Poredenje profila i izbor prototip formulacije
Obzirom da neke formulacije unutar postavljenih setova eksperimenata po sastavu i
odnosu nezavisno promenljivih odgovaraju optimizovanim formulacijama, uradeno je
poredenje njihovih profila u odnosu na profil komercijalnog preparata (slika 3.2.11-
3.2.13.), i na osnovu toga utvrdene prototip formulacije za dalji rad.
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Slika 3.2.11 Poredenje profila brzine rastvaranja Aminofilin 350 mg (R-1) i formulacije

F11 sa optimizacijom definisanim udelom Methocel® K4M/Carbopol®
(60/20)

Za komercijalni preparat R-1, Aminofilin 350 mg, izdvojena je optimalna prototip
formulacija F11 sa udelom Methocel® K4M/Carbopol 971P NF 60/20, koja je pokazala
najprihvatljivuju sli¢nost profila (f1=4.1, £2=84.2).

U sluc¢aju komercijalnog preparata R-11, Phyllocontin 350 mg, F9 formulacija sa udelom
Methocel® K4M/Carbopol 971P NF 80/0, koja je pokazala najprihvatljivuju slicnost
profila (f1=3.3, f2=83.4) je odabrana.
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Slika 5.12. Poredenje profila brzine rastvaranja Phyllocontin 350 mg (R-Il) i

formulacije F9 sa optimizacijom definisanim udelom Methocel®

K4M/Carbopol® (80/0)
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Slika 3.2.13. Poredenje profila brzine rastvaranja Aminophyllinum 350 mg (R-1V)

i formulacija F7 sa optimizacijom definisanim udelom Methocel®
K100M/Carbopol® (80/0)
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Za komercijalni preparat R-1V, Aminophyllinum 350 mg, izdvojena je optimalna
prototip formulacija F7 sa udelom Methocel® K100M/Carbopol® 80/0, koja je
pokazala najprihvatljivuju sli¢cnost profila (f1=8.1, £2=70.7).

Optimalna formulacija do koje se zelelo do¢i trebala je da pokaze profil oslobadanja
sli¢an profilu nadenom pri ispitivanju odabranog komercijalnog preparata. Numericka
optimizaciona procedura meSanog eksperimentalnog dizajna omogucila je dobijanje tri
optimalna reSenja uz izraCunatu gresku predvidanja ispod 10 %, i konkretne sastave
formulacija sa optimizovanim udelima polimera i brzinama oslobadanja slicnim u
odnosu na tri razli¢ita profila nadena kod komercijalnih preparata uzetih u razmatranje.
Rezultati su u skladu sa navodima literature o kori§¢enju slicnog eksperimentalnog
modela dizajna u svrhu dobijanja optimalne formulacije predefinisanih atributa kvaliteta
(Huang i sar., 2005; Chopra i sar., 2007). Za komercijalni preparat R-1, Aminofilin 350
mg, izdvojena je optimalna prototip formulacija F11 sa udelom Methocel®
K4M/Carbopol®, 60/20, za preparat R-Il, Phyllocontin 350 mg, F9 formulacija sa
udelom Methocel® K4M/Carbopol® 80/0, i za komercijalni preparat R-1V,
Aminophyllinum 350 mg, F7 sa udelom Methocel® K100M/Carbopol® 80/0.
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3.3.  ISPITIVANJE INVITRO/IN VIVO ODNOSA

Ispitivanja prikazana u ovom delu odose se na analizu moguénosti uspostavljanja
preliminarnog in vitro/in vivo odnosa®, kod izdvojene tri prototip formulacije i
odabrana dva komercijalna proizvoda kao i proveru opravdanosti primene kunic¢a kao

zivotinjskog modela za in vivo ispitivanja u ranoj fazi razvoja.

3.3.1. Materijali i metode
3.3.1.1. Materijali
U in vivo ispitivanja su uklju¢ena dva od razmatrana tri (odeljak 3.2.5.) komercijalna
preparata u obliku tableta sa modifikovanim oslobadanjem (koji su pokazivali grani¢ne
minimalne/maksimalne vrednosti oslobadanja in vitro u toku 8h ispitivanja od oko 50 %
odnosno 80% leka) i tri optimizovane prototip formulacije odabrane in vitro
ispitivanjima opisanim u odeljku 3.2.5.2.1:
o Aminofilin tablete sa produzenim oslobadanjem 350 mg, Srbolek ad, Srbija, R-I,
o Phyllocontin®-350, tablete Purdue Pharma, Kanada, R-11,
o Formulacija F11 (odeljak 3.2.5.2.1) sa udelom Methocel® K4M/Carbopol 971P
NF 60/20, u daljim analizama oznacena kao Prototip formulatija PF-I,
o Formulacija F7 (odeljak 3.2.5.2.1) sa udelom Methocel® K100M/Carbopol 971P
NF 80/0, u daljim analizama ozna¢ena kao Prototip formulatija PF-11,
o Formulacija F9 (odeljak 3.2.5.2.1) sa udelom Methocel® K4M/Carbopol 971P NF

80/0, u daljim analizama oznacena kao Prototip formulatija PF-I11,

@ Metodologija i izvodenje in vivo ispitivanja na kuni¢ima kao Zivotinjskim modelima bila je

predmet druge doktorske disertacije (Petricevi¢, 2010) a nadene koncentracije teofilina u krvi

kuniéa preuzete su iz disertacije za potrebe analize mogucnosti uspostavijanja in vitro/in vivo

odnosa.
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3.3.1.2. Metode

In vitro ispitivanja sprovodena su prema Testu 3 USP (odeljak 3.1.): aparatura 11 USP,
brzina mesanja 50 rpm, na temperaturi 37 + 2°C, 900 ml medijuma (vestacki Zeludacni
sok bez pepsina, pH=1.2/0-1h, vestacki crevni sok bez enzima, pH=7.5/2h-8h), a sadrzaj
oslobodenog teofilina je odreden UV-VIS spektrofotometrijskom metodom na 271 nm.

In vivo ispitivanja (doktorska disertacija Petri¢evi¢, 2010), sprovedena su na Cetiri
kuni¢a (rase Chinchilla), mase 4.0-4.5kg, metodom unakrsnog jednodoznog ispitivanja.
Izmedu primene dva preparata postovan je "washout" period od sedam dana. Zivotinje
nisu dobijale nikakve druge lekove, cuvane su u odvojenim kavezima a njihov tretman
sproveden je u skladu sa vaze¢im evropskim vodicem Guide for Care and Use of
Laboratory Animals, NIH publication No 85-23. Svakoj zivotinji aplikovana je jedna
tableta, koja je odgovarala humanoj dozi teofilina (283,5 mg kod preparata R-II
odnosno 300 mg anhidrovanog teofilina kod svih ostalih tableta). Uzorci krvi zivotinja
uzimani su iz uSne vene zivotinja prema protokolu (Donovan i Brown, 2006), u
definisanim vremenskim intervalima, u periodu 0-48h koji odgovara ¢etvorostrukom
poluzivotu eliminacije "half-life" (5-13h) kod teofilina. Plazma koncentracija teofilina
odredivana je posebnom za ova ispitivanja razvijenom HPLC metodom, na talasnoj

duzini 254 nm.

3.3.1.3. Analiza in vitro i in vivo rezultata
Pri obradi in vitro rezultata, primenjeni su matematicki modeli za procenu profila brzine
rastvaranja teofilina (opisani u okviru poglavlja 3.1.1 i 3.2.1.), i odredeni su faktor
slicnosti f2, konstante brzine oslobadanja (ko, k,, kp), Lag/Burst efekat i difuzioni

eksponent n.
Pri analizi in vivo rezultata razmatrani su: Cpax, maksimalna plazma koncentracija koja

predstavlja najvisSu koncentraciju leka postignutu u plazmi kuni¢a posle oralne

aplikacije; Tmax, Vreme potrebno da se dostigne maksimalna koncentracija leka u plazmi.
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Povrsine ispod krive plazma koncentracije leka u funciji vremena (AUC,_,, i AUC)_..0),
koje su izratunavane primenom trapezoidalnog metoda, a prema jednacini 20, (Cardot,
2007a; Bendas, 2009; Delvadia i sar., 2012 ):

AUC oo, =Z[(Ci + C +1/2) (tis1— )] + Cr / K¢ (20)

Bioraspolozivost jednog proizvoda blize odreduje koli¢inu 1 brzinu kojom lek dospeva u
cirkulaciju (Bourne, 2006; Ikegami i sar., 2006). lzracunavana je relativna bioloska
raspolozivost (Fre %) kako bi se uporedila raspolozivost prototip formulacija razli¢itih
sastava na bazi iste aktivne supstance, a u odnosu na komercijalne preparate koji su
tretirani kao standardni dozirani oblik, a prema jednacini 21. Posto su poredeni preparati
razli¢itih deklarisanih doza aminofilina, izraCunavanje je dozno normalizovano;
odnosno vrednosti povrsine ispod krive AUC ,_,., su korigovane veli¢inom aplikovane

doze:

Fre % = ([AUC ()_,oo] Test X DOSE Ref) / ([AUC ()_m] ref X DOSE Test) x 100 (21)

Za odredivanje in vivo profila rastvaranja i resorpcije leka, izracunavan je procenat
kumulativne frakcije (% FDy) resorbovane doze teofilina u vremenu t primenom
Wagner-Nelson-ove jednacine (Wagner i Nelson, 1964; Cardot, 2007; Shah i sar. 2009).
Ova metoda izraCunavanja primenljiva je kod aktivnih supstanci ¢ija se raspodela u
organizmu moze opisati jednoprostornim farmakokinetickim modelom, gde spada i
teofilin, i u literaturi se srece kod in vitro/in vivo analiza preparata teofilina na kuni¢ima
(El-Yazigi i Sawchuk, 1981; El-Yazigi i Sawchuk, 1985; Musko i sar., 2001), psima
(Tse i Szeto, 1982; Ikegami i sar., 2006) i ljudima (Torrent i sar., 1988; Sabnis i
Adeyeye., 1998; Varshosaz i sar., 2000):

% FD; = (Ct + Kgy X AUC_¢) / Kt X AUC (22)
% FDy, - frakcija resorbovanog leka u vremeu t; C;, - koncentracija leka u plazmi u

vremenu t; Kg, - konstanta brzine eliminacije.

Izracunati in vivo profili resorbovane frakcije teofilina su graficki poredeni sa

eksperimentalno nadenim in vitro profilima brzine rastvaranja (Shah i sar., 2009), uz
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primenu regresione analize, i na osnovu koeficijenta korelacije, koeficijenta pravca
prave i odsecka na y-0si, procenjivano je postojanje in vitro/in vivo korelacije nivoa A.
Prema zahtevima regulative ocekuje se uspostavljanje linearne zavisnosti (CDER, 1997;
Emami, 2006; Nandy i sar., 2011; Mirza i sar., 2013), mada su i nelinearni odnosi

poznati i prinvatljivi (Polli i sar., 1996; Hayes i sar., 2004; Parojci¢ i sar., 2007).

Predvidivost primenjenog in vitro/in vivo modela i primenjenog in vitro testa brzine
rastvaranja, procenjena je na osnovu izra¢unatog procenta greske predvidanja (PE%),
dobijenog poredenjem predvidenih i1 eksperimentalno dobijenih farmakokineti¢kih
parametara (Cgp 1 AUCy_,s1) kod kuniéa. Pretpostavljeni farmakokineticki parametri su
izraCunavani iz plazma koncentracionih profila, dobijenih izracunavanjem iz
eksperimentalno nadenih in vitro profila brzine rastvaranja primenom inverzne Wagner-
Nelson-ove jednacéine (23), predlozene od strane Gohel i sar., 2005 i primenjene u
radovima drugih autora (Bendas, 2009; Scheubel, 2010; Delvadia i sar., 2012):

C t+1 = (2'AF-D/Vy) + Ct (2 - Kgi'At) / (2 + Kgi'At) (23)
C w1, - predvidena koncentracija leka u plazmi u vremenu t+1;  AF = Fag.q) — Fag;

D, - doza; Vg, - volumen distribucije; Ko, - konstanta brzine eliminacije; At = t(+1) - t:.

Do vrednosti veli¢ina Vg i K¢ upotrebljenih u izraCunavanjima inverznom Wagner-
Nelsonovom jednacinom doSlo se na osnovu raspolozivih rezultata i odgovaraju¢ih
preracuna. Postojanje inter i intra individualnih razlika u vrednosti konstante brzine
eliminacije teofilina (Wagner, 1986; Milavetz i sar., 1987) konstatovano je, pri
ispitivanju na ljudima (Aronson i sar., 1992), kuni¢ima (EI-Yazigi i Sawchuk, 1981), pri
razli¢itom nacinu aplikacije (i.v. vs oralni put), kao i kod razli¢itog sastava (sa
trenutnim oslobadanjem vs sa produzenim oslobadanjem), farmaceutskog oblika
(Aronson i sar., 1992; Gohel i sar., 1997; Varshosaz i sar., 2000). Stoga su vrednosti
volumena distribucije Vy 1 konstante brzine eliminacije K¢ koje su koris¢ene u
izraCunavanjima inverznom Wagner-Nelson-ovom jednacinom, preuzete iz EMA, 1998,
izveStaja komiteta za veterinarske medicinske proizvode (dobijene posle jednokratne
aplikacije teofilina i.v. injekcijom kod kunic¢a): prividni volumen distribucije 545 ml/kg
a ukupni klirens 69 ml/kg/h. Dodatno, prividni volumen distribucije korigovan je u
odnosu na primenjenu dozu. Kod jednoprostornog modela pri aplikaciji i.v. injekcije

faktor proporcionalnosti izmedu doze D (10 mg) i V4 kod kuniéa je iskazan odnosom
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D/Vy4. Ova proporcionalnost je koriS¢ena U izraCunavanjima prividnog volumena
distribucije kod zeceva za primenjene doze od 283.5 mg i 300 mg teofilina. Opisanim
postupkom izrac¢unate vrednosti prividnog volumena distribucije su iznosile 16.3 L ili
15.4 L. Konstanta brzine eliminacije K¢ racunata je kao Cl total/Vy i dobijena vrednost
0.126 L/h je koriS¢ena u izraCunavanjima u okviru inverzne Wagner-Nelson-ove

jednacine.

Procenat greske predvidanja (%PE), je racunat na osnovu jednacine (24):

%PE = (dobijena vrednost — predvidena vrednost) / dobijena vrednost x 100........... (24)

Greska predvidanja ne ve¢a od 15% (CDER, 1997; Bendas, 2009; Delvadia i sar., 2012)
ukazuje da je korelacioni model za predvidanje prihvatljiv, a kori§¢eni in vitro test

primenljiv u predvidanjima in vivo ponasanja.
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3.3.2. Rezultati i diskusija

3.3.2.1. Analiza in vitro rezultata
Za formulacije ukljucene u in vivo ispitivanja: tri prototip formulacije sa modifikovanim
oslobadanjem PF-I, PF-II, PF-I11, (izvorni rezultati prikazani u tabelama 3.2.19 i 3.2.20)
I dva komercijalna proizvoda R-lI, R-1l (izvorni rezultati prikazani u tabeli 3.1.4),
sumirani rezultati in vitro brzina rastvaranja dati su tabelom 3.3.1 i grafic¢ki na slici
3.3.1.
Kao $to je ve¢ navedeno u odeljku 3.2.5.2.1. odabrane prototip formulacije su razlicitih
sastava i brzina oslobadanja, poSto su njihovi profili optimizovani u odnosu na tri
razli¢ita komercijalna proizvoda, pa su razlike izracunatih vrednosti faktora sli¢nosti
(tabela 3.3.2) dobijene: PF-I/PF-1I (f2=48.9), PF-1I/PF-I1l (f2=46.8) i PF-111/PF-I
(f2=33.6). Kako je optimizacionom procedurom i postavljeno sli¢ni profili oslobadanja
su kod R-1/PF-1 (f2=84.1) i R-II/PF-1ll (f2=83.4) dok je profil formulacije PF-Il u
poredenju sa referentnim bio razli¢it. Prema koli¢inama oslobodenog teofilina u toku
vremena, redosled dinamike oslobadanja iz preparata ukljucenih u in vivo studiju, moze
se rangirati:

PF-1 (HpMc kaM / carbomer) = R-1 # PF-11 (vpmc k10omy 1 PF-TT (Hpmc kamy = R-11

Tabela 3.3.1. Brzine rastvaranja teofilina, kod prototip formulacija (PF-I, PF-II,
PF-I11) i komercijalnih preparata (R-1 i R-11) uklju¢enih u in vivo

ispitivanja
Test 3 R-1 R-11 PF-1 PF-11 PF-111
vreme (h) % Sd % Sd % Sd % Sd % Sd
1 8.9 0.41 142 068 114 058 104 058 155 057

15.7 0.33 29.1 051 199 0.56 20.3 0.56 30.8 0.78
231 0.72 40.2 129 244 1.01 28.9 1.01 410 1.80
29.6 1.23 51.9 132 299 0.26 37.8 0.26 50.6 1.22
36.3 1.39 61.3 253 354 140 451 1.40 58.5 1.54
40.7 2.00 69.8 174 414 0.34 55.2 0.34 66.9 3.34
46.8 1.89 755 238 46.4 1.50 60.5 1.50 73.4 1.62
51.7 2.82 79.8 160 515 0.20 69.0 0.20 80.7 437

Lo N o o b~ o wWwDN
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Slika 3.3.1. Profili brzine oslobadanja teofilina za prototip formulacije (PF-I do PF-111) i

komercijalne preparate (R-1 i R-11) ukljucene u in vivo ispitivanja

Tabela 3.3.2. Vrednosti faktora sli¢nosti za profile tableta (PF-1, PF-I1, PF-111 i R-1'i R-11)
ukljucenih u in vivo ispitivanja

Test RI/ R/ R-1/ R/ R-Il/ R/ RN/ PRI/ PF-II/  PF-II/
3 Rl PF-l___ PF-Il__PF-ll___PF-I __ PF-Il___PF-Ill___PF-Il___ PF-lll PF-I

f2 32,3 84.1 48.6 33.2 32.6 45.2 834 48,9 46,8 33,6

Vrlo sli¢an profil oslobadanja nasli su Moller i Langenbuher, 1982, kod Phyllotemp
retard 225 mg: 1h: 19 %, 4h: 55 %, 6h: 68 % i 8h: 80 % pri koriS¢enju iste aparature |l
(rotirajuc¢e lopatice), pri nesto vecoj brzini od 100rpm i sliéne kombinacije i dinamike

zamene medijuma 0.1N HCI/0-1h, pH=6.8 /fosfatni pufer 2-8h.

Konstante brzine oslobadanja (tabela 3.3.3) ispitivanih formulacija bile su u saglasnosti
sa uocenom dinamikom oslobadanja. Najmanja brzina oslobadanja kinetikom nultog
reda ili kvadratnog korena nadena je kod formulacije PF-l sa Methocel®
K4M/Carbopol®971P NF i komercijalnog proizvoda R-I; veéa brzina oslobadanja
izraCunata je kod PF-I1 (sa Methocel® K100M), a najbrze oslobadanje je kod PF-I1I (sa
Methocel® K4M) i komercijalnog preparata R-1I sa cetostearilalkoholom i
etilcelulozom (http://www.rxmed.co/pharmaceutical).
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Izraunata vrednost difuzionog eksponenta n iznosila je 0.71 (za Methocel® K4M
matriks, PF-III) $to je u saglasnosti sa literaturom za HPMC K4M matrikse na bazi
rastvorne lekovite supstance n=0.61-0.70 (Perez-Marcos i sar, 1994), n=0.68-0.78
(Kiortsis i sar, 2005), odnosno u slu¢aju HPMC K4M matriksa sa inkorporiranim
teofilinom n=0.69-0.72 (Rinaki i sar., 2003).

Kod Methocel® K100M matriksa, (PF-11) nadeno n=0.90 ukazuje na prisutan Case Il
transport i eroziju (relaksaciju) kao primarni mehanizam oslobadanja teofilina, dok se u
literaturi sre¢e anomalni transport (0.45<n>0.89) kao vid oslobadanja nerastvornih
(Pradhan i sar., 2008), odnosno rastvornih (Modi i sar., 2010) aktivnih supstanci iz
HPMC K100M matriksa.

Tabela 3.3.3. Kineticki parametri: konstanta brzine oslobadanja nultog reda Ko,
kvadratnog korena k, i Korsmayer-Peppasovim modelom k;, , difuzioni
eksponent n, koeficijent korelacije r? i Lag/Burst efekat

Nultog reda Higuchi model Pepasov model
Run r Ko Lag/Burst r ko Lag/Burst r Ky Lag/Burst n
(minY  (min) (min ~°%) (min) (min™  (min)
PF-I 0.996 0.09 7.4 0.996 2.81 -11.8 0.999 0.63 -04 0.62
PF-11 0.997 0.13 3.5 0.997 4.16 -24.8 0.995 0.26 0.6 0.90
PF-111  0.995 0.15 11.8 0.996 4.66 -19.8 0.996 0.67 2.4 0.71
R-1 0.996 0.10 4.1 0.996 3.08 -17.0 0.999 0.29 0.4 0.27
R-11 0.985 0.16 105 0.998 4.79 -22.8 0.995 0.48 3.6 0.42

Kod matriksa (Methocel® K4M /Carbomer 971P NF, PF-1), dobijeno n=0.62, ukazuje
da i proces difuzije i proces erozije ucestvuju u oslobadanju leka i prisustan anomalni
(ne-Fickian) transport. Rezultati su vrlo sli¢ni literaturno nadenim n=0.67, kod HPMC
K4M/Carbopol 974 matriksa, primenjenog u koli¢ini (oko 90mg) i odnosu (3:1), sli¢no
nasoj  formulaciji PF-I  (Perez-Marcos i sar., 1994). Uticaj prisutne
hidroksipropilmetilceluloze se ogleda u smislu pomeranja mehanizma oslobadanja ka
anomalnom, jer sami karbomer matriksi pokazuju difuziju n=0.45 kod lako rastvornih
(Lubrizol, 2011a) odnosno super Case Il transport n>0.89 kod teze rastvornih supatanci
(Parojci¢ i sar., 2004; Lubrizol, 2011a).

Kod komercijalnog preparata R-1l sliénog po profilu oslobadanja PF-11l, nadena
vrednost n=0.42 je u skladu sa literaturnim nalazima kod matriksa sa cetostearil
alkoholom (Quadir i sar., 2003; Islam i sar., 2010). Matriksi ovog tipa, grade hidrofobne

porozne sisteme (Puchun i sar., 2005) nerastvorne u vodi, bez moguc¢nosti bubrenja ili
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rastvaranja, pa se oslobadanje leka odvija samo difuzijom, odnosno Fickian konetikom
(Wong i sar., 1992).

Najnize n=0.27 kod komercijalnog proizvoda R-1, ukazuje na mehanizam oslobadanja
teofilina, kvazi-difuzijom, a u literaturi ovako niske vrednosti difuzionog eksponenta su
konstatotovane kod kombinacija HPMC K100M i ksantan gume n = 0.32-0.41 (Modi i
sar., 2010), odnosno kod tableta diltiazem hidrohlorida sa HPMC K15M polimerom
n=0.21-0.36 (Bendas, 2009).

Efekat naglog oslobadanja (Burst efekat), prema Higuchi modelu se uocava kod svih
ispitivanih formulacija, a moze biti objasnjen sporijim formiranjem gel barijere.
Dobijeni rezultati ukazuju da se sa variranjem sastav formulacije i tipa polimera menja
mehanizam i brzina oslobadanja leka, i da su shodno tome razlike u in vivo ponaSanju
ocekivane, posebno u slucaju formulacija sa izrazitim razlikama u vrednosti n kao $to su

R-1, R-11 (Munday i Fassihi, 1995; Mirza i sar., 2013).
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3.3.2.2. Analiza i poredenje farmakokinetickih parametara
Srednje plazma koncentracije teofilina kod ispitivanih tableta prikazane su na slici 3.3.2
i u tabeli 3.3.4 a pregled farmakokinetickih parametara u tabeli 3.3.5.
In vivo profili pokazuju da je postignuto produzeno oslobadanje i resorpcija teofilina
kod kuni¢a posle aplikacije svih formulacija, a vreme za postizanje maksimalne
koncentracije leka u plazmi (Tmax) iznosilo je od 6.5h do 15.0h.
Duze vreme (tabela 3.3.5 ) za dostizanje maksimalne plazma koncentracije nadeno je
kod kunica posle aplikacije PF-II (12.0h) i PF-III (10.5h), a nesto kra¢e vreme kod PF-I,
(7.5h) i komercijalnog proizvoda R-1 (6.50h). Proizvod R-II pokazao je najduze vreme
(15.0h) za postizanje maksimalne koncentracije leka u plazmi u poredenju sa svim

ostalim formulacijama.

Najvisa vrednost Cpax nadena je kod PF-II (9.2 mg/L),a slicne ali nize vrednosti
dobijene su kod druge dve prototip formulacije. Kod komercijalnih proizvoda
maksimalna koncentracija u plazmi R-1 (5.58 mg/L) i R-II (4.18 mg/L) bila je sli¢ne ali
nize vrednosti u poredenju sa formulacijama PF-I (7.61 mg/L) i PF-I11 (7.84 mg/L).
AUC 481, povrsina ispod krive plazma koncentracije u funkciji vremena, opisuje
stepen apsorpcije u toku 48h i bila je najveée vrednosti kod PF-11 (204.06 mg h/L),
nesto niza kod PF-1 (143.66 mg h/L), dok je za PF-I11 (115.90 mg h/L), R-11 (113.25 mg
h/L) i R-I (105.33 mg h/L) bila sli¢nih ali nizih vrednosti.

Na osnovu rezultata proisti¢e da je najveca resorpcija zapazena kod PF-11i PF-I.

Sve prototip formulacije su pokazale dobru raspolozivost teofilina u sistemskoj
cirkulaciji kuni¢a u poredenju sa komercijalnim proizvodima a dobijene relativne
bioloske raspoloZivost teofilina su vec¢ih vrednosti kod prototip formulacija PF-I, PF-I11,
PF-I111 (tabela 3.3.5) u poredenju sa R-1 (122.3 %, 182.5 % i 105.5 %) i R-1l (u opsegu
122.7 % do 200.9 %) kao referentnim preparatima.
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Slika 3.3.2. Srednje plazma koncentracije teofilina, posle jednokratne oralne primene
tableta (PF-1, PF-11, PF-I11 i R-1i R-11) kuni¢ima

Tabele 3.3.4. Srednje koncentracije teofilina u plazmi kuni¢a posle jednokratne

oralne primene aminofilin tableta sa modifikovanim oslobadanjem,
Petricevi¢, 2010 (mg/L £ Sd, n = 4).

Vreme (h) PF -1 PF - 11 PF - 111 R-1 R-11
0.25 0.25+0.14 0.26 £0.13 0.33+0.23 0.06 +0.02 0.17 £0.07
0.50 0.59 +0.46 0.99 £0.42 0.61+0.28 0.26 +0.09 0.52 £0.35
1 1.81 +1.07 2.68 £0.75 1.38+0.44 1.35+0.64 0.71+0.29
2 2.87+£0.99 4.21+£0.89 2.17+0.81 3.42 +1.05 1.29+0.40
4 477 £0.49 5.25+0.93 3.23+0.48 4.82+1.27 1.31+0.27
6 7.34+1.26 6.64 +1.28 4.64+£0.70 5.09+0.91 1.44+0.28
8 7.41+1.10 7.31+1.49 7.13+1.58 5.27 +0.55 1.62+0.20
10 7.19+124 8.49+1.49 7.56 £1.12 4.70+0.74 2.04 £0.26
12 5.66 £1.61 922+131 6.80 £ 2.58 3.64 £0.57 3.84+0.76
24 2.29+1.89 3.66 = 0.61 1.12 +£0.98 1.65+0.81 3.82 £0.55
48 0.28 +0.18 0.80 £ 0.30 0.08 +0.12 0.34+0.38 0.18 £0.20
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Tabele 3.3.5. Farmakokineti¢ki parametri teofilina kod kini¢a, posle jednokratne oralne
primene  aminofilin  tableta sa  modifikovanim  oslobadanjem
(X sred i Sd, n = 4)

Formulaci C max T max AUC 0,48 AUC 09— F rel

ja (mg/L) (h) (mgh/L) (mg h/L) (%)
PF-1 7.6+1.01 7.541.91 143.7+47.36 150.8+40.17 122.3+46.81 134.7+44.66
PF-1I 9.241.31  12.0+0.00 204.146.58 224.8+10.07 182.5+25.95 200.9+32.31
PF- 111 7.8+1.25  105#1.92  115.9+37.98 125.9+41.57 105.5+29.02 122.7451.37
R-1 5.6+0.61 6.5+1.92 105.3+9.83 114.2+19.70 / 115.3+31.02
R-11 424049 1504600  113.2+12.28 117.9+15.41 94.3+30.21 /

Vecéa relativna bioloskaraspolozivost prototip formulacija u poredenju sa komercijalnim
preparatima srece se i u literaturi za sluéajeve ispitivanja na ljudima (Nuwer i sar.,
1990), psima (He i sar., 2010), kuni¢ima (Tamilvanan i sar., 2011), kao i kod
teofilinskih preparata (Emeje i sar., 2012) ispitivanih kod kunica.

Najveca absorpcija i najvisa vrednost Fre % nadena je kod PF-I1.

Terapijska koncentracija teofilina u serumu bila je u opsegu od 5-15 pg/ml. Pojava
toksicnih efekata belezi se samo pri koncentracijama iznad 20 pg/ml (Musko i sar.,
2001), tako da su sve vrednosti dobijene ispitivanjem bile unutar bezbednih

koncentracionih limita.

3.3.2.2.1. Dizajn eksperimenta u proceni znacajnosti razlike kod dobijenih
farmakokineti¢kih parametara
Primenom generalnog jednofaktorskog dizajna (General One Factor Design)
sprovedena je komparativna analiza farmakokineti¢kih parametara prototip 1
komercijalnih tableta radi procene uticaja sastava formulacije, kao kriticnog atributa
kvaliteta, na postignute farmakokineticke parametre kod kunica.
Jedan kategoric¢ki nezavisno promenljivi faktor, sastav formulacije, sa 4 ponavljanja

(ispitivanje na 4 pojedinaéne zivotinje), tretiran je na 5 nivoa i sa 3 zavisno promenljive:

Nezavisno promenljiva: Nivoi
X1 sastav formulacije 1- PF-1 K4M/carb
2- PF-11 K100M
3- PF-111 K4M

4-R-1 HPMC visokog viskoziteta
5- R-1l1  cetostearilalkohol

163



Zavisno promenljive:

Yauc povrsina ispod krive plazma koncentracije teofilina 0-48h

Yemax  Maksimalna koncentracija teofilina u plazmi
Ytmax Vreme postizanja maksimalne koncentracije u plazmi

Plan eksperimenta sa vrednostima zavisno promenljivih prikazana je u tabeli 3.3.6.

Tabela 3.3.6. Plan eksperimenta sa vrednostima zavisno promenljivih,

generalni jednofaktorski dizajn

Xl YAUC YCmax YTmax
sastav formulacije (mgh/L) (mg/L) (min)
PF-1 K4M/carb 109.9 6.8 480
PF-1 K4M/carb 151.1 85 360
PF-1 K4M/carb 105.8 6.6 360
PF-1 K4M/carb 207.7 85 600
PF-11 K100M 195.0 8.2 720
PF-11 K100M 206.4 9.4 720
PF-11 K100M 204.2 8.3 720
PF-11" K100M 210.6 11.0 720
PF-111 K4M 66.6 6.1 600
PE-111 KaM 118.0 7.8 480
PE-111 KaM 159.2 8.4 720
PE-111 KaM 119.7 9.0 720
R-1 K100M 118.7 4.8 480
R-I K100M 99.1 6.2 360
R-I K100M 96.9 55 480
R-I K100M 106.5 5.8 240
R-11  stearil alkohol 97.6 3.7 720
R-11  stearil alkohol 120.3 43 1440
R-11  stearil alkohol 125.3 4.8 720
R-11  stearil alkohol 109.7 3.8 720

Tabela 3.3.7. Pregled statisticke znacajnosti uticaja sastava formulacije na

farmakokinetiCke parametre

AUC p Cmax p
PF-11/ PF-I 0.008 PF-11/ PF-1 0.0208
PF-11/ PF-11I 0.0005 R-1/  PF-I 0.0208
PF-11/ R-l 0.0002 R-1/ PF-ll 0.0001
PE-11/ R-II 0.0004 R-1/ PF-II 0.0056
Tmax p R-11/  PF-I 0.0004
PF-11/ R-I 0.0228 R-11/  PF-II 0.0001
R-11/  PF-I 0.0035 R-11/  PF-1I 0.0001
R-11/ R-I 0.0014
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Statisticka analiza pokazala je da sastav formulacije ima uticaja na dobijene
farmakokineticke parametre: AUC (p<0.001), Crax (p<0.0001) i Trmax (p<0.009), a stepen

znacajnosti na farmakokineticke parametre dat je u tabeli 3.3.7. i grafi¢ki na slici 3.3.3.

Znacajno razli¢ita povrsina ispod krive AUC, je samo kod formulacije PF-11 (204.06
mgh/L), dok kod ostalih ispitivanih tableta, nije prisutna statisticki znacajna razlika.
Nize vrednosti Cax , maksimalne koncentracije leka u plazmi, ali statitsticki znacajne
nadene su kod oba komercijalna proizvoda (5.6 mg/L i 4.2 mg/L) u odnosu na prototip
formulacije, kod kojih razlike u Cpa. prototip formulacija (7.5-12.0 mg/L) nisu
statistiCki znacajne.

Komercijalni proizvod R-II, karakteriSe statisticki znaCajna razlika u vremenu
postizanja maksimalne koncentracije leka (15h).

Kod ostalih formulacija razlike u vremenu postizanja maksimalne koncentracije nisu
statisticki znacajne (7.5h-12h).

Analiza ukazuje da su pripremljene formulacije sa modifikovanim oslobadanjem,
stabilne strukture koje obezbeduju produzeno oslobadanje teofilina in vivo bez

znacajnih fluktuacija u vrednosti farmakokinetickih parametara.

166



3.3.2.3. Uticaj sastava formulacija na dobijene brzine rastvaranja i
resorpcione profile

Kod formulacije PF-11 nadena je veca koli¢ina resorbovanog leka i bolja raspolozivost
(AUC_,45=204.1 mg h/L), uprkos prisustvu polimera visokog viskoziteta Methocel®
K100M, sto je u suprotnosti sa nadenom brzinom rastvaranja in vitro.
Kod formulacije PF-Ill, koja je na bazi hidroksipropilceluloze nizeg viskoziteta
(Methocel® K4M), u in vivo uslovima dobijen je nizi resorpcioni profil
(AUC_45:=115.9 mg h/L) iako je in vitro nadeno brze oslobadanje teofilina i u vecoj
koli¢ini u odnosu na PF-11. Formiranje gel barijere in vitro kod Methocel® K100M (PF-
I1) je sporije u poredenju sa Methocel® K4M (PF-111), i u nekim sluc¢ajevima ovo moze
biti objasnjenje za sporije/kasnije nastajanje odlaganja oslobadanja leka od o¢ekivanog i
brze oslobadanje aktivne supstance. Shodno tome moze se predpostaviti da u in vivo
uslovima, usled sporijeg formiranja Methocel® K100M gel barijere u incijalnoj fazi, u
poredenju sa Methocel® K4M dolazi do relativno brzeg oslobadanja leka i u vecoj
koli¢ini. Takode, erozija (nadena kao vode¢i mehanizam u okviru in vitro analize kod
PF-11) moze dodatno doprineti oslobadanju vecih koli¢ina leka u kasnijoj fazi sto bi
objasnilo ve¢e AUC vrednosti dobijene kod formulacije PF-1I. Medutim vreme
odrzavanja platoa oslobadanja je krace, sto govori u prilog nestabilnijem matriksu.
Neznatno nize vrednosti kinetickih parametara Cpax | Tmax za PF-1 (Methocel®
K4M/Carbopol 971P NF), u poredenju sa PF-111 (samo Methocel® K4M) ukazuju da se
brzina rastvaranja i stepen apsorpcije smanjuju u prisustvu karbomera u formulaciji sto
je u saglasnosti sa in vitro rezultatima. Nema naglog skoka u oslobadanju leka, postize
se plato, a vreme u toku koga se odrzava produzeno oslobadanje je duze, sto se
manifestuje kroz vec¢u ukupnu povrsinu ispod krive absorpcije (AUC)_,45,=143.7 mg
h/L).
Za kombinaciju polimera kod PF-I formulacije, usporavanje brzine oslobadanja leka iz
matriks tableta in vitro, ali i in vivo se moze objasniti prisustvom sinergisticke
interakcije dva polimera (Draganoiu i sar., 2005; Smith, 2009). Jaka formirana gel
struktura smanjuje kolic¢inu difundovanog leka sto ima za rezultat usporavanje
oslobadanja a sto je u skladu sa rezultatima dobijenim u toku in vitro ispitivanja. Za obe
formulacije PF-1 i PF-IIl in vitro je nadeno da istim kombinovanim mehanizmom
(difuzije i erozije) oslobadaju teofilin. Moze se predpostaviti da je struktura gel sloja

kod PF-I jaca i stabilnija usled prisustva karbomera i dovodi do produzavanja vremena
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trajanja procesa oslobadanja i zbog toga se neznatno veca resorpcija postize (nego kod
PF-I11). Kod PF-11l1 u kasnijoj fazi je prisutan i efekat erozije hidroksipropilmetil

celuloznog matriksa, dok karbomer zadrzava stabilnu gel strukturu.

Uprkos razlici u sastavu komercijalnih tableta nadeno je slicno in vivo ponasanje
preparata R-1 i R-Il, na sta ukazuju vrednosti farmakokinetickih parametara za Cpax
(5.58 mg/L i 4.18 mg/L) i AUC_,s, (105.33 mg h/L i 113.23 mg h/L). lzuzetak je
vrednost Tmax Koja je kod R-11 iznosila 15h. Visoka vrednost u postizanju maksimalne
koncentracije teofilina uslovljena je vec¢im variranjem individualnih rezultata kod
zivotinja kojima je aplikovan R-IlI (dobijena visa vrednost Sd), odnosno nadene
vrednosti Tpax SU bile u opsegu od 5.4h do 24.5h (Petricevic, 2010).

Phyllocontin 350 mg tablete su hidrofobni porozni matriks sustem (Puchun i sar., 2005)
kod koga mehanizam i odgovarajuca kinetika oslobadanja teku procesom difuzije,
odnosno Fickian ili Case | kinetikom (Wong i sar., 1992; Quadir i sar., 2003; Islam i
sar.,, 2010). Nasuprot tome sve ispitivane formulacije bile su na bazi
hidroksipropilmetilceluloze i karbomera koji formiraju hidrofilne bubrece i erodibilne
matrikse sa difuzijom i erozijom kao mehanizmima oslobadanja leka.

R-1 komercijalni proizvod pokazao je vecu sposobnost bubrenja. Uprkos razlici u
sastavu u odnosu na R-11, nadeno je da je difuzija primarni mehanizam oslobadanja leka
iz obe formulacije ali je konstanta brzine oslobadanja bila znacajno visih vrednosti kod

preparata R-I1.
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3.3.2.4. Analiza moguénosti uspostavljanja in vitro / in vivo odnosa za
prototip formulacije i komercijalne preparate
Procenat kumulativne frakcije (% FD) resorbovanog teofilina u toku vremena za sve
ispitivane formulacije izraCunat primenom Wagner-Nelson-ove jednacine (Wagner i
Nelson, 1964; Mirza i sar., 2013) prikazan je tabelarno (tabela 3.3.8.) i graficki (slika
3.34.).

Tabela 3.3.8. Izracunate % FD kumulativne frakcije resorbovanog teofilina in vivo,
kod prototip formulacija i komercijalnih preparata

%FD R-I R-11 PF-I PF-11 PF-111

vreme (h) % Sd % Sd % Sd % Sd % Sd

20.9 1.28 22.7 127 249 3.19 20.9 1.52 21.2 3.56
2 31.8 0.84 315 150 357 4.50 304 1.98 30.1 5.30
3 38.2 0.97 36.2 151 419 5.13 35.6 2.14 349 5.88
4 44.7 1.08 404 143 486 5.72 40.9 2.36 40.3 6.89
5 50.6 1.02 45.1 183 571 6.24 46.9 241 459 7.20
6 57.9 0.96 494 191 644 6.76 52.6 2.68 52.2 7.63
7 64.5 0.52 53.6 203 727 6.98 59.1 2.13 59.5 6.60
8 715 0.54 58.8 200 803 7.58 64.9 2.33 67.2 7.11

10 84.2 1.09 68.8 172 919 0.78 78.4 1.54 82.8 8.91
12 96.5 0.77 81.6 129 937 1.89 924 0.81 91.7 2.39
24 98.1 0.78 944 063 977 2.05 97.4 0.68 98.7 0.95
48 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0

100
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Slika 3.3.4. Pregled kumulativnih frakcija %FD resorbovanog teofilina in vivo,

kod prototip formulacija PF-1, PF-I1, PF-I11 i komercijalnih preparata
R-1, R-Il

169



Uporedni pregled izra¢unatih kumulativnih frakcija resorbovanog teofilina in vivo
(prikazanih tabelom 3.3.8. i slikom 3.3.4.) i eksperimentalno nadenih brzina rastvaranja
in vitro (tabela 3.3.1) za interval od Oh - 8h ispitivanja, sa ciljem procene in vitro/in vivo
odnosa, prikazan je graficki (slika 3.3.5.A-E).

Nadene in vivo krive (kumulativnih frakcija resorbovanog teofilina in vivo), prema
literaturi (Zhu i sar., 2009) o¢ekuje se da predstavljaju skup svih fenomena kojima je lek
izlozen u toku resorpcije, a $to podrazumeva rastvaranje, oslobadanje i permeabilnost

leka kroz intestinalne membrane.

Iz grafickih prikaza, in vitro i in vivo krive kod formulacije PF-1 (slika 3.3.5-A) i R-I
(slika 3.3.5-D) i PF-III (slika 3.3.5.-C) i R-1l (slika 3.3.5.-E) pokazale su sli¢nost
izgleda i oblika.

Pored graficke analize, u cilju procene oblika i nagiba in vivo krivih izvrsena je analiza
primenom razli¢itih matematickih modela i nagib krive (§to odgovara konstanti brzine
oslobadanja odgovarajuceg reda), odsec¢ak na x-osi (§to odgovara Lag/Burst efektu) i
difuzioni eksponent n su izrac¢unati (tabela 3.3.9.) i poredeni sa izracunatim vrednostima
kod in vitro krivih (tabela 3.3.3.)

Tabela 3.3.9. Kineticki parametri: konstanta brzine oslobadanja nultog reda Ko,
kvadratnog korena Kk, i Korsmayer-Peppasovim modelom k, , difuzioni
eksponent n, koeficijent korelacije r? i vrednosti Lag/Burst efekta, kod krivih
izracunatih kumulativnih frakcija absorbovanog teofilina

Nultog reda Higuchi model Pepasov model
Run r ko Lag/Burst r ko Lag/Burst r Ky Lag/Burst n
(min?)  (min) (min ~°%) (min) (min™  (min)
PF-I 0.978 0.13 18.5 0.991 3.86 -7.7 0.996 2.61 -2.6 0.55
PF-11 0.972 0.10 16.6 0.994 3.04 -4.0 0.997 2.40 -1.5 0.53
PF-111  0.976 0.10 15.7 0.986 3.12 -5.3 0.994 2.41 -2.6 0.53
R-1 0.978 0.12 16.3 0.994 3.48 -7.4 0.998 2.02 -1.2 0.57
R-11 0.946 0.08 204 0.997 245 35 0.998 3.76 -0.8 0.44

In vivo krive pokazale su najbolju saglasnost sa Higuchi modelom kinetike kvadratnog
korena, ukazujuci na difuziju kao mehanizam oslobadanja, sto su potvrdili i izracunati

podaci za difuzioni eksponent n=0.53-0.57.
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Kod in vitro ispitivanja prototip formulacija ove vrednosti su bile u sirem opsegu
n=0.62-0.90, a vece slaganje za n u smislu difuzije, konstatovano je kod R-II in vivo
(n=0.44) i in vitro (n=0.42) i nesto nize za R-I in vivo (n=0.57) i in vitro (n=0.27).
Nagibi in vitro krivih (konstante brzine oslobadanja po Higuchi modelu) PF-I
(k2=2.81min">°), R-I (k,=3.08min*°) pokazuju sli¢nost sa nagibima kod in vivo krive
PF-1 (k,=3.86min*°) i R-I1 (k,=3.48min %), mada je in vitro rastvaranje pokazalo
usporenije slobadanje u toku prvog sata ispitivanja (slika 3.3.5.-A, 3.3.5.-D) u odnosu
na in vivo. Nesto manje slaganje nagiba krivih in vitro PF-111 (k,=4.66min %°) i PF-1I
(kp=4.16min°°) sa in vivo vrednostima PF-111 (k,=3.12min %°) i PF-11 (k,=3.04min °°),
je nadeno.

In vitro/in vivo korelacioni dijagrami dobijeni poredenjem resorbcionih profila teofilina
i in vitro brzina rastvaranja za odabrane prototip formulacije i komercijalne proizvode
prikazani su na slikama 3.3.6. A-E.

Statisticki parametri linearne regresione prave (koeficijent pravca prave, odsecak na y-
osi i koeficijent korelacije R?) koji opisuju stepen uspostavljenog in vitro/in vivo odnosa

nivoa A za ispitane formulacije dati su u tabeli 3.3.10.

Tabela 3.3.10. Statisticki parametri linearne regresione prave pri ispitivanju in vitro/in

vivo odnosa, formulacija PF-I, PF-Il, PF-111 i komercijalnih preparata
R-11 R-II
PF-1 PF-11 PE-111 R-I R-11
koeficijent korelacije R? 0.991 0.961 0.978 0.976 0.944
koeficijent pravca prave 1.49 0.85 0.75 1.25 0.63
Odsecak na y-0si 4.47 8.43 4.26 6.82 8.16

Nadeni koeficijenti korelacije in vitro/in vivo profila kod ispitivanih formulacija su
iznosili od 0.944 (R-11), 0.961 (PF-I1), 0.977 (PF-I1I, R-1) do 0.991 (PF-I). Prihvatljiv
stepen korelacije izmedu in vivo i in vitro podataka je za koeficijent korelacije R?>0.97
i da koeficijent pravca prave i odsecak teze vrednosti jedan odnosno nula (Huang i sar.,
2004; Scheubel i sar., 2010). Koeficijent pravca prave, manje vrednosti od 1, ukazuje da
odabrani in vitro model ne moze dobro opisati in vivo ponasanje; koeficijent pravca veci
od 1, manifestuje se sporijim in vitro rastvaranjem; negativna vrednost osecka na y-0si
pokazuje da je in vitro rastvaranje brze, odnosno za pozitivan predznaka osecka na y-0si

da je in vivo absorpcija brza (Scheubel i sar., 2010).
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Slika 3.3.6. In vitro/in vivo korelacioni dijagrami prototip i komercijalnih preparata
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Pozitivna vrednost odsecka uocena kod svih formulacija ukazuje da je in vitro brzina
rastvaranja bila neSto sporija od brzine resorpcije u prvim satima ispitivanja, Sto se
moze pripisati tipu doziranog oblika, mehanizmu oslobadanja leka u in vitro i in vivo
uslovima, a objasniti sporijim formiranjem gel barijere in vivo dovode¢i do relativno
brzeg oslobadanja leka i u ve¢oj koli€ini.

Prema naucnim principima Biofarmaceutskog sistema klasifikacije lekova (Yu i sar.,
2002), in vivo razlike u brzini i koli¢ini apsorbovanog leka iz ¢vrstih doziranih oblika
mogu se javiti usled razlika u brzini rastvaranja lekovite supstance in vivo. Kada je in
vivo rastvaranje leka brze u poredenju sa dinamikom praznjenja zeluca, brzina i koli¢ina
apsorbovane lekovite supstance proistice da su nezavisne od brzine rastvaranja leka.
Ovo se odnosi na | grupu lekova biofarmaceutskog sistema Klasifikacije (visoka
rastvorljivost-visoka permeabilnost) kod formulacija sa trenutnim oslobadanjem i
primenljivo je sve dok pomoc¢ne materije inkorporirane u dozirani oblik ne po¢nu da
imaju znacajan uticaj na resorpciju leka. Stoga, ograniCavajuéi faktor za oslobadanje
leka je zapravo farmaceutski oblik (Souliman i sar., 2006). U slucaju teofilina, koji
pripada I grupi lekova biofarmaceutskog sistema klasifikacije i formulisan je u obliku
preparata sa modifikovanim oslobadanjem primenom polimera razli¢itih tipova 1
viskoziteta, znacajne razlike u sastavu doziranog oblika uslovljavaju i razlike u in vitro i
in vivo dobijenim brzinama rastvaranja. U ovim slucajevima dinamika oslobadanja i
mehanizam oslobadanja leka iz doziranog oblika, kontroliSu in vitro/in vivo brzine
rastvaranja i resorpcije $to je u saglasnosti sa raspolozivim literaturnim navodima
(Bendas, 2009; Machai sar., 2009; Nandy i sar., 2011; Mirza i sar., 2013).

Kod prototip formulacije PF-1 (slika 3.3.6.-A) u toku celog procesa
rastvaranja/resorpcije postignut je visok stepen linearnosti/korelacije (R>=0.991) izmedu
eksperimentalno dobijenih in vitro i in vivo profila. Koeficijent pravca prave i odsecak
su bili niskih vrednosti, ukazujuéi da in vivo profil resorpcije moze biti predviden na
osnovu podataka o brzini rastvaranja in vitro.

Izvesne razlike izmedu in vitro i in vivo rezultata i neSto niza vrednost koeficijenta
korelacije (R’=0.977) nadena je kod prototip formulacije PF-Ill (slika 3.3.6.-C) i
komercijalnog preparata R-1 (slika 3.3.6.-D). Uprkos prihvatljivoj korelaciji, znatno
vece rastvaranje teofilina in vitro (koeficijent pravca manji od 1) prisutno je kod PF-111,
odnosno veca vrednost koeficijenta pravca od 1, ukazuje na neznatno brze rastvaranje in

vivo kod komercijalnog preparata R-1.
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U slucaju komercijalnog preparata R-11 (slika 3.3.6.-E), razlike izmedu in vitro i in vivo
rezultata znatno su viSe izraZzene, Sto se odrazava na nizu vrednost koeficijenta
korelacije (R?=0.944) i navodi na pretpostavku da in vitro test brzine rastvaranja ne
reflektuje adekvatno in vivo ponasanje (Scheubel i sar., 2010). To moZe biti u vezi sa
difuzionim mehanizmom oslobadanja iz inertnog polimernog matriksa, sporijom

brzinom nego u in vitro uslovima.

Zbog uocenog intenzivnijeg oslobadanja teofilina u prvim satima inspitivanja, kod svih
ispitivanih formulacija, primenjen je vremenskog faktora srazmere "time scaling factor"
(u vrednosti od 60 min za in vitro profile oslobadanja), inace koris¢en u slucaju
sprovodenja in vitro/in vivo Korelacije kod TheoDur tableta sa modifikovanim
oslobadanjem teofilina (Mundy i Fassihi, 1995). Uz vremenski factor srazmere
postignuto je uspostavljanje znacajno viseg nivoa korelacije, kod svih formulacija sa
prethodno dobijenim nizim koeficijentom korelacije; PF-Il, R-lI sa skoro idealnim
koeficijentom pravca (1.12, 1.03) i znacajno poboljsanim kod komercijalnog preparat
R-11 (R°=0.987).

In vitro/in vivo korelacioni dijagrami sa primenjenim vremenskim faktorom srazmere
kod in vitro profila rastvaranja prikazani su na slikama 3.3.7. A-E., a dobijeni statisticki

parametri linearne regresione prave dati su u tabeli 3.3.11.

Tabela 3.3.11. Statisticki parametri linearne regresione prave posle primene
vremenskog faktora srazmere kod in vitro profila oslobadanja
prototip formulacija i komercijalnih preparata

PF-I PF-11 PE-111 R-1 R-11
koeficijent korelacije R? 0.982 0.995 0.963 0.995 0.987
koeficijent pravca prave 1.12 0.70 0.60 1.03 0.45
odselak na y-0si 21.78 21.60 18.83 21.20 23.11
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Slika 3.3.7. In vitro/in vivo korelacioni dijagrami, prototip formulacija i komercijalnih

preparata, uz primenu vremenskog faktora srazmere kod in vitro profila

176



Uz vremenski factor srazmere, kod svih formulacija postignut je zahtevani nivo
korelacije (R*>> 0.97), tako da odabrani in vitro/in vivo model moZe biti primenljiv u

daljim fazama razvoja tableta, uz primenu Test 3 USP.

Rezultati su u skladu sa literaturnim nalazima (El-Yazigi i sar., 1985; Karasulu i sar.,
2006), da se primenom optimalnog linearnog korelacionog modela moze postici in
vitro/in vivo odnos nivoa A, pri testiranju teofilinskih preparata sa modifikovanim

oslobadanjem i primenom kunic¢a kao Zivotinjskog modela.
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3.3.2.5. Provera moguénosti uspostavljanja in vitro/in vivo odnosa izmedu
prototip formulacija i komercijalnih preparata

Poredenje sli¢nosti in vitro/in vivo profila svake prototip formulacije u odnosu na in

vitro/in vivo profil komercijalnog preparata (u literaturi oznaceno kao prividno slican

mehanizam absorpcije "similar apparent absorption mechanism" Scheubel i sar., 2010)

je prikazan na slici 3.3.8.A-F, a statisti¢ki parametri linearne regresione analize koji

opisuju stepen uspostavljene korelacije u tabeli 3.3.12.

Tabela 3.3.12. Statisti¢ki parametri linearne regresione prave pri medusobnoj korelaciji
in vitro/in vivo profila prototip formulacija i komercijalnih preparata

koeficijent korelacije koeficijent pravca odselak

R? prave na y-osi
PF-I/R-I 0.962 1.32 7.52
PF-1/R-11 0.439 0.57 22.25
PF-11/R-I 0.847 0.88 12.95
PF-11/R-11 0.857 0.63 12.77
PF-1I/R-1 0.680 0.68 16.16
PF-HI/R-11 0.949 0.66 8.20
R-1/ R-11 0.587 0.58 19.12

Zadovoljavajuca korelacija okarakterisana relativno visokim sveukupnim koeficijentom
korelacije nadena je za formulaciju PF-1 i komercijalni proizvod R-1 (R*=0.962), i nesto
niza vrednost korelacije utvrdena je kod PF-111 i R-11 (R*=0.949).

Nizak stepen korelacije kod PF-II sa komercijalnim proizvodima i izmedu samih
komercijalnih proizvoda je u saglasnosti sa in vitro postavljenim profilima oslobadanja

pa time 1 o¢ekivan.

Dobijen prihvatljiv nivo korelacije primenom linearne regresione analize za zbirne
setove podataka PF-1 i R-1 (R°=0.962), PF-1Il i R-1l (R*=0.949) uz kori3¢eni in vitro
metod, Test 3 USP, pokazuje da postoji potreban nivo sli¢nosti odgovarajuce prototip
formulacije i konkretnog komercijalnog proizvoda u in vivo uslovima.

U ranoj fazi razvoja, pripremljene prototip formulacije su bile vrlo sli¢nih in vitro
karakteristika sa komercijalnim proizvodima, kako bi se postiglo da i ponasanje in vivo

bude sto sli¢nije.
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Slika 3.3.8.A-D. Korelacioni dijagrami izmedu prototip formulacije i komercijalnih

preparata
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Slika 3.3.8.E-G. Korelacioni dijagrami izmedu prototip formulacije i komercijalnih
preparata
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Za potrebe daljeg razvoja moguce je predvideti in vivo profile drugih formulacija sli¢nih
karakteristika kao S$to su i spitivane. Dobijeni rezultati u skladu su sa literaturnim
nalazima Mirze i sar., 2013, gde in vitro/in vivo model kreiran na odredenim
proizvodima, moze imati sposobnost predvidanja in vivo profila formulacija sa sli¢cnim
mehanizmima oslobadanja, dok korelacija proizvoda razli¢itih mehanizama oslobadanja
najcesce izostaje ili je manjeg stepena.

Ovim se moze objasniti i niza vrednost korelacije in vitro/in vivo setova podataka
utvrdena kod PF-1Il i R-II (R2=O.949), jer se odnosi na sisteme razli¢itog sastava i
mehanizma oslobadanja. Medutim iako niza, nadena vrednost korelacije je korisna i

prihvatljiva za potrebe rane faze razvoja proizvoda (Mirza i sar., 2013).
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3.3.2.6. Provera predvidivosti uspostavljenog in vitro/in vivo modela i
predvidivosti primenjenog in vitro testa ispitivanja brzine
rastvaranja

Za procenu predvidivosti in vitro/in vivo modela, primenjena je inverzna Wagner-
Nelson-ova metoda, predlozena od strane Gohel i sar., 2005, a bazirana na predvidanju
In vivo resorpcije na osnovu in vitro eksperimentalno nadenih brzina rastvaranja

teofilina.

IzraCunate vrednosti za Cpax | AUCop.g, 0dnose se na interval od 0-8h i uz procenat

greske predvidanja date su u tabeli 3.3.13.

Tabela 3.3.13. Eksperimentalno nadeni i predvideni farmakokineti¢ki parametri

PF-1 PF-1 PE-11 PF-11 PE-111 PE-111 R-1 R-1 R-11 R-11
obt pred obt pred obt pred obt pred obt pred
Cen 7.41 5.6 7.31 7.70 7.13 8.62 5.27 5.70 162 229
(mg/L)
%PE 24.43 % -5.34 % -20.90 % -8.16 % -41.36 %
AUCq, 37.58 34.97 39.94 38.84 27.47 30.47 31.21 30.11 9.83 13.23
(mgh/L)
%PE 6.95 % 2.715% -10.92 % 3.86 % -14.59 %

Greska predvidanja manja od 15 % za AUC,_g, i Cg, nadena je za dve prototip
formulacije PF-11 i R-1 i u skladu sa propisanim zahtevima, na osnovu ¢ega sledi da
primenjeni model 1 odabrani test brzine rastvaranja moZze u potpunosti da podrZi rezvoj i
buduée analize i poredenja kod formulacija sli¢nih sastava (Macha i sar., 2009;
Delvadia i sar., 2012).

Kod formulacija PF-1, PF-I11 i R-1I konstatovana je greska predvidanja vec¢a od 15 % za
Csn, @ U granicama zahteva za AUC,_g,. Slicna zapazanja (Mirza i1 sar., 2013)
objasnjena su ¢injenicom da se in vivo profili mogu razlikovati u pogledu vrednosti
Cmax, ali ukoliko su profili absorpcije, AUC povrsine ispod krive, slicnih oblika i
vrednosti linearna zavisnost i korelativnost podataka je prisutna. Navedeni podaci su
osnova za konstatovane prihvatljive korelacije izmedu in vivo i in vitro rezultata kod
PF-I odnosno PF-I111, kao i nadene korelativnosti medu proizvodima PF-I/R-1 i PF-111/R-
.
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U skladu sa svim dobijenim rezultatima moze se zakljuciti da postoji vrlo kompleksan
odnos izmedu in vitro rezultata brzine rastvaranja i in vivo podataka ispitivanja na
zivotinjama. Korelacija se moze na¢i samo kod specifi¢nih proizvoda. Upotreba
rezultata in vitro brzine rastvaranja za predvidanje procesa resorpcije leka je uslovljena
sastavom farmaceutskog oblika i mehanizmom oslobadanja leka (Munday i Fassihi,
1995; Mirza i sar., 2013).
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3.3.2.7. Procena moguénosti primene kuniéa kao zivotinjskog modela za in
vivo ispitivanja u ranoj fazi razvoja formulacije
U cilju procene moguénosti primene kunica kao Zivotinjskog modela za potrebe in vivo
ispitivanja u ranoj fazi razvoja farmaceutskog oblika, poredeni su in vivo profili dobijeni
na zdravim dobrovoljcima (iz raspolozivih publikacija) i in vivo eksperimentalno nadeni
rezultati na kuni¢ima, za komercijalni preparat R-11, Phyllocontin 350 mg tablete (tabela
3.3.14)).

Tabela 3.3.14. Pregled literaturnih farmakokineti¢kih parametara za Phyllocontin tablete

naziv (-~ Tz AUC oo AUC 4., Referenca
(ng/ml) (h) (ng h/ml) (ng h/ml)

Phyllocontin 4.3 5.3 68.75 100.64 EP 0284 849 B1, 1993 *

350mg tablete  (30-6.5) (2-8) (41.6-122.7)  (55.2-187.5)

Phyllocontin 5.6 5.3 / 123. 4 Purdue Pharma Product

350mg tablete monograph **

Phyllocontin 3.6 5.3 / 73.7 Purdue Pharma Product

225mg tablete monograph **

Phyllocontin 4.2 5.5 60.44 78.19 Linisar., 1990

225mg tablete (2 8.5 g) (4-7) (43.7-75.2) (70.2-110.2)

Phyllotemp MOller i Langebucher,

tablete

* - Evropski patent EP 0 284 849 B1, 1993; ** - http://www.rxmed.co/pharmaceutical

Mali broj radova je na raspolaganju, koji se odnosi na in vivo ispitivanja Phyllocontin
350 mg tableta na zdravim dobrovoljcima, i prvenstveno su to vrednosti
farmakokinetickih parametara, ali ne i kompletni pregledi plazma koncentracije teofilina
u krvi ispitanika.

U sluc¢aju R-1 komercijalnog preparata ova vrsta literaturnih podataka nije dostupna.
Pregled raspolozivih farmakokinetickih parametara za preparat sa cetostearilalkoholom i
hidroksietilcelulozom, Phyllocontin tablete, kao $to je i komercijalni preparat R-II
koris¢en u in vivo ispitivanjima na kuni¢ima, prikazan je u tabeli 3.3.14.

Graficki prikaz koncentracije teofilina u krvi ispitanika prema literaturi (Lin i sar, 1990;
Moller i Langenbucher, 1982), dat je na slici 3.3.9.

Na osnovu farmakokinetickih parametara i1 grafickog prikaza proizilazi da su
maksimalna koncentracija teofilina u plazmi i AUC,_,., povrsina ispod krive zavisnosti
plazma koncentracije od vremena, sli¢nih vrednosti kod dobrovoljaca iz navoda

literature izuzev nesto visih koncentracija nadenih od strane Méller i Langebuher, 1982.
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Slika 3.3.9. Srednja plazma koncentracija teofilina posle jednokratne oralne primene
Phyllocontin tableta in vivo zdravim dobrovoljcima (A) prema Lin i sar.,
1990; (e) prema Moller i Langenbucher, 1992; (o) i kod kunica,

komercijalni proizvod R-I1, prema Petri¢evic, 2010.
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Slika 3.3.10. Procenat kumulativne frakcije (% FD) resorbovanog teofilina u toku
vremena, za Phyllocontin tablete na zdravim dobrovoljcima (A ) prema Lin i
sar., 1990; (e) prema Moller i Langenbucher, 1992; (0) i kod kunica,

komercijalni proizvod R-I1, prema Petricevic, 2010.
Procenat kumulativne frakcije (% FD) resorbovanog teofilina u toku vremena kod

ispitivanja na dobrovoljcima, izracunat je Wagner Nelsonovom metodom, i vrednosti su
date graficki, slika 3.3.10.
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Radi procene slicnosti kumulativnih frakcija dobijenih in vivo kod kuni¢a, odnosno na
zdravim dobrovoljcima, primenjena je regresiona analiza, a stepen postignute
korelativnosti kroz statistiCke parametre prikazan je u tabeli 3.3.15. i na slici 3.3.11.A-
B.

Tabela 3.3.15. Statisticki parametri regresione analize in vivo profila oslobadanja kod
kuniéa i zdravih dobrovoljaca

Interval 0 - 24h Interval 0 - 12h
Kunié¢/Hum Kunié¢/Hum Kunié¢/Hum Kunié¢/Hum
Lin, 1990 Moller, 1990 Lin, 1990 Moller, 1990
koeficijent korelacije R? 0.989 0.991 0.996 0.993
koeficijent pravca prave 1.08 1.08 1.14 1.16
odsecak na y-0si 2.77 2.62 0.68 0.06
100,0 ; 100,0 ;
4 v
f)
y0-12h = 1,1364x + 0,6773 y0-12h =1,1568x + 0,059
80,0 - R? = 0,9959 80,0 1 R?=09932
S S
E E
= 60,0 - T 60,0
3 3
s s
5 w0 y0-24h =1,0794x + 2,741 g 4001
2 R = 0.9899 s y0-24h—zl,0795x+ 26162
= - R“=0,9907
20,0 20,0 1
. o B) R-1l Kunic - Humani, Moller, 1982
A) R-11 Kunic - Humani, Lin, 1990
0,0E% . . . . 00 7% - - . -
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0 0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0
in vivo frakcija TP kod kunica % in vivo frakcija TP kod kunica %

Slika 3.3.11. Prikaz odnosa kumulativne frakcije (% FD) resorbovanog teofilina u toku
vremena, posle primene kod kunica i na zdravim dobrovoljcima prema Lin i
sar., 1990 (A), odnosno Moller i Langenbuher, 1982 (B).

Rezultati pokazuju da su in vivo profili kod kunic¢a, odnosno dobrovoljaca sli¢ni, §to se

ogleda u visokim vrednostima koeficijenta korelacije, ve¢im od 0.98 (za ispitivani

interval 0-24h), odnosno za interval do 12h i 0.99.
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Uporedni pregled izra¢unatih kumulativnih frakcija resorbovanog teofilina in vivo kod
dobrovoljaca kao i1 na kunicu i eksperimentalno nadenih brzina rastvaranja in vitro kod
preparata R-I1, za interval poredenja od Oh - 8h ispitivanja, sa ciljem procene in vitro/in
vivo odnosa, prikazan je graficki (slika 3.3.12.). Uocava se sli¢nost in vivo profila
resorpcije kod kunica i zdravih dobrovoljaca u pogledu oblika i nagiba krivih, dok su

koli¢ine teofilina oslobodene kod ljudi nesto vecih vrednosti.

80 H

(2]
o
1

Y
o
'

X
/ =—=— R-1l vitro
X
/ =—x==R-11 vitro Korig
—&— Human, Lin 1990

—&— Human, Moler, 1982

oslobodeni teofilin (%)

N
o
1

o 1 2 3 4 5 6 1 8
vreme (h)
Slika 6.12. Komparativni prikaz frakcije resorbovanog teofilina (FD %) i brzina

rastvaranja in vitro za ispitivane preparate

Analiza in vitro/in vivo odnosa izmedu in vitro profila brzine rastvaranja R-1l i in vivo
profila na zdravim dobrovoljcima, prikazana je na slici 3.3.13.A-D., a statisticki
parametri postignute linearne regresione analize dati su u tabeli 3.3.16.

Kao i kod kuniéa, pri ispitivanju na zdravim dobrovoljcima, uocene su razlike u
korelaciji izmedu in vitro i in vivo profila i vrednosti od R?=0,953 kod Lin i sar, 1990,
odnosno R?=0,936 za Moller i Langebucher, 1982, tako da je korelacija bila ispod
postavljenog limita R*>0.97). Uo&eno je znatno brze oslobadanje teofilina in vivo pri

primenjenim uslovima u pocetnoj fazi testiranja.
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Slika 3.3.13. In vitro/in vivo korelacioni dijagrami sa in vivo profilima dobrovoljaca (A,

C) i uz primenu vremenskog faktora srazmere za in vitro profile (B,D).
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Tabela 3.3.16. Statisticki parametri regresione analize za primenjeni in vitro/in vivo
modela pri analizi kod zdravih dobrovoljaca, pre i posle primene
vremenskog faktora srazmere na in vitro profil oslobadanja

sa vremenskim faktorom srazmere

Kunié¢/Hum Kunié¢/Hum Kunié¢/Hum Kunié¢/Hum

Lin, 1990 Moller, 1990 Lin, 1990 Moller, 1990
koeficijent korelacije R? 0.953 0.964 0.986 0.990
koeficijent pravca prave 0.75 0.77 0.54 0.57
odseéak na y-0si 8.68 7.80 25.78 24.78

Posle primene vremenskog faktora srazmere, postize se znac¢ajno poboljsanje korelacije,
a dobijeni koeficijenti korelacije su mnogo visih vrednosti i u okviru zahtevanih
granica, R?=0,986 i R=0,985.

Dobijeni rezultati ukazuju na opravdanost primene kunica kao zivotinjskog modela pri
in vivo ispitivanjima u ranoj fazi razvoja farmaceutskog oblika, radi sagledavanja

mogucnosti predvidanja in vivo ponasanja razvojnih preparata.

189



3.3.2.8. Izbor optimalne prototip formulacije za dalja ispitivanja

Na osnovu rezultata ispitivanja kriticnih formulacionih komponenata i parametara
odgovornih za kritiéne atribute kvaliteta gotovog proizvoda, in vitro nadenog profila
oslobadanja (nakon 2h/30 %, za 4h oko 50 %, posle 8h oko 80 %) u skladu sa
preporukama Ph Eur, in vivo dobijenih rezultata na kuni¢ima i uspostavljenog in vitro/in
vivo odnosa nivoa A za prototip formulaciju PF-111 (R?=0.978), ista je izdvojena kao
prihvatljiva za dalja ispitivanja.

Kao referentni je izdvojen R-I1, Phyllocontin 350 mg tablete.

Ustanovljen je in vitro profil brzine rastvaranja PF-11l1 formulacije, obzirom da nije
definisan raspolozivim farmakopejama, na osnovu komparativnih analiza referentnog
komercijalnog preparata R-1I, Phyllocontin 350 mg, a potvrden kroz ispitivanja u okviru
numericke optimizacione procedure meSanog eksperimentalnog dizajna i uspostavljanja
in vitro/in vivo odnosa.

Postavljeni in vitro profil brzine rastvaranja je: posle 2h: 20-40 % (ciljana vrednost
30 %) , 4h: 40-60 % (ciljana vrednost 50 %), 6h: 55-80 % (ciljana vrednost 65 %) i
posle 8h: 75-95 % (ciljana vrednost 85 %).

Na osnovu procene greSke predvidana za nadeni in vitro/in vivo korelacioni model,
konstatovano je da se in vitro metoda po modelu Test 3 USP, oficinalnog kod
ispitivanja teofilin kapsula sa produzenim oslobadanjem, moze koristiti kao
biorelevantan u daljim ispitivanjima i predvidanjima in vivo ponaSanja formulacija
sli¢nih sastava i mehanizama oslobadanja.

Ustanovljeni parametri in vitro metode su: aparatura IT USP sa rotiraju¢om lopaticom,
brzina mesanja 50 rpm, pri temperaturi 37 + 2 °C, u 900 ml medijuma: vestacki

Zeludacni sok bez pepsina /0-1h i vestacki crevni sok bez enzima /2-8h.
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4. ZAKLJUCAK
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Prvi deo:
In vitro ispitivanja

Na osnovu sprovedenih in vitro ispitivanja pet komercijalnih proizvoda sa
modifikovanim i jednog proizvoda sa trenutnim oslobadanjem, sa domaceg i stranih
trzista i sopstvenih formulacija, primenom razli¢itih eksperimentalnih uslova, postavljen
je preliminarni in vitro metod ispitivanja brzine rastvaranja teofilina obzirom da isti nije
farmakopejski oficinalan (osim za kapsule sa modifikovanim oslobadanjem teofilina),

za potrebe razvoja prototip formulacija.

Analizom komercijalnih proizvoda sa modifikovanim oslobadanjem teofilina sa
domaceg i stranog trzista, razli¢itog kvalitativnog sastava, primenom pet in vitro testova
ispitivanja brzine oslobadanja, nadeno je razliito ponasanje i brzine oslobadanja
teofilina u opsegu od 47 % do preko 90 % (u zavisnosti od preparata i primenjenog
testa). Konstatovano je prisustvo prakti¢éno svih mehanizama oslobadanja, kvazi Fick-
ovom ili Case I kinetikom (n=0.42), difuzijom (n= oko 0.50), anomalnim transportom

(n=0.57-0.77), Case Il transportom (n=0.89) kao i mehanizmom relaksacije (n=0.92).

Uoceno razli¢ito ponasanje i dinamika oslobadanja teofilina, se moze objasniti
uticajem same formulacije, odnosno razlikama u tehnoloskim reSenjima, primenjenim
pomoc¢nim supstancama i proizvodnim postupcima za postizanje modifikovanog

oslobadanja teofilina.

Najrobustnijom se pokazala formulacija na bazi etilcelulozom obloZenih peleta
(R-V) tako da su pri svim ispitivanjima, dobijeni vrlo sli¢ni profili uz oslobadanje preko
90 % leka kinetikom koja tezi ili odgovara Case II transportu odnosno kinetici nultog

reda.

Nekompletno 1 najsporije oslobadanje pokazao je preparat na bazi
hidroksipropilmetilceluloze (R-I) oslobodivsi 47 % do 56 % leka (zavisno od testa),

mehanizmom difuzije (n=0.51) ili anomalnog transporta (n=0.62-0.67).

Srednje brzine oslobadanja od 72 % do 85 % u zavisnosti od testa pokazala su dva
preparata (R-I1lI, R-Ill) na bazi lipidnog poroznog matriksa (cetostearilalkohol u
prisustvu hidroksietilceluloze) sa razli¢itim mehanizmima oslobadanja (u zavisnosti od
metode ispitivanja) kvazi Fick-ovom difuzijom (n=0.42), difuzijom (n=0.50-0.54),

anomalnim transportom (n=0.73-0.78) ili Case Il transportom.

192



Razli¢ito oslobadanje (od 54 % do 74 %) znacajno uslovljena testom i nac¢inom
izvodenja ispitivanja nadeno je kod preparata na bazi hidroksipropilmetilceluloze i

glicerilpalmitostearata (R-1V).

Dobijeni sli¢ni profili oslobadanja ispitivanjem Testom 3 USP u odnosu na Test 1
USP ili Test 9 USP naveli su na pretpostavku da razlike pH vrednosti fosfatnog pufera
ili tipa aparature nemaju uticaj na dinamiku oslobadanja teofilina iz ispitivanih

preparata.

Dobijeni sli¢ni profili oslobadanja pri sukcesivnoj zameni medijuma u toku
vremena (metoda poluizmene) u odnosu na kompletnu zamenu medijuma posle prvog
sata ispitivanja (Test 3 USP), ukazali su da se zbog veée jednostavnosti izvodenja, USP

postupku moze dati prednost.

Konstatovani sli¢ni profili oslobadanja teofilina, u opsegu pH =3.0-7.5, odnosno
nizi profili oslobadanja u medijumu pH=1.2, pri ispitivanju komercijalnog preparata
aminofilina sa trenutnim oslobadanjem ukazali su na potrebu primene kombinacije

medijuma u toku ispitivanja.

Nadeno je da su, pri primeni aparature II USP rotirajuée lopatice i brzini meSanja
50rpm i aparature I USP rotirajuée korpice pri brzinama 50rpm i 100rpm dobijeni sli¢ni
profili oslobadanja iz tableta okruglog i ovalnog oblika. Pri brzini mesanja 75 rpm kod

aparature I, kod oba oblika tableta, uocene su nesto vise brzine oslobadanja teofilina.

Dobijeni sliéni profili oslobadanja, pri ispitivanju tableta razli¢itog oblika
(okruglog i ovalnog), pri istim eksperimentalnim uslovima ispitivanja pokazali su da
raspolozive geometrije i dimenzije alata nemaju znacajnog uticaja na brzinu rastvaranja

teofilina iz tableta na bazi hidroksipropilmetilceluloznog matriksa.

Na osnovu svih dobijenih in vitro rezultata zakljuceno je da se kod daljih
ispitivanja moze koristiti in vitro metoda koji odgovara Test 3 USP: aparatura Il USP sa
rotirajuéom lopaticom, brzina mesanja 50rpm, pri temperaturi 37 + 2 °C, i 900 ml
medijuma: vestacki Zeludacni sok bez pepsina u toku prvog sata 1 veStacki crevni sok

bez enzima od 2-8h ispitivanja.
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Drugi deo:
Farmaceutsko-tehnoloska ispitivanja hidrofilnih matriks sistema na bazi

hidroksipropilmetilceluloze i karbomera

Za potrebe razvoja i izbora prototip formulacija, postujuéi koncept dizajna
kvaliteta QbD, definisan je ciljani profil kvaliteta proizvoda QTPP za aminofilin tablete

sa modifikovanim oslobadanjem teofilina.

Na osnovu QTPP i sprovedene analize uticaja kriti¢nosti, utvrdeno je da na
efikasnost i bezbednost kod pacijenta imaju uticaj kriti¢ni atributi kvaliteta CQA
gotovog proizvoda: fizi¢ki atributi (oblik/veliina) tablete, sadrzaj, uniformnost sadrzaja
i profil brzine rastvaranja. Atributi kvaliteta gotovog proizvoda kao identifikacija,
stepen CistoCe i mikrobioloska Cisto¢a takode predstavljaju CQA, ali se dalje nisu

razmatrali jer formulacija i procesni parametri nemaju na njih uticaj.

Prema FMECA modelu izvodenja inicijalne procene rizika konstatovano je da:
atributi  kvaliteta materijala aktivne supstance, koja pripada | grupi lekova po
Biofarmaceuskom sistemu klasifikacije, ne pokazuju rizik za kvalitet gotovog

proizvoda, pri primeni metode vlazne granulacije.

Identifikovane kriticne formulacione komponente i promenljive: granulat sa
modifikovanim oslobadanjem teofilina, intragranularni matriks formiraju¢i polimer
(hidroksipropilmetilceluloza) i njegov udeo u ukupnom polimernom matriksu, pokazuju
srednji nivo rizika na fizicke attribute kvaliteta tableta (oblik/veli¢inu), a zajedno sa
ekstragranularnim polimerom (karbomer) visok nivo rizika na profil oslobadanja
lekovite supstance, dok je uticaj na sadrzZaj i uniformnost sadrzaja niskog nivoa rizika.
Prisustvo vezivnog sredstva i nerastvornog punioca pokazuje srednji nivo rizika na

fizi¢ke atribute kvaliteta tableta.

Uz pomo¢ punog faktorijalnog dizajna potvrden je efekat znac¢ajnog usporavanja
oslobadanja iz matriksa na bazi kombinacije Methocel® K100M najviseg viskoziteta sa
Carbopolom® 971P NF, sto do sada nije bilo prisutno u literaturi. Takode je ovaj efekat
konstatovan primenom niZzeg udela karbomera, 12.5 % u kombinaciji sa

hidroksipropilmetilcelulozom, u odnosu na literaturom naveden (15 %, 22.5 %).

194



Analizom faktorskih efekata, konstatovana je obrnuto proporcionalna zavisnost,
koli¢ine karbomera u matriksu, na brzinu oslobadanja leka, dok je uticaj ukupne

kolicine kombinacije polimera sa ve¢im znacajem samo u pocetnoj fazi ispitivanja.

Mehanizam nastanka znacajnog usporavanja oslobadanja pri primeni kombinacije
Methocel®K100M/Carbopol® 971P NF, pretpostavljeno je da se moze pripisati
sinergistickom uticaju oba polimera. Jo$ uvek nije u potpunosti objasnjen u literaturi, ali
se smatra da u prvaj fazi dominira uticaj intragranularno prisutne hidroksipropilmetil
celuloze na oslobadanje teofilina, a u kasnijoj fazi efekat ekstragranularno dodatog

karbomera nadvladava usled nagradenog jaceg gel sloja.

Za primenjene udele polimera, vezivnog sredstva i nerastvornog punioca od 3%
odnosno 4%, dobijeni su fizi¢ki atributi kvaliteta tableta U granicama zahteva, Sto
ukazuje da odabrana kombinacija polimera i ekscipijenasa uz primenjeni postupak
izrade (metoda vlazne granulacije) obezbeduju dobra protocna, kompresibilna svojstva

mase i atribute kvaliteta tableta u granicama zahteva.

Dizajnom smeSe postignut je razvoj formulacija matriks tableta na bazi
intragranularno  (Methocel® K100M ili Methocel® K4M) i ekstragranularno
(Carbopolom® 971P NF) kombinovanih polimera. Konstatovan je zna¢ajan obrnuto

proporcionalni uticaj koncentracije karbomera na profil brzine rastvaranja teofilina.

Sa povecanjem udela karbomera usporava se brzina oslobadanja, menja vrednost
difuzionog eksponenta n, isti se smanjuje i preko anomalnog transporta (kao
kombinovanog mehanizma erozije i difuzije) tezi ka procesu difizije, dok je za matrikse
na bazi samo intragranularno dodate hidroksipropilmetilceluloze, Case Il transport,
odnosno erozija vode¢i mehanizam oslobadanja. Kod istog udela ekstragranularnog, a
razlicitog viskoziteta 1 istog udela intragranularnog polimera
hidroksipropilmetilceluloze K100M ili K4M, uocava se slicnost profila formulacija,
iskazana kroz faktor slicnosti, ukazuju¢i na veci uticaja karbomera u procesu

oslobadanja.

Numericka optimizaciona procedura eksperimentalnog dizajna smeSe omogucila
je izdvajanje tri optimalne prototip formulacije uz izracunatu gresku predvidanja ispod
10 %, i konkretne sastave formulacija sa optimizovanim udelima polimera i brzinama

oslobadanja slicnim postavljenim ciljanim profilima (kod komercijalnih preparata).
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U odnosu na komercijalni preparat R-1, Aminofilin 350 mg, izdvojena je
optimalna prototip formulacija F11 kao kombinacija Methocel® K4M/Carbopol® 971P
NF udela 60/20, (sli¢nost profila f1=4.1, f2=84.2), za preparat R-11, Phyllocontin 350
mg, F7 formulacija na bazi Methocel® K100M, (sli¢nost profila f1=3.3, f2=83.4) i u
odnosu na komercijalni preparat R-1V, Phyllocontin 350 mg, F9 formulacija na bazi
Methocel® K4M, (sli¢nost profila f1=8.1, f2=70.7) je odabrana.
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Tredi deo:

Ispitivanje in vitro/in vivo odnosa

Za prikupljene in vitro i in vivo rezultate oslobadanja teofilina, primenom linearne
regresione analize ispitana je mogucnost uspostavljanja preliminarnog in vitro/in vivo
odnosa, nivoa A, kod izdvojene tri prototip formulacije i odabrana dva komercijalna

proizvoda

Dobijeni in vitro profili optimizovanih formulacija i komercijalnih proizvoda su
okarakterisani model-zavisnim i model-nezavisnim metodama: sli¢ni profili oslobadanja
su konstatovani kod prototip i komercijalnih preparata R-1/PF-I (f2=84.1) i R-11 / PF-I1I
(f2=83.4) dok je profil formulacije PF-II u poredenju sa referentnim bio razlicit.
Razli¢ite brzine oslobadanja kinetikom nultog reda ili kvadratnog korena su
konstatovane, najmanja kod PF-1 (na bazi Methocel® K4M/Carbopol® 971P NF) i
komercijalnog proizvoda R-I; vec¢a kod PF-Il (sa Methocel® K100M), a najveca kod
PF-111 (sa Methocel® K4M) i R-Il (cetostearilalkohol i hidroksietilceluloza); razligiti
mehanizmi oslobadanja su izracunati: anomalni transport kod PF-I11 (n=0.71), i PF-I
(n=0.62), , Case Il transport i erozija (relaksacija) kao vode¢i mehanizam kod PF-II
(n=0.90), Fickian difuzija kod R-11 (n=0.42) i kvazi-difuzija kod R-I (n=0.27).

In vivo resorpcioni profili dobijeni ispitivanjima na eksperimentalnim Zivotinjama
kuni¢ima, opisani su kroz izraCunate farmakokineti¢ke parametre: Cpax, maksimalnu
plazma koncentraciju; Trax, Vreme dostizanja maksimalne koncentracije leka u plazmi;
povrsine ispod krive plazma koncentracije teofilina u funciji vremena (AUC,_, i
AUC,_,,) i relativne bioloske raspolozivosti (Fre %). Za sve tri optimizovane prototip
formulacije konstatovano je produzeno oslobadanje leka u in vivo uslovima, za
Cmax,=7.61 mg/L - 9.2 mg/L, Tmax = 7.5h - 12.0h i AUC 4_4s, = 115.90 mg h/L -204.6
mg h/L, a relativna bioloska raspoloZivost teofilina bila je ve¢ih vrednosti (105.5 % -

182.5 %) u poredenju sa komercijalnim preparatima.

Statisticka analiza pokazala je da sastav formulacije ima uticaja na dobijene
farmakokineticke parametre: AUC (p<0.001), Cpnax (p<0.0001) i Tmax (p<0.009), a
statisti¢i znacajne razlike u dobijenim vrednostima konstatovane su za AUC formulacije
PF-11 (204.06 mgh/L), Cmax , kod oba komercijalna proizvoda R-1 i R-11 (5.6 mg/L i 4.2
mg/L) i Tmax kod R-11 (15h).
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Na osnovu dobijenih in vivo rezultata, primenom Wagner-Nelson metode,
izraCunat je %FD procenat kumulativne frakcije resorbovanog teofilina (profili
resorpcije), i podaci primenjeni pri ispitivanju moguc¢nosti uspostavljanja in vitro/in vivo
odnosa. Primenom linearne regresione analize i1 nadenih statistickih parametara
(koeficijent pravca prave, odsetka na y-osi i koeficijent korelacije R?) konstatovana je
mogucénost uspostavljanja in vitro/in vivo odnosa, nivoa A kod ispitanih formulacija, pri
demu je koeficijent korelacije bio unutar postavljenog zahteva (R*>0.97) za PF-1 (0.991)
i PF-111, R-1 (0.977), a van zahteva kod R-11 (0.944) i PF-11 (0.961).

Kod formulacije PF-1 u toku celog procesa rastvaranja/apsorpcije postignut je
visok stepen linearnosti/korelacije (R*=0.991), a u slu¢aju komercijalnog preparata R-II
razlike izmedu in vitro i in vivo rezultata znatno su bile visSe izrazene, $to se odrazilo na

nizu vrednost koeficijenta korelacije (R?=0.944).

Usled uocenog intenzivnijeg in vivo oslobadanje teofilina u prvim satima
inspitivanja, primenjen je vremenski faktor srazmere (time scaling factor) za in vitro
profile oslobadanja, ¢ime je uspostavljena korelacija kod prakti¢no svih ispitivanih
tableta uz nesto vise vrednosti koeficijenta korelacije (R? =0.982-0.995). Zna&ajno je
podignut stepen korelativnosti kod komercijalnog preparat R-11 (R*=0.987). Pri tome su
za jednu pototipformulaciju PF-1 i komercijalni proizvod R-I, dobijeni koeficijenti
pravca bliski jedinici (1.12 i 1.03). Intenzivniju brzinu resorpcije u prvim satima
ispitivanja u poredenju sa in vitro oslobadanjem, posto se radi o matriks sistemima,
najverovatnije je moguce objasniti sporijim formiranjem gel barijere in vivo, dovodeci

do relativno brzeg oslobadanja leka i1 u vecoj koli€ini.

Poredenjem slicnosti setova podataka in vitro/in vivo profila prototip formulacije i
komercijalnog preparata (u literaturi oznaceno kao prividno slican mehanizam
absorpcije, similar apparent absorption mechanism) primenom linearne regresione
analize, nadena je korelacija kod dva para formulacija PF-1 / R-1 (R>=0.949) i PF-111 / R-
Il (R®=0.962). Na osnovu literaturnih navoda, uo&ena niza vrednost Koeficijenta
korelacije se objasnjava cCinjenicom da su poredeni preparati razli¢itog sastava i

mehanizma oslobadanja (porozni lipidni matriks 1 hidrofilni bubre¢i matriks).

Za procenu predvidivosti in vitro/in vivo modela, primenjena je inverzna Wagner-

Nelson-ova metoda, koja predstavlja jednu od novijih i manje korisé¢enih metoda.
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Procena predvidivosti in vitro/in vivo modela, za interval do 8h ispitivanja i
farmakokineticke parametre Cgp 1 AUC_,g, potvrdena je kod jedne formulacije PF-11 i
jednog komercijalnog proizvoda R-I (greska predvidanja manja od 15 %), dok je kod
ostale dve formulacije (PF-1, PF-111) i jednog komercijalnog proizvoda (R-I1) greska
predvidanja bila u granicama zahteva za AUC_g,, a ve¢a od 15% za Cg,. Na osnovu
literaturnih navoda, u slu¢aju prihvatljive greske predvidanja za AUC_g,, predvidivost

se moze smatrati prihvatljivom.

Proistice da uz vremenski faktor srazmere, primenjeni korelacioni model moze
biti primenljiv u daljim fazama razvoja tableta, uz primenu predefinisane in vitro
metode ispitivanja, kao predvidive, koja pruza moguénost pretpostavljanja in vivo

ponasanja preparata.

Poredenjem in vivo profila dobijenih na zdravim dobrovoljcima (iz raspolozivih
publikacija) i in vivo eksperimentalno nadenih rezultata na kuni¢ima, za komercijalni
preparat (Phyllocontin 350 mg tablete, R-I1) nadena je sli¢nost parametara AUC ;. |
Crax-

Dobijene su visoke vrednosti korelacije, od 0.989 (za ispitivani interval 0-24h),
odnosno za interval do 12h (R?=0.996), primenom regresione analize kod poredenja
sli¢nosti kumulativnih frakcija %FD teofilina, izracunatin Wagner Nelson metodom,
kod zdravih dobrovoljaca (prema dva literaturna izvora: Lin i sar., 1990; Moller i
Langenbuher, 1982) 1 kod kunica.

Konstatovana je in vitro/in vivo korelacija nivoa A izmedu in vitro brzina
rastvaranja, posle primene vremenskog faktora srazmere i in vivo profila kod zdravih
dobrovoljaca, R*=0,986 (kod Lin i sar, 1990) i R?=0,985 (za Méller i Langebucher,
1982).

Dobijeni rezultati ukazuju na opravdanost primene kuni¢a kao Zivotinjskog
modela pri in vivo ispitivanjima u ranoj fazi razvoja farmaceutskog oblika, radi

preliminarnih predvidanja in vivo ponasanja razvojnih formulacija.

Na osnovu svih dobijenih rezultata ispitivanja, prototip formulacija PF-I11 je
izdvojena kao prihvatljiva za dalja ispitivanja, a kao referentni je odabran R-II,
Phyllocontin 350 mg tablete.
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Postavljen je preliminarni in vitro profil brzine rastvaranja PF-I1I formulacije:
oslobadanje posle 2h: 20-40 % (ciljana vrednost 30 %) , 4h: 40-60 % (ciljana vrednost
50 %), 6h: 55-80 % (ciljana vrednost 65 %) i posle 8h: 75-95 % (ciljana vrednost
85 %).

Na osnovu procene greSke predvidana za nadeni in vitro/in vivo Korelacioni
model, konstatovano je da se in vitro metoda po modelu Test 3 USP, moze koristiti kao
biorelevantna u daljim ispitivanjima i predvidanjima in vivo ponaSanja formulacija
sli¢nih sastava i mehanizama oslobadanja. Ustanovljeni parametri in vitro metode su:
aparatura II USP sa rotiraju¢om lopaticom, brzina mesanja 50 rpm, pri temperaturi 37 +
2 °C, u 900 ml medijuma: vestacki Zeludaéni sok bez pepsina /0-1h i vestadki crevni sok

bez enzima /2-8h.
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PRILOZI / 1ZJAVE



Mpwunor 1.

UsjaBa o ayTOpCTBY

MNoTnucaHu-a AnekcaHngpa [NeTtposuh

6poj ynuca /

UsjaBrbyjem
Ja je [OKTOpCcKa aucepTaLyja noj HacrnoBom

MpumeHa KOHUENTa AU3ajHa KBanuTeTa y paHoj (hasu papmaueyTckor pasBoja
tabneTa ca moaudukoBaHUM ocnobafareM aKTUBHE cyncTaHue

e pesynTaT CONCTBEHOr UCTPaXuBaYKor paaa,

e [la NpeanioxeHa avcepTaumja y LenuHu HY Y Aenosuma Huje buna npeanoxexa
3a pobujarbe GWUNO Koje AWNnoMe npema CTYAWJCKAM nporpaMuma Apyrux
BMCOKOLLKONCKMX YCTaHOBA,

e [la CYy pe3ynTaTv KOPeKTHO HaBeAeHU U

e [Ja HWCaM Kplumo/na aytopcka mpaBa W KOPUCTUO WHTENeKTyarHy CBOjUHY
ApYrux nuua.

Mornuc pokropaHaa

Y Beorpaay, J;ﬁ QO ’lﬂ\?) :

Afheu%p heuoGot



Mpunor 2.

MU3jaBa 0 MICTOBETHOCTM LUTAMMaHe U eNIeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paga

Mme v npesume aytopa AnekcaHapa Metposuh
Bpoj ynuca /
CTyamjckv nporpam /

Hacnos paga [lpumeHa koHuenTa Au3ajHa kBanuteTa y paHoj dasu

cdapmaueyTckor pasBoja Tabnera ca MOANMUKOBAHUM
ocnob6ahaeM aKTMBHE CyrncTaHue

Mentop _[MNpod ap 3oputia Hypuh

MoTnucaHu Anekcangpa lMetposuh

usjaBrbyjemM fa je wramnaHa Bepavja MOr JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA €NEKTPOHCKO)
Bepawju kojy cam npejao/na 3a ofjarbuBake Ha noptany JAurutantor
penosutopujyma YHuBepsurteTa y beorpany.

[losBorbaBam fa ce objaBe MOjW NUYHW nojauyn BesaHu 3a Aobujar-e akapemckor
3Baba JOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe 1 Npesume, rofiHa u MecTo pohietba u AaTym
opnbpaHe papa.

OBM nNW4YHM nogauu Mmory ce o06jaBUTM Ha MPEXHUM CTpaHuuama aurdtanHe
6uBnMoTeKe, Y eNeKTPOHCKOM KaTtarory v y nybnukauujama YHusepsuteta y beorpaay.

Motnuc gokropaHpa

[ 0-20[>

Y Beorpagy,

Ahw?ﬁ! u%@@ ﬁeu@f Q-



Mpunor 3.

UsjaBa o kopuwhemy

Osnawhyjem YHusepautetcky Gubnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh ga y [Hdurutanuu
peno3uTopujyMm YHuBepsuteTa y beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY AucepTauujy nop
HacnoBoMm:

MpuMeHa KoHUenTa Au3ajHa kBanureTa y paHoj da3u dpapmaueyTckor pa3soja
Tabnera ca MoaudnkoBaHuM ocnoballakeM akTUBHE CYrNcTaHLe

Koja je Moje ayTopcKo Aeno.

[ucepTauujy ca cBUM Npunosuma npeaao/na cam y enekTpoHckoM oopmary norogHoMm
3a TpajHO apXuBMparse.

Mojy fokTopcky aucepTauujy noxpaweHy y JurutanHu penosutopujym YHuBepsuTeTa
y beorpaay mory aa kopucte CBM KOju nowityjy ogpenbe cagpxaxe y ogabpaHomM tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oanyyuo/na.

1. AyTopcTeo
2. AYTOpPCTBO - HEKOMepLMjanHo
@Ay'rochao — HeKkomepumjanHo — 6e3 npepaae
4. AyTOpPCTBO — HEKOMEpLUjanHo — AenuTu Noa UCTUM YCrioBUMa
5. AytopctBo — 6es npepage
6. AYyTOPCTBO — JAEnuTy Nog UCTUM YCIoBUMA

(Monumo Aa 3aoKkpyxvTe camo jeAHy of, LWeCT NOHyReHuX nuueHUW, KpaTak onuc
nuueHumn aar je Ha nonefuHu nucra).

MNornuc pokTropaHaa

Y Beorpagy, '\\? HQQ.OT?)




