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1. UVOD



Osobine lekovitih preparata odredene su odnosom i vrstom aktivne i pomocnih
komponenti, kao i uslovima proizvodnje. Primenom eksperimentalnog dizajna kao metode
optimizacije moguce je, za kratko vreme, sa malim brojem izradenih formulacija do¢i do ciljne

formulacije.

Koli¢ina i odnos vezivnog sredstva i sredstva za raspadanje kao pomo¢nih komponenti,
kao i ¢vrstina tableta su jedni od klju¢nih parametara formulacije u fazi proizvodnje u cilju
dobijanja zahtevane kinetike rastvaranja aktivne supstance. Rastvaranje aktivne supstance u
tabletama mora da zadovolji odredeni profil brzine rastvaranja u odnosu na referentni preparat

na trzistu.

U toku optimizacije formulacije preparata neophodno je, pored razmatranja vezanih za
samu aktivnu komponentu (njene fizickohemijske i farmaceutsko-tehnoloSke karakteristike u
toku i neposredno nakon proizvodnje) obezbediti i stabilnost preparata. Izbor primarnog
pakovnog materijala direktno utice na stabilnost tableta koja se najceS¢e ogleda kroz sadrZaj
aktivne supstance, degradacione proizvode, raspadljivost tableta i procenat oslobodenog
sadrZzaja aktivne supstance kao kriticnih parametara specifikacije. Analiticke metode za
pracenje stabilnosti moraju biti validne i dovoljno osetljive da bi se kvalitativno i kvantitativno
odredili degradacioni proizvodi. Stabilnost preparata obezbeduje se time da su svi navedeni
fizickohemijski parametri u toku predvidenog roka trajanja u granicama specifikacije.
Najuocljiviji rezultat degradacije aktivne supstance je gubitak farmakoloSke aktivnosti,

odnosno stvaranje niza nezeljenih reakcija u humanom organizmu.

Za cilj ove doktorske disertacije predvidena je optimizacija formulacije u pogledu profila
brzine rastvaranja karvedilola primenom eksperimentalnog dizajna, monitoring stabilnosti
tableta u pogledu sadrzaja aktivne supstance, identifikacije i odredivanja degradacionih
proizvoda i kinetika procesa rastvaranja karvedilola. Za ispitivanje odabrane su Karvileks

tablete 12.5 mg proizvodac¢a AD Zdravlje-Aktavis, Leskovac.
Za ostvarivanje predvidenog cilja koriS¢ene su sledece metode:

- Razvijena i validirana stability-indicated HPLC metoda za odredivanje sadrZaja aktivne

supstance, identifikaciju i prisustvo degradacionih proizvoda,

- Dissolution UV/VIS spektrofotometrijska metoda za odredivanje profila brzine
rastvaranja aktivne supstance,

- Eksperimentalni dizajn (2° puni faktorijalni dizajn) upotrebljen je za optimizaciju
formulacije. Pri tom pracen je uticaj 3 nezavisno promenljivih faktora (koncentracija
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vezivnog sredstva, koncentracija sredstva za raspadanje i ¢vrstina tableta) na proces
rastvaranja karvedilola iz proizvoda Karvileks (Zdravlje-Aktavis, Leskovac). Za
eksperimentalni dizajn i statisticku obradu podataka korisS¢en je Design-Expert softwer
(verzija 7.1.6, Stat-Ease Inc.)

- Stabilnost tableta ispitana je na uslovima ubrzanog starenja 40°C + 2°C / 75% RH + 5%

i nakon izlaganja dnevnoj svetlosti i UV/VIS zracenju.

- Kinetika procesa rastvaranja analizirana je upotrebom testa rastvaranja uz upotrebu
matematickih modela: model nultog reda, model prvog reda itd.
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2.1. KRVNI PRITISAK
2.1.1. Krvni pritisak

Krvni pritisak je pritisak kojim krv deluje na zidove krvnih sudova u svakom delu tela.
Krv tece kroz krvne sudove upravo zato Sto se nalazi pod pritiskom [1]. Pritisak se stvara
radom srca, kao pumpe. Pri svakom izbacivanju krvi iz srca (sistola) pritisak se povecava, a
kod ulivanja krvi u srce (dijastola) pritisak se sniZzava. Stoga se mere dve vrednosti krvnog
pritiska: gornji (sistolni) i donji (dijastolni). Krvni pritisak je promenljiv, menja se tokom dana i
no¢i i podloZzan je mnogim unutradnjim i spoljadnjim uticajima. Normalna vrednost krvnog
pritiska je 120/80 mm Hg.

Dijagnoza poviSenog krvnog pritiska (hipertenzije), odraz je pojacanog rada srca,
ukoliko se kod odredene osobe izmeri viSe od tri puta pritisak ve¢i od 140/90 mm Hg. Povecani
krvni pritisak u skoro svim slu¢ajevima je poremecaj ravnoteZze brojnih mehanizama (od
emocionalnih reakcija, fizickog napora do autonomnog Ziv¢anog sastava i endokrinih zlezda

koje izlu¢uju hormone noradrenelin, adrenalin i angiotenzin).

2.1.2. Beta blokatori-antihipertenzivni lekovi

Beta blokatori ili beta adrenergicki blokatori se koriste za lecenje razlicitih
kardiovaskularnih bolesti [2]. Blokiraju uc¢inak adrenalina i noradrenalina na beta adrenergicke
receptore u telu (prvenstveno u srcu, perifernim krvnim sudovima, bronhijama, gusteraci i
jetri). Koriste se kod velikog broja bolesti-aritmije, angine pektoris, hipertenzije, u prevenciji
infakta srca. Osim toga koriste se za lecenje glaukoma, napetosti, alkoholizma, za prevenciju

migrene i zbog toga se smatraju jednom od najznacajnijih grupa lekova.

Postoje tri tipa beta adrenergickih receptora: beta-1 receptori koji se nalaze uglavnom u
arterijama i beta-3 receptori, koji su manje istazeni, ali se zna da ucestvuju u metabolizmu

masti.

Aktivacija beta-1 receptora adrenalinom pojacava brzinu rada srca i krvni pritisak pa
srce trosi vise kiseonika. Lekovi koji blokiraju ove receptore, stoga, imaju suprotno dejstvo-oni

usporavaju brzinu rada srca i snizavaju krvni pritisak.



Beta-2 receptori se nalaze u krvnim Zilama prugastih miSi¢a. Aktivacijom tih receptora
dolazi do Sirenja krvnih Zila u skeletnim miSi¢ima, Sirenja bronhija, opustanja probavnih
organa, razgradnje glikogena u jetri i otpuStanja glukoze u krv iz jetre. S druge strane

blokiranjem ovih receptora dolazi do suprotnih uc¢inaka u spomenutim organima.

Beta blokatore razlikujemo po tome blokiraju li beta-1 ili beta-2 receptore. Ukoliko
blokiraju i jedne i druge tada ih nazivamo neselektivni beta blokatorima. Selektivni beta
blokatori blokiraju samo beta-1 receptore, time se deluje samo na srce, ali ukoliko se uzimaju u

ve¢im dozama blokirace i druge beta receptore.

Posebna grupa beta blokatora su blokatori koji su u isto vreme i alfa blokatori. To su
labetalol i karvedilol. Oni su vrlo prikladni za brzo postizanje kontrole krvnog pritiska jer
dodatna blokada alfa receptora sprecava karakteristi¢ni pocetni porast krvnog pritiska koji

nastupa ukoliko se blokiraju samo beta 1-blokatori.

U prakti¢cnoj primeni danas, komercijalno je prisutan veci broj preparata [3], a

registrovani lekovi na trZitu iz ove grupe su:

e KARVILEKS - Zdravlje — Actavis, Srbija,

e KARVEDILOL - Habit Pharm, Srbija,

e MILENOL - Hemofarm, Srbija,

e CORYOL - Krka, Slovenija,

e DILATREND - F. Hoffmann — La Roche, Svajcarska.

2.1.3. Karvileks

Karvileks su tablete koje u svom sastavu sadrZze karvedilol, kao aktivnu supstancu
Karvedilol je kristalni prah bele ili skoro bele boje. Prakti¢cno je nerastvoran u vodi i
razblaZzenim kiselinama, slabo je rastvoran u alkoholu [4]. Hemijski naziv ove supstance prema
IUPAC nomenklaturi je (x)-[3-(9H-carbazol-4-yloxy)-2-hydroxypropyl][2-(2-

methoxyphenoxy)ethyl]amin. Zastupljen je kao racemska smeSa R (+) i S (-) enantiomera [5].

Karvedilol je uz labetalol jedini posebni beta blokator koji ujedno ima svojstva
vazodilatatora [6], vezZe se za alfa-1 receptore i blokira ih, Sto uzrokuje Sirenje krvnih zila. Osim
toga karvedilol je mocan antioksidant [7,8], tj. neutralizator reaktivnih slobodnih radikala i

antiproliferativni agens.



U Eu Ph VI propisane su tri necistoce karvedilola i to: necisto¢e A, B i C. Hemijski

nazivi ovih supstanci prema IUPAC nomenklaturi su:

nedistoéa A:

1-[[9-[2-hydroxy-3-[[2-(2-methoxyphenoxy)ethyl]amino]propyl]-9H-carbazol-4-yl]oxy]-3-[[2-
(2-methoxyphenoxy)ethyl]amino]propan-2-ol,

necistoé¢a B:
1,1'-[[2-(2-methoxyphenoxy)ethyl]nitrilo]bis[3-(9H-carbazol-4-yloxy)propan-2-ol],
necistoca C:

(2RS)-1-[benzyl[2-(2-methoxyphenoxy)ethyl]amino]-3-(9H-carbazol-4-yloxy)propan-2-ol.

Strukturna formula karvedilola i njegovih necistoca prikazana je na Slici 1.

Tok sinteze karvedilola prikazan je na Slici 2. U sintezi, kao jedna od polaznih supstanci
koristi se 4-hidroksikarbazol, za koju je tokom ispitivanja stabilnosti karvedilola nadeno da

predstavlja nec¢istocu koja potice iz procesa sinteze [9].

Delovanje: Karvedilol smanjuje periferni vaskularni otpor putem vazodilatacije i blokade
renin-angiotenzin-aldosteronskog sastava [10]. On je neselektivni beta blokator [11,12] bez
parcijalnih agonistickih svojstava, ali ima svojstva stabilizacije membrane. Opticki je aktivana
supstanca sa dva enantiomera (R i S), a javlja se kao smeSa tj. racemat. Za beta blokadu je

uglavnom odgovoran S(-) enantiomer.

Primena: Kod pacijenata sa povisenim krvnim pritiskom smanjuje krvni pritisak, a brzina rada
srca je lagano smanjena. Protok krvi kroz bubrege i bubrezna funkcija je ocuvana. S obzirom
da je oc¢uvan i protok krvi kroz ekstremitete, pojava hladnih eksremiteta koja se ¢esto vida kod
upotrebe drugih blokatora kod upotrebe karvedilola se retko vida. Kod pacijenata sa stabilnom
anginom pektoris karvedilol je pokazao antiishemijska i antianginalna svojstva, a kod
pacijenata sa pogorsanom funkcijom levog ventrikula i kongestivnim zatajenjem srca

karvedilol je pokazao dobre ucinke. Stoga se karvedilol koristi za lecenje hipertenzije sam ili u

7



kombinaciji sa drugim antihipertenzivnim lekovima, posebno diureticima tiazidskog tipa, u
lecenju hronicne stabilne angine pektoris, nemoj ishemiji sr¢anog misic¢a, nestabilnoj angini.
MoZe se koristiti kao dodatak standardnoj terapiji, ali i kod bolesnika koji ne podnose ACE

inhibitor, odnosno kod bolesnika koji nisu na terapiji digitalisom, hidralazinom ili nitratom.

Nuspojave: Ne smeju ga koristiti bolesnici sa dekonpenziranim zatajenjem srca IV stupnja,
AV blokom drugog ili tre¢eg stupnja, u slucajevima teSke bradikardije, sindroma bolesnog
sinusnog ¢vora, kardiogenog Soka, teSke hipotenzije, astmaticara, pacijenata s KOBP i oStecene
jetre. Posebno oprezni bi trebali biti pacijenti s kongestivnim zatajenjem srca, dijabetes
melitusom, hroni¢nom opstruktivnom plu¢nom bolesti, perifernim vaskularnim bolestima, kod
osoba sklonih alergijama, u bolesnika s psorijazom. Moguée nuspojave su poremecaj vida,
glavobolja, zamor, bradikardija, posturalna hipotenzija, hipotenzija, edem, mucnina, proliv,
povracanje, trombocitopenija, hiperglikemija, povecanje telasne tezine i hiperholesterolemija,

astma i dispneja kod bolesnika sa predispozicijom, bol u ekstremitetima, smanjena lakrimacija.
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Slika 1. Strukturna formula karvedilola i njegovih necistoca
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Slika 2. Tok sinteze karvedilola

Doziranje:

Hipertenzija: 12,5 mg pocetno zatim 25 mg dnevno, maksimalno 50 mg dnevno.

Angina pektoris: 12,5 mg pocetno, zatim 2x25 mg, maksimalno 100 mg dnevno podeljeno u 2

doze.

Hronicnha srcana isuficijencija: 2x3, 125 mg (dve nedelje) zatim 2x6,25 mg (dve nedelje)

nastaviti sa 2x12,5 mg, maksimalno 2x25-50 mg.

2.2. TABLETE

2.2.1. Uloga tableta u terapiji

Peroralni nacin davanja leka je najvazniji za postizanje sistemskog
efekta. Parenteralni nacin terapije pogodam je za urgentna stanja i za
odrZavanje terapije lekovima kod hospitalizovanih pacijenata. Smatra se da

priblizno 90% svih lekova koji treba da proizvedu sistemski efekat se daje



peroralnim nacinom aplikacije. Od lekova koji se primenjuju peroralno najpoZeljniji su ¢vrsti

oblici (tablete i kapsule) iz vise razloga.

Tablete i kapsule predstavljaju takve lekovite oblike u kojima je aktivna komponenta
tacno dozirana i zadatak pacijenta je da samo uzme propisanu koli¢inu u cilju terapije [13].
Tecni oblici za peroralnu primenu, kao sirupi, suspenzije, emulzije, rastvori i eliksiri, daju se u
ukupnoj koli¢ini namenjenoj za lecenje pacijenta u odredenom periodu; zadatak je pacijenta da
od te koli¢ine odmeri potrebnu dozu Kkoriste¢i supenu ili kafenu kaSicicu, kapaljku i sl., pri
¢emu uvek dolazi do greSke u doziranju. Te¢ni oblici doziranja imaju i druge nedostatke u
odnosu na tablete; teze su za transport, staklene bocice podlozne su lomljenju, neprijatan ukus
leka je teZze maskirati, te¢ni oblici su u principu manje stabilni od ¢vrstih, pa je i rok upotrebe

obi¢no kraci; postoji moguénost razvoja mikroorganizama pri stajanju itd.

Peroralni tecni oblici (rastvori i suspenzije) imaju, svakako, prednosti u odredenim
slu¢ajevima, npr. ako je lek efikasniji u toj formi (adsorbensi, antacidi) ili je namenjen deci ili

starijim ljudima koji imaju teSkoce sa gutanjem tablete.

Prednosti tableta su:

1. Kao pojedinacni oblici doziranja pruzaju najvecu preciznost u doziranju i najmanje

variranje u sadrzaju leka,

2. Od svih peroralnih oblika doziranja, najlakse su i najkompaktnije,

3. Cena je najniza u poredenju sa drugim peroralnim oblicima,

4. Transportovanje i pakovanje tableta je u principu najjednostavnije i najjeftinije,

5. Identifikacija proizvoda je najjednostavnija i najjeftinija ukoliko postoji monogram,
6. Lako se gutaju, osim u izuzetnim slucajevima,

7. Mesto ili duzina delovanja leka u tableti moze biti programirano (enterosolubilne ili tablete

produZzenog delovanja),
8. Pogodnije su za proizvodnju na veliko od drugih peroralnih oblika,

9. U tabletama se postiZe najbolja hemijska, fizicka i mikrobioloSka stabilnost leka.
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Nedostaci tableta su:

1. Postoje supstance koje je vrlo teSko komprimovati tako da budu kompaktne, zbog toga Sto

su amorfne prirode ili su voluminozne, male gustine,

2. Lekove koji se slabo kvase, sporo rastvaraju, doze su im prili¢éno visoke ili se resorbuju
visoko u Gl traktu, je dosta teSko formulisati, u obliku tableta a da se postigne adekvatna ili

potpuna raspoloZivost leka.

3. Postoje lekovi koji imaju izrazito gorak ukus, neprijatan miris, osetljivi su na oksidaciju ili
vlagu u vecem stepenu, pa stoga zahtevaju prethodnu ili naknadnu-obradu enkapsulaciju
lekovite supstance ili oblaganje tablete. 1z ovog razloga, postoje teSko¢e u formulacijii
tehnoloski postupak poskupljenje, pa je u takvim slu¢ajevima kapsula pogodniji i jeftiniji oblik

za proizvodnju.

2.2.2. Formulacija tableta

Komprimovane tablete (ili samo tablete), namenjene su za peroralnu primenu i

predstavljaju ¢vrste, dozirane oblike, izradene sabijanjem smeSe leka i pomoénih materija.

Tri su osnovna procesa za izradu komprimovanih tableta: direktna kompresija, i

komprimovanje granulata dobijenog putem vlazne ili suve granulacije.

Vecini lekovitih aktivnih supstanci potrebno je dodati pomoéne materije (razlicite

eksipijense) da bi se napravile komprimovane tablete.

Ako je predvideno da aktivna komponenta bude u velikoj dozi po tableti, tj. ako ona
zauzima ve¢i deo mase tablete, dodatak eksipijenasa je minimalan. Pri nizim dozama leka,
dodaje se viSe pomoc¢nih materija, a pre svega inertni nosa¢ (punilac, sredstvo za
dopunjavanje), da bi se dobila tableta pogodne velic¢ine i mase. U sastav smeSe za tabletiranje

obi¢no osim lekovite supstance ulaze i slede¢e pomoc¢ne materije i to:

- punilac,

- vezivno sredstvo,

- sredstvo za raspadanje,
- lubrikans,

- sredstvo za klizanje i antiadheziju.
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Neke pomocéne materije se koriste u specificnim sluc¢ajevima (npr. antioksidansi,
materijali za usporavanje brzine rastvaranja, konzervansi, sredstva za kvaSenje, sredstva za

bojenje).

Naravno, nije obavezno da sve ove komponente budu obuhvac¢ene formulacijom, jer

neka od pomo¢nih materija moZe vrSiti vise funkcija istovremeno.

Izbor punioca i ostalih eksipijenasa zavisi od hemijskih i fizickih osobina aktivne
komponente, od ponaSanja smeSe pri kompresiji i od Zeljenih osobina finalne tablete. Izbor
najbolje metode za tabletiranje vrsi se na osnovu osobina leka, njegove doze i ekonomiénosti
izrade. U principu, pri proceni prihvatljivosti metode izrade, obi¢no se uzimaju najpre u obzir
vlazna granulacija i direktna kompresija, pa se izmedu njih bira postupak koji ¢e najbolje

odgovarati, a na poslednje mesto dolazi suva granulacija.

2.3. STABILNOST

2.3.1. Stabilnost farmaceutskih preparata

Stabilnost se definiSe kao stepen u kome dozirni oblik zadrZzava u navedenim
granicama, kroz ceo period ¢uvanja i upotrebe, iste osobine koje je posedovao u vreme izrade
[14].

Stabilnost preparata ukazuje na otpornost prema razlic¢itim hemijskim, fizickim i
mikrobioloskim reakcijama koje bi mogle da promene njegove pocetne osobine, i to za vreme
transporta, ¢uvanja i upotrebe. Vazan kriterijum za stabilnost je procena tih efekata na

pogodnost upotrebe lekovitog preparata u terapiji.

Cilj ispitivanja stabilnosti lekovitih preparata je da se odredi vremenski period u kome
je lek stabilan, odnosno za koje vreme izgubi najvise 10% dejstva aktivnog principa, skladisten
pod normalnim uslovima. lako se procena stabilnosti odnosi na hemijsku stabilnost, odnosno na
sadrZaj aktivne supstance, ispitivanja su obi¢no sveobuhvatnija i ukljucuju fizicku, kao i

mikrobioloSku stabilnost.

Stabilnost se cesto kvantitativno izrazava kao rok trajanja (shelf-life), odnosno kao
vreme za koje je predvideno da preparat ostane prikladan za upotrebu pod uslovom da se ¢uva

pod odredenim uslovima.

12



Smatra se da je preparat stabilan, ukoliko je obim promene aktivne supstance manji od

5%, a da nije doslo do stvaranja toksi¢nih proizvoda.

U toku roka trajanja lek je izloZzen brojnim spoljaSnjim faktorima rizika, kao 5to su

vlaga, temperatura, svetlost, kiseonik, mikroorganizmi itd.

Faktori koji uticu na stabilnost i promene na lekovitim oblicima

Na stabilnost lekovitog preparata utice broj, vrsta, brzina i obim promena koje se
odigravaju u leku, pod uticajem spoljasnjih i unutradnjih faktora. Poznavanje mogucih reakcija
degradacije lekovite supstance, kao i faktora koji uti¢u na brzinu reakcije, neophodno je u svim
fazama razvoja farmaceutskog preparata. U fazi preformulacije, mora se dobro poznavati
hemijska struktura polaznih supstanci, odnosno, mora se znati da li u sebi sadrZe funkcionalne
grupe osetljive na hemijske degradacione reakcije. Potrebno je imati podatke i o fizickim
osobinama. Predvidaju se moguce degradacione reakcije kao i to da li produkti dobijeni
degradacijom imaju farmakoloSko dejstvo ili ne, da li su toksi¢ni, sto moZe imati negativne

posledice po zdravlje pacijenata.

Najznacajniji faktori koji uticu na hemijsku stabilnost lekovite supstance u preparatu,
vezani za formulaciju, nacin izrade i cuvanje su: pH vrednost, priroda rastvaraca, prisustvo
kiseonika, prisustvo peroksida, joni teSkih metala, vlaga, svetlost i temperatura. Degradaciju

mogu da prouzrokuju razli¢ite hemijske reakcije, ali su najéeSce oksidacija i fotodegradacija.

Uticaj svetlosti na stabilnost lekova

Sunceva svetlost povecava temperaturu, a sadrzi i UV zrake koji su posebno Stetni za
lekovite supstance. Mnoge lekovite supstance su fotosenzibilne, $to znaci da se degradiraju pod
uticajem svetlosti. UV deo svetlosti obi¢no zapocinje lancéanu reakciju autooksidacije. U
formulacijama preparata sa fotosenzibilnim lekovitim supstancama predvida se prisustvo
antioksidanasa ako svetlost dovodi do oksidacije. U formulacijama moze da se ukljuc¢i i UV
apsorber koji mora biti kompatibilan sa aktivnim i ostalim pomoénim materijama. Uz to,
preparat treba da bude zaSticen od svetlosti odgovaraju¢im pakovanjem. Zastita od svetlosti
moZe da se postigne i odgovarajucom formulacijom, najéeSce oblaganjem tableta ili kapsula

neprovidnim filmom napunjenim i hermeticki zatvorenim bocicama.
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lako se mnogi lekovi razgraduju pod uticajem svetlosti, u praksi posledice ne moraju
biti iste za sve sastojke (neki lekovi se razgraduju u veoma malom procentu nakon izloZenosti

od nekoliko nedelja, dok drugi imaju fotohemijski poluzivot od svega nekoliko minuta)

Osnovni podaci o fotoreaktivnosti supstanci potrebni su kako bi se obezbedila
informacija o rukovanju, pakovanju, merenju i upotrebi leka kao supstanci ili leka kao

proizvoda.

Hemijsku promenu prouzrokuje samo zracenje koje sistem (formulacija, lekovita
supstanca) apsorbuje. Veliki broj razlicitih reakcija moze biti pokrenut fotohemijski (redukcija,

hidroliza, oksidacija, izomerizacija, polimerizacija i sl.)

Podatke o stabilnosti supstance i formulacije potrebno je dobiti $to ranije i zapoceti

ispitivanje pod stresnim uslovima (T, pH, svetlost).

2.3.2. Studije stabilnosti

Stabilnost farmaceutskih preparata se obavezno prati u slede¢im slucajevima:
e zanovi proizvod,
e pri uvodenju novog doziranog oblika.
Stabilnost se takode obavezno prati u slu¢ajevima ako se promeni:
e mesto proizvodnje,
e mesto pakovanja,
o formulacija,
e tehnoloski proces ili oprema za proizvodnju,
e velicina serije,
e primarno pakovanje,

e proizvodac aktivne supstance.

Pod studijom stabilnosti podrazumeva se serija informacija testova o stabilnosti
farmaceutskog proizvoda u cilju definisanja njegovog roka trajanja i perioda koriS¢enja pod
specifi¢nim uslovima pakovanja i ¢uvanja. Za procenu stabilnosti lekovite supstance i preparata

primenjuju se: studije u roku trajanja, studije ubrzanog starenja i ,,stresne* studije stabilnosti.
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Ispitivanje u roku trajanja podrazumeva da se preparat koji se ispituje ¢uva pod
normalnim uslovima skladiStenja, na sobnoj temperaturi od 25°C + 2°C i pri relativnoj
vlaznosti vazduha od 60% RH + 5%. U odredenim vremenskim intervalima se uzimaju uzorci
za ispitivanje na odredene fizicko-hemijske i mikrobioloske parametre [15]. Ispitivanje u

uslovima skladistenja u predvidenom roku trajanja predstavlja dug proces.

Da bi se u kratkom vremenu doSlo do podataka o stabilnosti i odredio rok trajanja,
koriste se studije ubrzanog starenja. Kod ubrzanog testa starenja, faktor vreme, zamenjuje se
faktorom poviSena temperatura. Preparat se pored temperaturnih promena izlaze i uslovima
povecane vlaznosti, a ako je potrebno i jakom izvoru svetlosti. Pri tome se za ispitivanje koriste
tzv. “komore za stabilnost” u kojima postoji mogucnost regulisanja i odrzavanja odredene

temperature i vlage, a u nekim modelima, i svetlosnog zracenja.

Ispitivanja se kod studije ubrzanog starenja izvode u periodu od 6 meseci na temperaturi
od 40°C + 2°C i pri relativnoj vlaznosti vazduha od 75% RH + 5%.

»Stresne studije* ispitivanja hemijske, fizicke ili mikrobioloSke stabilnosti lekovite
supstance, pomoc¢nih materija ili lekovitog preparata obuhvataju primenu odredenih stresnih
uslova u nekom periodu vremena i odredivanje efekta tog stresa na odredene hemijske, fizicke i
mikrobiloSke osobine ispitivanog uzorka, u odredenim vremenskim intervalima. Primeri
uobicajeno korisc¢enih stresnih faktora su temperatura, svetlost, relativna vlaznost, gravitacija i
mikroorganizmi. Izbor uslova kojima se uzorak podvrgava zavisi od fizicko-hemijske prirode
supstance ili preparata i od uslova kojima ce preparat verovatno biti podvrgnut za vreme
transporta, ¢uvanja i upotrebe. Plan uslova kojima se podvrgava preparat, broj i ucestalost
uzimanja uzorka za ispitivanje se odreduju na osnovu protokola za ispitivanje stabilnosti. Neki
efekti mogu da se uoce direktnom posmatranjem: boja, miris, ukus, bistrina, stepen flokulacije,
disperzibilnost ili vidljiv rast mikroorganizma. Medutim, gde je to god moguce, zahteva se da
se promene odreduju kvantitativno. Primeri odredivanja koja se izraéunavaju na kvantitativan
nacin su: sadrZaj lekovite supstance; odredivanje koli¢ine degradacionog proizvoda; brzina

rastvaranja lekovite supstance iz tableta.

Testovi pod stresnim uslovima cuvanja izvode se na povisenim temperaturama 50°C,
60°C * 2°C i pri relativnoj vlaznosti vazduha od 75% RH + 5%, u periodu od 3 meseca.

Testovi stabilnosti pod stresnim uslovima ¢uvanja ukljucuju fotostabilnost.
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Fotostabilnost (CPMP/ICH/279/95)

O vazZnosti isprtivanja stabilnosti govore i regulative propisane od strane EMEA i ICH,
prema kojima uz zahtev za registraciju proizvoda, neophodno je dostaviti podatke o izvrSenim
ispitivanjima stabilnosti proizvoda. Podaci dobijeni kroz testove ubrzanog starenja moraju na

kraju odgovarati podacima ispitivanja iz roka trajanja, odnosno dugotrajnog ispitivanja [16].

Granica od 10%, koja se odnosi na istek roka trajanja, vise se ne prihvata automatski

veé moze hiti zahtevano da bude niza.

Ispitivanja moraju biti izvrSena u finalnoj ambalazi koja ¢e se koristiti za proizvod koji
se stavlja u promet. Dodatna ispitivanja na zasticenom leku mogu biti koristan prilog ubzanom
ispitivanju i proceni ambalaZze, kao $to su dodatna ispitivanja koja se izvode na drugim
odgovaraju¢im materijalima za pakovanje, tokom postupka izbora definitivnog materijala za

ambalazu.

EMEA je za pracenje foto stabilnosti aktivne supstance i preparata predloZila dva
nacina. Prema prvom, uzorak moze biti izloZen dejstvu D65/1D65 svetlosti, odnosno vestackoj
fluorescentnoj lampi, kombinovanoj sa VIS i UV lampom. D65 je internacionalni priznati
standard za svetlost koja deluje po spoljasnjoj povrSini uzorka definisan 1ISO 10977 (1993), dok
je ID65 definisan kao standard za delovanje svetlosti u unutradnjosti uzorka. Talasna duZina

izvora zracenja je 320 nm.

Drugi nacin izlaganja uzorka je primenom bele i UV fluorescentne lampe. Bela
fluorescentna lampa deluje po povrsini uzorka slicno kao i svetlost koja je definisana 1SO
10977. UV fluorescentna lampa ima spektralnu distribuciju od 320 do 400 nm, sa

maksimumom emisione energije od 350 do 370 nm.

Prema EMEA, bez obzira na to na koji naéin se uzorak zraci, u toku pracenja foto
stabilnosti, iluminacija ne treba biti manja od 1,2 milion lux sati, a integracija UV zracenjem ne
manja od 200 Wh m 2.

2.3.3. Kinetika reakcije foto degradacije

Za procenu stabilnosti leka neophodno je poznavati brzinu i red hemijske reakcije [17].
Sve promene u preparatima odvijaju se odredenom brzinom reakcije. Hemijske reakcije

degradacije lekovite i pomoc¢nih supstanci mogu se odvijati razli¢itim kinetikama.
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Primena teorije hemijske kinetike omogucava da se izracuna brzina kojom se degradira
lekovita supstanca ili neki pomo¢ni sastojak na osnovu rezultata eksperimentalnog ispitivanja
stabilnosti pod odredenim uslovima. Takode se mogu dobiti korisne informacije o
meduproizvodima u reakciji degradacije, kao i o uticaju faktora kao Sto su koncentracija
reaktanata, temperatura, pH vrednost i prisustvo povrSinski aktivnih materija. Hemijska
kinetika primenjuje se ne samo na supstance u obliku rastvora, ve¢ i na supstance u
suspenzijama, emulzijama, ¢vrstim i polucvrstim preparatima. Sve promene u preparatima
odvijaju se odredenom brzinom reakcije. Neke promene se odvijaju veoma sporo, tako da je
njihov uticaj na brzinu reakcije veoma mali. Ukoliko se promene odvijaju brzo, stabilnost
preparata je ugrozZena.

NajceS¢e primenjivani matematicki modeli, koji se koriste za opisivanje Kinetike
reakcije foto degradacije, su modeli kinetike nultog i prvog reda. PredloZeni modeli prikazani

su u obliku sledec¢ih matematickih izraza:

Kinetika nultog reda:
C=C,—k,t (1)
Kinetika prvog reda:
InC=1InC, —kit (2
gde je:
Co — kolicina supstance na pocetku procesa fotodegradacije (t = 0)
C - kolicina supstance nakon vremena t

ko, k1 — konstante brzine reakcije fotodegradacije

Neophodno je poznavati kog je reda hemijska reakcija, da bi se izracunalo vreme

poluZivota i rok trajanja.

Za reakciju nultog reda, vreme poluZivota (ty2) i rok trajanja (tgo) izracunavaju se

pomocu slede¢ih matematickih izraza:
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t =
1/2 ko -
0.1C,
ty, = K
0

Za reakciju prvog reda, vreme poluzivota (ti2) i rok trajanja (teo) izracunavaju se

pomocu sledec¢ih matematickih izraza:

B 0.693C,
1/2
k
' 4
0.105
ty = K
1

2.4. AMBALAZA (PAKOVNI MATERIJAL)

Pakovanje i oznacavanje je izuzetno znacajna operacija [15]. U prometu se nalaze
zapakovani i oznaceni polazni materjali (lekovite supstance, pomoc¢ne materije, kontejneri) i
gotovi proizvodi. Svi lekoviti preparati se po izradi pakuju u odgovarajuée kontejnere
(ambalazu) i tako distribuiraju. Lekoviti preparat ne moZe da postoji, niti da ima odgovarajuci
rok upotrebe, bez ambalaZe, koja je na propisan nac¢in obelezena. Danas se posebna paznja
poklanja izboru pakovnog materijala. Pakovanje se moZe definisati kao postupak koji ¢e
obezbediti zastitu i isporuku leka, omoguciti njegovu bezbednu i pravilnu upotrebu, pruZiti
informacije o identitetu, nacinu upotrebe i drugim znacajnim karakteristikama, za sve vreme

upotrebe proizvoda.

U praksi se ambalaza deli na: primarnu, sekundarnu i tercijarnu.

. Primarna ambalaza dolazi u direktni kontakt sa lekom i
predstavlja najbitniju komponentu sistema pakovanja, jer od nje
zavisi zaStita lekovitog proizvoda. U skladu sa tehnoloskim
napretkom, finansijkim mogucnostima, ekoloSkim standardima, u
okviru farmaceutske industrije postoje odredeni zahtevi za primarnu
ambalazu: da lekovitom preparatu obezbedi odgovarajuéu zastitu od

spoljasnjih uticaja, odmah po izradi, u toku transporta i ¢uvanja (vlaga, svetlost, temperatura,
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kiseonik, mehanicka delovanja); da omoguci identifikaciju lekovitog oblika; da je lako
prenosiva; da omoguc¢ava korisniku bezbednu i pravilnu upotrebu leka; da je prikladna za
upotrebu u bolnicama i ambulantama; da odredene preparate Stiti od domaSaja dece; i ono Sto je
bitno za proizvodace: da su joj dimenzije standardizovane; da je primenjiva za masSinsko

pakovanje; da isporucioci budu pouzdani, kvaliteni i poznati; da je cena povoljna.

. Sekundarna ambalaza ne dolazi u direktan kontakt sa lekom
ve¢ ima funkciju da objedini Zeljeni broj primarnih pakovanja sa
ciljem da obezbedi dodatnu zaStitu, pruzi informacije o proizvodu i

olaksSa dalju manipulaciju sa proizvodom.

o Tercijarna ambalaza sluzi da objedini vise sekundarno

zapakovanih proizvoda da bi se olakSalo skladiStenje i transport.

S obzirom na funkcije pakovanja neophodno je dobro poznavati nekoliko aspekata:

Materijali za farmaceutske kontejnere (ambalazu). Materijali koji se koriste za izradu
kontejnera (ambalaze) za pakovanje lekovitih preparata su: staklo, plastika, guma, metal, papir,
silikonske mase. Ph.Jug.V u okviru monografija - Materijali koji se koriste za izradu ambalaze
i kontejneri, propisuje zahteve i ispitivanja, daje slede¢ce materijale: materijali na bazi
plastificiranog polivinilhlorida za ambalazu za ljudsku krv i derivate krvi i za vodene rastvore
za intravensku infuziju, materijali na bazi plastificiranog polivinilhlorida za cevéice koje se
koriste u kompletima za transfuziju krvi i derivata krvi, poliolefini, polietileni niske gustine za
ambalazu za preparate za parenteralnu primenu i oftamolosSke preparate, polietilen visoke
gustine za ambalazu za preparate za parenteralnu primenu, polipropilen, etilenvinilacetat
kopolimer za izradu kontejnera i cevcica za preparate za totalnu parenteralnu ishranu,

silikonsko ulje koje se koristi kao lubrikans, silikonski elastomer za izradu zatvaraca i cevi.
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Faktori koji uti¢u na izbor ambalaze

1. Osobine proizvoda: fizicka, hemijska i mikrobioloSka svojstva.

2. Osetljivost proizvoda: fizi¢ki ili mehanicki faktori, hemijski faktori, faktori okoline, bioloski
faktori.

3. Trzidni zahtevi za ambalazu: funkcionalni zahtevi, zakonski zahtevi, potroSacki zahtevi,
sprecavanje zloupotreba.

4. Zdravstveni i bezbedonosni aspekti ambalaZze: stanoviste pakovanja, stanoviste prodaje,

stanoviste upotrebe.

Vrste kontejnera i zatvaraca. Kontejner je predmet za farmaceutsku upotrebu (kontaktna,
primarna ambalaZa), sadrzi ili je namenjen za Cuvanje preparata, i koji je ili moZe biti u
direktnom kontaktu sa proizvodom. Zatvarac je deo kontejnera. Kontejner obezbeduje razlicite
stepene zasStite, zavisno od prirode proizvoda i opasnosti po okolinu, odnosno minimizira
gubitak komponenata proizvoda. Kontejner ne sme fizicki ili hemijski da reaguje sa sadrzajem
na takav nacin da dovede do promena karakterisika preparata koje su odobrene od strane
regulatornih vlasti. Jednodozni kontejner sadrZi koli¢inu preparata koja se mora upotrebiti
odjednom. ViSedozni kontejner sadrzZi kolicinu preparata koja se moZe primeniti dva ili vise
puta. Dobro zatvoreni kontejner Stiti sadrZaj od kontaminacije ¢vrstim i te¢nim supstancama i
sprecava gubitak sadrzaja pod uobicajenim uslovima koriSéenja, cuvanja i transporta.
Hermeticki zatvoren kontejner je nepropustan za c¢vrste, tecne i gasovite supstance pod
uobicajenim uslovima koriSéenja, cuvanja i transporta. Zataljen kontejner je kontejner koji se
posle punjenja zatvara fuzijom materijala od koga je kontejner proizveden. Tamper-proof
kontejner je zatvoren kontejner koji omogucava evidenciju prvog otvaranja. Farmakopeja ne
navodi kao posebne kontejnere Kkoji pruZaju zaStitu od svetlosti, specificnim svojstvom
materijala od koga se sastoje. Farmakopeja daje detaljne podatke za jedan broj kontejnera koji
na prvom mestu podrazumevaju njihov kvalitet i metode ispitivanja, a to su monografije za
sledece kontejnere (Spriceve i zatvarace): stakleni kontejneri za farmaceutsku upotrebu,
plasticni kontejneri i zatvaraci, sterilni plasti¢ni kontejneri za humanu krv i krvne derivate,
prazni sterilni kontejneri od plastifikovanog polivinilhlorida za humanu krv i krvne derivate,
kompleti (sistemi) za transfuziju krvi i krvnih derivata, plasti¢ni kontejneri za vodene derivate
za intravensku infuziju, sterilni Spricevi za jednokratnu upotrebu, gumeni zatvaraci za

kontejnere za vodene preparate za parenteralnu primenu.
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Izbor pakovnog materijala za razli¢ite lekovite oblike. Zahtevi

za primarnu ambalazu za lekovite preparate: dihtovanje,

permeabilnost, zastiza od svetlosti, mehani¢ka ¢vrstoca, stabilnost,

dizajn, cistoca. Izbor primarne ambalaze za tecne lekovite oblike-

mora se voditi racuna o uzajamnom odnosu lekoviti preparat

spoljna sredina primarna ambalaZa. Pregled kontejnera za pakovanje tehni¢nih lekovitih oblika:
materijal-staklo (za parenteralne preparate, za ostale tecne preparate) vrste kontejnera su:
ampule, Spricevi, bocice, boce za infudibilije, boce Sirokog grla, kapaljke. Plastika (za
parenteralne preparate, za ostale tecne preparate) vrste kontejnera su: ampule za injekcione
preparate, ampule za jednodozna pakovanja, kapi za o¢i, bocice za injekcione rastvore, bocice
za oftamoloSke preparate, boce za infuzione rastvore, kese za infuzione rastvore, setovi za
primenu parenteralnin preparata, bocice sa kapaljkom. Materijal/plastika: aerosol boce,
zatvaraci, bocice, folije za izradu kesica za jednodozna pakovanja. Guma: zatvaraci, dihtunzi,
delovi kapaljki. Izbor primarne ambalaze za masti, kreme, gelove i paste. Ukoliko se pakuju
kolicine namenjene krajnjem korisniku, kao primarna ambalaZza koja ispunjava propisane
zahteve, koriste se: aluminijumske tube sa unutraSnjim zastitnim lakom na bazi epoksidne
smole, laminat tube sa oblogom od PE/AL/PE, tube i kutijce od plastike, staklene teglice sa
dobrodihtuju¢im poklopcem, kesice kao jednodozna pakovanja. Zahtevi za primarnu ambalazu
za c¢vrste lekovite oblike su uglavnom isti kao i za ostale. Posebno je znacajna nepropustljivost
za vodenu paru (¢esto pakovanje sadrzi i absorbere vlage) i zaStita od oStecenja preparata (npr.
lomljenja tableta). Kontejneri za ¢vrste oblike zavise od vrste preparata (praSak, granulat,
tableta, kapsule, supozitorije, vagitorije), ali i od kolicine (jednodozna pakovanja) i

specifi¢nosti preparata (efervescentni oblici, osetljivi na svetlost ili temperaturu).

2.5. FARMACEUTSKO - TEHNOLOSKI POSTUPCI ISPITIVANJA

Raspadljivost tableta

Ispitivanjem raspadljivosti odreduje se da li se tablete raspadaju u propisanom vremenu,
kada se pod odredenim eksperimentalnim uslovima, stave u odgovaraju¢i medijum.
Pod raspadanjem, odnosno dezintegracijom tableta podrazumeva se da:
1. nema ostataka na zi¢anom situ aparature,
2. ukoliko ima ostataka, oni se sastoje od mekane mase koja moze da prode kroz sito blagim

pritiskom staklenim Stapicem,
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3. ukoliko na situ zaostaju samo delovi obloga tableta ili delovi koji su ostali zalepljeni na

donjoj povrsini diska, ako je koris¢en disk.

Postupak ispitivanja. Ispitivanje se izvodi sa Sest uzoraka. U svaku od Sest cevi se stavlja po
jedna tableta. U svaku cev se dodaje disk. Uredaj se zakaci za posudu koja sadrzi propisan
medijum za ispitivanje raspadljivosti. Uredaj radi u toku vremena propisanog za raspadanje,
zatim se zaustavi i proverava stanje tableta u odnosu na kriterijume za raspadanje. Tablete

zadovoljavaju zahteve ukoliko su se sve raspale za propisano vreme.

Variranje mase jednodoznih preparata

Pojedinacno se odmeri dvadeset slu¢ajno odabranih doznih jedinica, ili ako je svaki
preparat odvojeno pakovan uzima se preparat iz 20 pakovanja i izracuna prose¢na masa. Samo

dve prose¢ne mase smeju odstupati vise od dozvoljenog procenta odstupanja.

Ujednacenost sadrzaja lekovite supstance u jednodoznim preparatima

Ispitivanje ujednacenosti sadrZaja jednodoznih preparata zasniva se
na pojedinacnom odredivanju sadrzaja lekovite supstance u odredenom
broju uzoraka, da se ustanovi da li je pojedinacni sadrzaj unutar
postavljenih granica u odnosu na prosecni sadrzaj uzoraka.
Postupak ispitivanja. Pogodnim analitickim postupkom pojedinacno se
odreduje sadrZaj aktivne supstance u 10 dozirnih jedinica i izracuna
prosecan sadrzaj. Dobijeni rezultati moraju da budu u skladu sa
granicama navedenim u testu A ili B, u zavisnosti od oblika koji se ispituje.

Preparat u obliku tablete zadovoljava zahteve ispitivanja ako je svaki pojedinacni

sadrZaj izmedu 85% i 115% od prose¢nog sadrzaja.

Friabilnost neoblozenih tableta

Ispitivanje friabilnosti treba da pokaZe da li se, pod odredenim uslovima ispitivanja,
kada se neobloZena tableta izloZi mehanickom stresu ili trenju, njena povrSina oStecuje i
pokazuje znake habanja.
Postupak. Za ispitivanje se uzima dvadeset tableta ako je masa pojedinac¢ne tablete do 0,65 g.
Pre stavljanja u bubanj, tablete se paZljivo otpraSe i zajedno izmere. Bubanj se pusti da rotira

100 puta i tablete izvade posle 4 min rotacije, ponovo otprasSe i mere.
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Izracunavanje rezultata. Friabilnost se izraZzava kao razlika u masi, pre i posle obrtanja,

izraZena u procentima u odnosu na pocetnu masu.

Otpornost tablete na lomljenje (évrstina tableta)

Ispitivanje ima za cilj da se, pod odredenim uslovima, ustanovi otpornost tablete na

lomljenje, tako Sto se meri sila koja je potrebna da slomi tabletu.

Postupak. Merenje sile koja je potrebna da slomi tabletu se vrsi na deset tableta. Tableta se
stavlja u leZiste izmedu dva metalna dela. Na pokretni metalni deo putem odgovarajuceg
uredaja primenjuje se pritisak koji u jednom trenutku slomi tabletu. Na skali se ocitava

vrednost.

Rezultati merenja se izraZzavaju kao srednja vrednost svih izmerenih sila potrebnih za lomljenje
tableta, a navodi se i minimalna i maksimalna vrednost izmerenih sila. Svi rezultati se

izrazavaju u njutnima (N).

2.5.1. Znaca] testa rastvorljivosti
Za samu formulaciju leka, neophodno je, pored razmatranja vezanih za:

- izbor same aktivne komponente (njene fizikohemijske i farmaceutsko-tehnoloske
karakteristike),
- izbor odgovarajuc¢ih pomocnih materija,
- izbor postupka izrade,
- obezbedenje stabilnosti preparata,
razmotriti i njegova biofarmaceutska svojstva. Pri ovome se pre svega misli na kinetiku procesa
oslobadanja lekovite supstance iz lekovitog oblika s obzirom da je to faktor koji odreduje profil

koncentracije leka u organizmu.

Biofarmaceutska karakterizacija preparata podrazumeva:

- identifikaciju mehanizma oslobadanja aktivne komponente iz lekovitog oblika,

- izbor eksperimentalnih uslova za ispitivanje brzine rastvaranja in vitro Kkoji su u
korelaciji sa in vivo podacima,

- odredivanje profila oslobadanje lekovite supstance in vivo i njene bioloSke
raspolozivosti,

- identifikaciju faktora koji uti¢u na oslobadanje lekovite supstance in vitro i in vivo.
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In vitro — in vivo korelacija

Farmaceutska industrija je krajem pro$log i pocetkom ovog veka razvila veliki broj
preparata. Cesto se na trzitu nalazi jedan lek razligitih proizvodaca sa istom lekovitim
supstancom ali sa razlicitim eksipijensima i/ili tehnoloSkim postupkom dobijanja. Da bi razni
oblici bili medusobno zamenljivi moraju biti ispunjeni odredeni uslovi, pri ¢emu je krajnji cilj
terapijska ekvivalentnost preparata. Ona podrazumeva da dva ista lekovita oblika po definiciji,

ali poreklom od razlic¢itih proizvodaca, daju isti klinicki ishod [18].

Terapijsku ekvivalenciju je ponekad teSko izmeriti i dokazati u klinickim uslovima.

Zato pribegavamo definisanju bioloSke ekvivalencije preparata.

Bioekvivalenciju definiSemo kao odsustvo znacajne razlike u brzini i stepenu, u kome
aktivna supstanca iz farmaceutskih ekvivalenata ili alternativa dospeva na mesto delovanja,
kada se ekvivalenti ili alternative primene u istoj dozi i pod istim uslovima u okviru

odgovarajuce dizajnirane studije [19].

Ideja da se ispitivanjem brzine rastvaranja lekovite supstance in vitro moze predvideti
ponasanje iste supstance in vivo i kasnije uspostavljanje in vivo - in vitro korelacije (IVIVK)

doveli su do osetnijeg razvoja testa rastvaranja (Dissolution test).

In vitro — in vivo korelacija se definiSe kao uspostavljanje odnosa izmedu nekog
bioloskog svojstva, ili parametra izvedenog na osnovu bioloSkog efekta izazvanog dejstvom
lekovitog oblika, i fizickohemijskih karakteristika datog lekovitog oblika [20]. NajceSce se ovaj
pojam odnosi na uspostavljanje kvantitativnog odnosa izmedu profila brzine rastvaranja in vitro
i farmakokinetic¢kih parametara koji karakterisu vremenski tok oslobadanja ili apsorpcije leka u
organizmu. Definisana su tri nivoa korelacije oznacene kao korelacije nivoa A, B i C. Najveci
znacaj se pridaje korelacijama nivoa A koje pokazuju odnos izmedu celokupnog vremenskog
toka, tj. profila procesa rastvaranja in vitro i in vivo. Kako proces rastvaranja lekovite supstance
iz lekovitog oblika u organizmu nije direktno dostupan merenju, do njega se dolazi
matematickim putem, primenom operacije numericke dekonvolucije, na osnovu

eksperimentalnih rezultata dobijenih ispitivanjima in vivo.

Cilj uspostavljanja IVIVK je da se smanji broj ponovljenih in vivo ispitivanja u ljudi
koja su skupa, komplikovana i dugo traju i time smanji vreme i troSkovi potrebni za razvoj
formulacije, kao i njenu registraciju i postregistracione promene. Moguc¢nost da se in vivo
ponasanje lekovitog oblika predvidi na osnovu rezultata dobijenih ispitivanjem brzine

rastvaranja in vitro, omogucava farmaceutu da u mnogo kra¢éem vremenu i uz manje troskova
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razvije optimalnu formulaciju, s obzirom na to da se in vitro ispitivanja, uz kompjutersku

simulaciju, mogu izvesti mnogo brze u odnosu na ispitivanja in vivo.

Rad na uspostavljanju in vitro — in vivo korelacije podrazumeva da se izradi nekoliko
formulacija koje se znacajno razlikuju po kinetici oslobadanja lekovite supstance i zatim ove
formulacije okarakteriSu izvodenjem odgovaraju¢ih in vitro i in vivo ispitivanja. In vitro
ispitivanja podrazumevaju opsezan rad na izboru eksperimentalnih uslova koji daju najbolju

korelaciju sa in vivo rezultatima.

Uspostavljanje IVIVK predstavlja veoma znac¢ajan korak u razvoju formulacije. Kada se
uspostavi kvantitativna korelacija izmedu brzine rastvaranja lekovite supstance iz lekovitog
oblika in vitro i in vivo, dovoljno je in vitro ispitivanje preparata da bi se procenila i predvidela

bioloska raspoloZivost i/ili pokazala bioloska ekvivalencija gotovih proizvoda.

S ciljem da se napravi izvesna sistematizacija i olakSa rad na razvoju formulacija i
uspostavljanju IVIVK, predloZzen je novi, takozvani, Biofarmaceutski sistem Klasifikacije
lekova (Biopharmaceutics Classification System, BCS) zasnovan na rastvorljivosti lekovite
supstance, njenoj permeabilnosti i brzini rastvaranja iz lekovitog oblika in vitro. Znacajno je
naglasiti da se predlozena klasifikacija zasniva ne na fizickohemijskoj rastvorljivosti date
supstance definisane kao maksimalna koli¢ina supstance koja se moze rastvoriti u odredenoj
zapremini rastvaraca, ve¢ na, nazovimo je tako, farmakoloskoj ili fizioloSkoj ili
gastrointestinalnoj rastvorljivosti koja zavisi od terapijske doze primenjenog leka.
Podrazumevaju¢i da se rastvorljivost, kao i permeabilnost lekovitih supstanci mogu
kvalitativno opisati kao “visoka” ili “niska”, formirane su u okviru predloZzenog sistema

klasifikacije cetiri grupe [21]:

I grupu predstavljaju supstance koje pokazuju visoku rastvorljivost i visoku
permeabilnost (VR/VP). Kod ovih supstanci moZe se ocekivati uspostavljanje IVIVK u
slu¢ajevima kada je brzina rastvaranja manja od brzine praznjenja zeluca. Ako se radi o dobro
rastvornoj, visoko permeabilnoj supstanci koja se brzo rastvara iz lekovitog oblika, kao Sto je
slu¢aj kod konvencionalnih preparata sa trenutnim oslobadanjem, ne treba ocekivati
uspostavljanje korelacije. Lekovite supstance iz ove grupe koje pokazuju brzo rastvaranje iz
lekovitog oblika, vece od 85% za manje od 15 min, obezbeduju dovoljnu biolosku

raspoloZivost i bioekvivalenciju.

Il grupu cine supstance koje se slabo rastvaraju (niska rastvorljivost), ali pokazuju

visoku permeabilnost (NR/VP). Ova klasa je najinteresantnija, jer se u nju svrstava najveci broj
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lekovitih supstanci. Kod ove grupe je brzina rastvaranja ogranicavajuci faktor za bioloSku
raspoloZivost. Kao posledica toga, prisutna je velika verovatnoca da se moZe uspostaviti
znacajna korelacija izmedu in vitro i in vivo podataka.

111 grupu cine supstance koje pokazuju dobru (visoku) rastvorljivost, ali nisku
permeabilnost (VR/NP). U ovom slucaju je permeabilnost ogranicavajuci faktor za apsorpciju
leka, tako da se ne o¢ekuje uspostavljanje IVIVK.

IV grupu ¢ine supstance koje pokazuju loSu (nisku) rastvorljivost i nisku permeabilnost

(NR/NP). Prakti¢no je mali broj ovakvih supstanci koje su namenjene za peroralnu primenu.

2.5.2. Ispitivanje brzine rastvaranja (dissolution test )

Kako je preduslov da lek stupi u proces apsorpcije, odnosno prolazak kroz bioloSke

membrane, da bude u rastvorenom stanju, testovi rastvaranja imaju narocit znacaj.

Prilikom ispitivanja brzine rastvaranja aktivne supstance iz ¢vrstog lekovitog oblika, u

obzir se mora uzeti sledece :

e Aparatura koja se upotrebljava. Farmakopeje [20,22,23] propisuju nekoliko
aparatura koje se mogu upotrebiti u ovu svrhu. NajéeS¢e su u upotrebi aparatura sa

korpicama, aparatura sa lopaticama i aparatura sa proto¢nim ¢elijama.
e Sastav, zapremina i temperatura rastvaraca (disolucioni medijum — Tabela 1).
e Brzina meSanja ili protoka rastvaraca

e Vreme, metoda i koli¢ina za uzorkovanje ispitivanog rastvora ili uslovi za

kontinualno merenje
o Kiriterijumi prihvatljivosti

e Metod analize

Farmakopeje za veliku vecinu lekovitih supstanci propisuju kako uslove za ispitivanje
rastvorljivosti, tako i metode analize. Sa druge strane farmaceutske kompanije koje se bave
proizvodnjom lekova, imaju dovoljan stepen slobode da same propiSu metode ispitivanja

rastvorljivosti lekovite supstance kao i metode analize uzoraka nakon testa rastvaranja.

26



Tabela 1. Primeri disolucionih medijuma

pH rastvarac
pH 1,0 HCI
pH 1,2 HCI, NaCl
pH 1,5 HCI, NaCl
pH 4,5 fosfatni ili acetatni pufer

pH 5,515,8 | fosfatni ili acetatni pufer

pH 6,8 fosfatni pufer
pH 7,21 7,5 | fosfatni pufer

Da li su dva oblika sa istom lekovitom supstancom, ili da li su dva leka od razli¢itih
proizvodaca medusobno zamenljivi moze se utvrditi poredenjem disolucionih profila, dobijenih
merenjem koli¢ine rastvorene supstance tokom vremena pri istim uslovima. U ovu svrhu

najcesce se koriste faktor razlike fy, i faktor sli¢nosti f, definisanih na slede¢i nac¢in [21]:

Z|Rt _Tt|
t=1

(=T 00 )

n

2R

t=1

n -0.5
f, =50x Iog{{u(l}zmt —Tt|2} xlOO} (6)
n/w4
gde je :

n — broj vremenskih tacaka

Rt — koli¢ina rastvorene supstance referentnog uzorka u vremenskoj tacki t

T: — koli¢ina rastvorene supstance ispitivanog uzorka u vremenskoj tacki t

Da bi se odredila ova dva faktora neophodno je prvo odrediti disolucione profile
referentnog i ispitivanog produkta (12 jedinica od svakog), u tri do cetiri ili viSe vremenskih
tacaka. Generalno, vrednosti za f; do 15 (0 — 15) i za f; vec¢e od 50 (50 — 100) pokazuju

ekvivalentnost izmedu dva profila.
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2.5.3. Kinetika brzine rastvaranja

Rastvaranje aktivne lekovite supstance iz c¢vrstin farmaceutskih oblika opisuje se
kinetickim modelima u kojima je kolicina rastvorene supstance (Q) u funkciji vremena
rastvaranja, Q = f(t). U ovu svrhu koriste se model nultog reda, model prvog reda, Hixon-

Crowell-ijev model, Weibull-ov model, Higuchi—jev model itd [24].

Kinetika nultog reda

Rastvaranje supstanci iz ¢vrstih farmaceutskih oblika koji se ponasaju po ovom modelu

moze biti prikazano sledecom jednacinom:
Qt :Qo + Ko t (7)

gde je Q: kolicina rastvorene supstance u vremenu t, Qo je inicijalna koli¢ina rastvorene
supstance a Ko konstanta rastvaranja nultog reda. U ovom sluc¢aju grafik zavisnosti koli¢ine

rastvorene supstance od vremena ima linearni oblik.

Kinetika prvog reda
Ovaj model opisan je slicnom jednacinom:

K, t
2.303

InQ,=InQ, +K;t ili logQ,=logQ, + (8)

gde je K; konstanta oslobadanja prvog reda. U ovom modelu zavisnosti logaritama rastvorene

supstance od vremena takode je linearna.

Kinetika drugog reda

Model brzine drugog reda opisan je jednac¢inom

Q

—=t K.t 9
QQ-Q) ° ©

ovde je Q: koli¢ina rastvorene supstance u vremenu t, Qo je inicijalna kolic¢ina supstance u
farmaceutskom obliku, a K, konstanta rastvaranja drugog reda. Ovaj model daje linearnu
zavisnost kada se odnos Q: / Qo (Qo - Q1) predstavi u funkciji vremena. K; je u ovom sluc¢aju
nagib prave.
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Hixon-Crowell-ijev model

Hixon i Crowell su 1931. godine postavili model zavisnosti kubnog korena koli¢ine

rastvorene supstance od vremena :
1/3 1/3
o —QiT =Kt (10)

ovde je Qo kao i u prethodnoj jednacini, Q; je preostala koli¢ina nerastvorene supstance, a Ks
konstanta rastvaranja koja zavisi od odnosa povrsina - zapremina farmaceutskog oblika.
Graficka zavisnost kubnog korena nerastvorenog dela aktivne supstance od vremena je

linearna.

Weibull-ov model

Empirijsku jednacinu opisao je Weibull 1952. godine. Kada se prilagodi procesu

rastvaranja moze se prikazati na sledeci nacin:
—(t-T,)
m=1—exp {u} (11)
a

ili kada se preuredi

log[-In(1-m)]=blog(t-T,)-loga (12)
gde je m frakcija rastvorene supstance u vremenu t, T; vreme kasnjenja, b je parametar oblika a
a parametar koji karakteriSe vremensku skalu procesa. U procesima u kojima rasvaranje prati

ovaj model zavisnost logaritma koli¢ine rastvorene supstance od logaritma vremena ima

linearni oblik.

Higuchi—jev model
Higuchi—jev model kinetike rastvaranja opisan je jednacinom
Qt =Ky t? (13)

ovde je Q: koli¢ina rastvorene supstance u vremenu t, a Ky Higuchi — jeva konstanta
rastvaranja. Graficka zavisnost koli¢ine rastvorene supstance od kvadradtnog korena vremena

je linearna.
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Korsmeyer—Peppas—ov model

Ovaj model opisan je slede¢com jednac¢inom
Q =K t" (14)

Q: je kolicina rastvorene supstance u vremenu t, a K konstanta koja zavisi od strukturnih i
geometrijskih karakteristika lekovitog oblika, a n ekspnent rastvaranja, koji indicira

mehanizam rastvaranja.

Za opisivanje kinetike rastvaranja lekovitih supstanci koriste se i drugi modeli kao Sto su
Baker-Lonsdale—ov model, Hopfenbergov model, Gompertz—ov model, Logisticki model itd
[24].

2.6. EKSPERIMENTALNI DIZAJN

Eksperimentalni dizajn (ED) je naSao veliku primenu pri formulisanju farmaceutskih
proizvoda [25-32], optimizaciji procesnih faza [33,34], razvoju analitickih tehnika [35], kao i u
studijama stabilnosti lekova [36-43]. Upotreba tehnika eksperimentalnog dizajna je dragocena
pri ispitivanju i obezbedivanju robustnosti procesa, kao jednog od bitnih parametara pri
validaciji procesa proizvodnje lekova. Softverski paketi omogucili su farmaceutskoj industriji
bolje iskoriS¢avanje brojnih moguc¢nosti eksperimentalnog dizajna.

2.6.1. Primena eksperimentalnog dizajna u optimizaciji formulacija

Kreiranje eksperimentalnog dizajna obuhvata.
a) selekciju faktora koji se ispituju i

b) selekciju nivoa tih faktora.

Nivoi faktora obi¢no se definiSu simetri¢cno oko osnovnog nivoa. U veéini studija nivoi
faktora koji se ispituju definiSu se od strane analiticara shodno njegovom licnom misljenju [44].
Ekstremni nivoi faktora mogu se definisati i procentualno u odnosu na nominalnu vrednost
[45].
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Kod eksperimentalnog dizajna efekti jednog faktora izracunavaju se na nekoliko nivoa u
kombinaciji sa ostalim faktorima. Odabiranje eksperimentalnog dizajna vrSi na osnovu broja
faktora i broja nivoa. Ukoliko je broj faktora visok bira se neki od frakcionisanih
eksperimentalnih dizajna, Placket-Burman-ov, itd, a ako je broj faktora mali preporucljiv je pun

faktorijelni dizajn.

Tradicionalno farmaceutske formulacije se razvijaju promenom jednog faktora u
vremenskom pristupu. Metod zahteva veliki utroSak vremena i mnogo pokuSaja sklonih
mastanju/pretpostavkama. Osim toga, koriS¢enjem ove klasi¢ne tehnike moZe biti teSko razviti
formulaciju s obzirom da zajednicki efekat faktora nije razmatran. Zbog toga je veoma
znacajno razumeti kompleksnost farmaceutskih formulacija upravo koriSé¢enjem statistickih

oruda kao Sto su faktorijelni dizajni.

Broj eksperimenata zahtevanih za ove studije zavisi od broja faktora. Odgovori se mere
za svaki eksperiment i zatim se primenom regresione analize i F-statistike generiSe prosta
linearna (Y=bg+b1X;+b,Xo+b3X3) ili interaktivna (Y=bg+b;X1+boXo+b3X3+0b1,X1 Xo+b13X1 X3..)
ili kvadratna jednacina (Y=bo+b;X1+b,Xo+h3Xa+b15X1 Xo+b13X1 X3...+b11X1%), gde je Y1 odziv,
bo odsecak, b; glavni koeficijent, a by, interakcioni koeficijent u cilju identifikacije znacajnih

termova.

Redukovana jednacina koja sadrzi samo statisticki znacajne termove koristi se za crtanje
dijagrama povrSine odgovora radi preglednog predstavljanja uticaja faktora. Optimalne tacke
na dijagramima se mogu identifikovati i eksperimenti ponoviti radi verifikacije optimalnog

odgovora.

Izgradnja modela. Nakon izvodenja eksperimenata i dobijanja odgovora, mogu se izgraditi
polinomialni ili faktorijalni modeli koji opisuju povezanost izmedu odgovora i razmatranih
faktora. Modeli obi¢no ukljucuju odsecak, glavne termove, interakcione termove, i kvadratne
termove. Neredovno, nisu svi termovi ukljuceni u model i termovi koji nisu znacajni se brisu,

koristeci npr. eliminacionu regresionu proceduru unazad.

Procena modela. Nakon izgradnje, model moze biti predstavljen graficki i/ili statisticki.
Graficki, model moze biti predstavljen crtanjem 2D konturnih grafika ili 3D grafika sa

povrSinama odgovora. 2D konturni grafik prikazuje linije odgovora kao funkciju nivoa dva
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faktora, dok 3D grafik sa povrSinama odgovora reprezentuje odgovor, na tre¢oj dimenziji kao

funkciju nivoa dva faktora.

2.7. METODE ISPITIVANJA

Analiticke metode koje se koriste u ispitivanju aktivne farmaceutske supstance ili
gotovog farmaceutskog proizvoda moraju biti “stability indicating” metode. “Stability
indicating” metoda je validirana, kvantitativna analiticka metoda koja nam omogucuje pracenje
promena hemijskih, fizi¢kih ili mikrobioloskih parametara aktivne farmaceutske supstance ili
gotovog proizvoda, koji odreduju kvalitet proizvoda, a koji se tokom vremena mogu menjati.
“Stability indicating” analiticka metoda sluzi za nedvosmisleno i ta¢no odredivanje aktivne
supstance, njenih degradacionih proizvoda i drugih komponenata koji su od intertesa, bez
interferencija. “Stability indicating” metoda je vaZzna u sagledavanju svih faktora koji mogu
uticati na stabilnost proizvoda i u skladu sa tim i u odabiru ambalaze koja ¢e uspesno zastititi

proizvod od tih uticaja.

2.7.1. Validacija metode

Validacija analiticke metode podrazumeva proces kojim se procenjuje da li je analiticka

metoda pogodna za planiranu namenu [44].
Metodu treba validirati ili revalidirati :
— pre njenog uvodenja u rutinsku upotrebu,

— kada dode do znacajne izmene radnih parametara analiticke metode, instrumenta ili

obrade podataka,
— kada dode do znacajne izmene softvera, hardvera ili instrumenata,

— kada dode do znacajne hemijske ili fiziko-hemijske izmene razdvajanja ili pripreme

uzorka materijala u hromatografskim metodama razdvajanja,

— kada dode do znacajne izmene sastava materijala koji se ispituje (izmene formulacije,

razlicit profil necistoca itd.).
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Parametri koji se razmatraju prilikom validacije analiticke metode su specifi¢nost /
selektivnost, linearnost, tacnost, preciznost, limit detekcije i limit kvantifikacije, stabilnost

rastvora i kod hromatografskih analiza pogodnost sistema.

Specifiénost / selektivnost. Specifi¢nost je sposobnost da se jasno detektuje analit pored
komponenti koje mogu biti prisutne u uzorku [44] (produkti degradacije, ekscipijesi, jedinjenja
koja mogu nastati reakcijom aktivne supstance i ekscipijensa, ostaci rastvaraca, sredstvo za
ekstrakciju itd.). Potvrduje se uporedivanjem rezultata dobijenih za analit, u prisustvu
ocekivanih komponenti, sa rezultatima dobijenim za uzorak koji sadrzi samo analit i
rezultatima dobijenim za placebo uzorak [45]. Za razliku od specificnosti, selektivnost se
obi¢no definiSe kao sposobnost detekcije grupe sli¢nih signala u uzorku. Pri tome sli¢ni sastojci

daju zasebne signale koji medusobno ne uti¢u na rezultat.

Linearnost analiticke metode je njena sposobnost (u okviru zadate oblasti) dobijanja rezultata
koji su direktno proporcionalni koncentraciji (koli¢ini) analita u uzorku. Kod linearnosti se
obi¢no definiSe i oblast metode, koja predstavlja donju i gornju granicu koncentracije analita
koji se odreduje. Linearnost se statisticki odreduje za najmanje pet rastvora standardne
supstance c¢ija se koncentracija nalazi u opsegu od 80 % do 120 % u odnosu na radnu
koncentraciju standardne supstance, kod metoda odredivanja sadrzaja. Kod testova rastvaranja
opseg je obi¢no + 20 % od specifikacije. Na osnovu odgovora detektora, ovako pripremljenih

rastvora, crta se kalibraciona kriva:
P=f(c) (15)
gde je:
P — odgovor detektora
¢ — koncentracija pripremljenih rastvora
Primenom linearne regresione analize izracuna se jednacina prave:
y=ax+b (16)
gde je:
a— nagib prave

b — odsecdak na ordinati
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X —koncentracija rastvora
y - odgovor detektora

Koeficijent korelacije (r), koji odreduje velicinu rasipanja podataka oko regresione
linije i predstavlja stepen zavisnosti izmedu promenljivih [46, 47]. Koeficijent korelacije veci

od 0,999 pokazuje dobru linearnu zavisnost.

Tacnost predstavlja stepen slaganja dobijenih rezultata sa stvarnom vrednoSéu odnosno

ukazuje na ispravnost merenja [45].

Obicno se odreduje tako Sto se smesa placebo komponenti optereti tacnom poznatom
kolicinom odredivane komponente. Neophodna su minimum devet odredivanja, po tri probe na
tri koncentraciona nivoa u definisanom opsegu. Iskazuje se preko preko recovery vrednosti koji

predstavlja odnos rezultata dobijenih predloZzenom metodom sa tacnom vrednoScu.

dobijena vrednost
tacna vrednost

Recovery = %100 a7

Recovery kod metoda odredivanja sadrZaja treba da bude u okviru 98 — 102%, dok je

kod testova rastvaranja recovery u okviru 95 — 105%.

Preciznost izrazava bliskost slaganja (stepen rasejanosti) izmedu rezultata serije merenja iz
istog homogenog uzorka pod propisanim uslovima [44]. Preciznost se moZe razmatrati u tri

nivoa:

- Ponovljivost, kao ponovljivost sistema - ispitivanje odgovora detektora kod uzastopnih
analiza jednog rastvora i kao Ponovljivost metode - ispitivanje sadrZaja analita na viSe proba
homogenog uzorka od strane jednog analiticara, koriS¢enjem iste aparature i reagenasa, u

jednoj laboratoriji.

- Intermedijerna preciznost podrazumeva unutar-laboratorijske varijacije (razli¢iti analiticari,

razli¢iti aparati, razliciti dani, itd)

- Reproduktivnost — izrazava preciznost izmedu laboratorija (kolaborativne studije, obi¢no

primenjene za standardizovanje metodologije).
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Dobijeni rezultati ispitivanja se statisti¢ki procenjuju izracunavanjem srednje vrednosti
(Xy), standardne devijacije (Sq) i relativne standardne devijacije (RSD), i intervala poverenja

prema sledec¢im formulama:

N

D xi

Srednja vrednost: Xg = ‘=1n (18)

gde je:
Xi — pojedinacno odredivanje (izracunat sadrzaj i-te probe)

n — broj pojedina¢nih odredivanja

Standardna devijacija: SD = (19)
gde je:
Xsr — Srednja vrednost (srednja vrednost izraéunatog sadrzaja)
. o SD

Relativna standardna devijacija: RSD (%) = -100 (20)
Xsr

95 % interval poverenja: Clgsy = X, +1,96 3D (21)
IN

Vrednost RSD ukazuje na stepen rasejanosti koji se moZe ocekivati kod ispitivane
metode. Prilikom procene preciznosti preporuc¢uju se minimum 6 odredivanja pri 100 % test
koncentracije ili minimum devet odredivanja (po tri probe na tri koncentraciona nivoa u

definisanom opsegu).

Analiticke metode odredivanja sadrZaja treba da imaju RSD manju od 2 %, dok je kod

testova rastvaranja dozvoljena RSD do 5 %.

Limit detekcije je najmanja koncentracija analita u uzorku koja moZe biti detektovana pod

datim eksperimentalnim uslovima [44].
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Limit kvantifikacije je definisan kao najmanja koncentracija analita koja moZe biti odredena
sa prihvatljivom precizno$¢u i tacnoS¢u pod datim eksperimentalnim uslovima. Kod metoda
odredivanja, RSD odredivanja analita za rastvore u koncentracijama limita kvantifikacije treba

da manja od 20 %, dok su Recovery vrednosti obi¢no u opsegu 80 — 120 %.

Kod analitickih metoda odredivanje limita detekcije i limita kvantifikacije mozZe se

izvodti na nekoliko nagina:
1. vizuelno, obi¢no za ne-instrumentalne metode

2. odredivanjem odnosa signal/Sum, poredenjem signala uzoraka niskih koncentracija sa
signalom blanko uzoraka (opste prihvacen odnos je 3 : 1, za limit detekcije i 10 : 1 za

limit kvantifikacije)

3. izraéunavanjem standardne devijacije odgovora detektora (SD) i nagiba kalibracione

krive (a) iz sledeceg izraza:

LD= = (22)

(23)

Standardna devijacije se u ovim izrazima moZe izracunati:
- merenjem signala pogodnog broja blanko uzorka i odredivanjem standardne devijacije

- konstruisanjem kalibracione krive upotrebljavaju¢i uzorke koji sadrZe analit u oblasti
Ql; moZe se upotrebiti rezidualna standardna devijacija ili standardna devijacija y-

preseka

Kod metoda odredivanja limit detekcije i limit kvantifikacije obi¢no nisu zahtevani

parametri, mada je poZeljno odrediti ih kod testova rastvorljivosti i disolucionih profila.

Stabilnost rastvora, definiSe vreme za koje su rastvori koji se koriste u metodi stabilni.

Eksperimentalno se proverava tako Sto se primenom metode koja se validira uradi analiza
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propisanih ispitivanih rastvora. Ispitivani i standardni rastvori se zatim analiziraju istom
metodom unapred utvrdenom dinamikom u odnosu na sveZe pripremljeni standardni rastvor.
Uslovi ¢uvanja rastvora cija se stabilnost prati moraju biti definisani. Kod metoda odredivanja i
kod testova rastvaranja, rastvori su stabilni ukoliko procenat promene sadrzaja analita u
odgovarajucem rastvoru u datom vremenskom intervalu nije veé¢i od 2,0 % ili ukoliko su

recovery vrednosti u intervalu 98 — 102 %.

Pogodnost sistema definiSe se kod hromatografskin metoda i baziran je na konceptu da
oprema, elektronika, analiticke operacije i uzorci za analizu ¢ine jedan integralni sistem i kao
takav moZe da se procenjuje. Parametri kojima se ispituje pogodnost hromatografskog sistema
mogu biti reproduktivnost, tailing faktor, rezolucija, faktor kapaciteta, broj teorijskih podova,
faktor simetrije pika itd. Eksperimentalno se proverava tako Sto se primenom odgovarajuce
metode koja se validira, odgovarajuci rastvor (standardni ili rastvor za ispitivanje pogodnosti

sistema) injektuje a zatim se izracunavaju odgovarajuci parametri.

2.8. METODE ODREDIVANJA KARVEDILOLA

Za odredivanje koncentracije karvedilola u bioloskim fluidima (krv, plazma i serum) razvijene su nekoliko
hromatografskih metoda [48-62]. VVe¢i broj tih metoda fokusiran je na separaciji enantiomera [51-
55]. U literaturi se takode mogu naci podaci o primeni HPLC metoda pri odredivanju
karvedilola u dozirnim oblicima [63] i pri ispitivanju njegove brzine rastvaranja iz formulacija
(dissolution test) [62].

Imran et al. [64] razvili su stability-indicating UV spektroskopsku metodu.
Galanopoulou et al. [65] razvili su i validirali novu HPLC metodu za istovremeno odredivanje
karvedilola i njegovih necisto¢a, kao i drugih degradacionih proizvoda. U literaturi postoje
podaci o pra¢nju fotohemijske stabilnosti proizvoda Karvileksa (Zdravlje-Aktavis, Leskovac)
primenom dugotrajnih metoda [9]. Procenat degradacionih proizvoda meren je svakog 20-og

dana u periodu od 100 dana.

M. Rizwan et.al. razvijenu stability-indicating LC metodu primenili su za proucavanje
kinetike degradacije karvedilola, koja je vrSena u skladu sa propisima ICH regulative [66].

Ispitivani proizvod izlagan je dejstvu sunceve svetlosti (72 h) i UV zraka na talasnoj duzini od
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254 nm u periodu od 3h. Dobijeni rezultati pokazali su da je karvedilol relativno foto stabilno
jedinjenje.

U skladu sa zahtevima GMP-a, koji imaju za cilj obezbediti pacijentu takav lekoviti
preparat koji ¢e osigurati sprovodenje racionalne-efikasne, bezbedne i ekonomic¢ne
farmakoterapije, u radu vrSice se: opimizacija formulacije u pogledu profila brzine rastvaranja
karvedilola primenom eksperimentalnog dizajna, pratiti stabilnost tableta u pogledu sadrzaja
aktivne supstance pri uslovima ubrzanog starenja (40°C = 2°C / 75% RH %5 % i nakon
izlaganja dnevnoj svetlosti i UV/VIS zracenju), identifikacija i odredivanje degradacionih
proizvoda primenom modifikovane stability-indicating RP-HPLC metode. Primenom
dissolution UV/VIS spektrofotometrijske metod odredivace se profil brzine rastvaranja aktivne
supstance, a kinetika procesa rastvaranja karvedilola odredice se primenom razlicitih
matematickih modela: model nultog reda, model prvog reda itd. Takode, ispitivace se uticaj
razlicitih materijala primarne ambalaZe, kao i doze zracenja na stabilnost tableta Karvileksa
(Zdravlje-Actavis, Leskovac). Nakon zracenja, sadrZaj aktivne supstance karvedilola u

ispitivanim uzorcima bi¢e odredivan upotrebom stability-indicating RP-HPLC metode.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO
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3.1. STANDARDNE SUPSTANCE, UZORCI | REAGENSI

Standardne supstance. Standardna supstanca karvedilol dobijena je od NOSCH-a Labs

Private Limited, Indija. Standard necistoce C nabavljen je od Merck-a, Darmstadt, Nemacka.

Ispitivani uzorci. Karvileks tablete (ZDRAVLJE-Actavis, Leskovac, Srbija). Tableta kao
aktivnu supstancu sadrZi karvedilol u koli¢ini od 12,5 mg. Od pomoc¢nih materija prisutni su:
laktoza monohidrat, koloidni silicijum dioksid, polivinil pirolidon (PVP K30) (BASF,
Germany), krospovidon (ISP Chemical, USA), magnezijum stearat. Kao referentni proizvod

koriséene su Dilatrend tablete (F. Hoffmann-La Roche, Svajcarska).

Reagensi
- Acetonitril, HPLC grade, MERCK, Nemacka

- Metanol, HPLC grade, MERCK, Nemacka
Destilovana voda, Stedim Biotech sistem za vodu, SARTORIUS AG, Nemacka.

Citratni pufer pH 4,5.

Fosfatni pufer pH 2.

Koris¢eni hemijski reagensi bili su p.a. stepena ¢istoce.

Eksperimentalni dizajn u razvoju i optimizaciji pripreme proizvoda

Primenom ED utvrdeni su faktori formulacije koji imaju znacajni uticaj na proces
oslobadanja karvedilola iz njih. Za ova ispitivanja primenjen je model eksperimentalnog
dizajna sa 2° nezavisno promenjljivim faktorima: koli¢ina sredstva za vezivanje-PVP K-30
(X1), koli¢ina sredstva za raspadanje-krospovidon (X) i sila komprimovanja (X3). U toku
ispitivanja pripremljena je jedna serija sa po osam formulacija. Sastav izradenih formulacija,
kao i vrednosti nezavisno promenljivih modela eksperimentalnog dizajna, prikazani su u Tabeli
2i3.
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Tabela 2. Sastav ispitivanih formulacija karvileks tableta

Komponente
(mg)
Karvedilol 125 | 125 | 125 | 12,5 | 125 | 125 | 12,5 | 125

FL | F2 | F3 | F4 | F5 | F6 | F7 | F8

PVP K-30 6,00 | 6,25 | 6,00 | 6,25 | 6,00 | 6,25 | 6,00 | 6,25

Krospovidon | 3,75 | 3,75 | 563 | 563 | 3,75 | 3,75 | 5,63 | 5,63

Laktoza 94,75 | 94,50 | 92,88 | 92,63 | 94,75 | 94,50 | 92,88 | 92,63
Magnezijum
2,4 2,4 2,4 2,4 24 2,4 2,4 2,4
stearat
Silicijum
0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
dioksid
Tabela 3. I1zabrani faktori i njihovi nivoi
Nivoi
Faktor —
Nizi(-) Visi(+)
Xi: sadrzaj PVP K30 (%) 4.8 5,0
Xa: sadrZaj Krospovidona (%) 3,0 4,5
Xs: ¢vrstina tableta (N) 50 70

Kombinacije nezavisno promenljivih faktora primenjenog ED prokazane su u Tabeli 4.

Tabela 4. Eksperimentalni dizajn

Redni broj
X1 X2 X3
eksperimenta
1 - - -
2 + - -
3 - + -
4 + + -
5 - - +
6 + - +
7 - + +
8 + + +
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Matriks tableta je pripremljen vlaznom granulacijom koris¢enjem PVP K30:voda (2:1)
kao vezivnog rastvaraca, laktoze kao punioca, i smeSe silicium-dioksida i magnezium stearata
kao kao sredstva za klizanje i lubrikansa. Krospovidon je koriS¢en kao sredstvo za raspadanje.
Kolic¢ina laktoze kao sredstva za dopunjavanje menjana je u cilju dobijanja standardne

specificirane mase tableta.

Sastojci tableta su precizno odmereni i prosejani kroz sito od 0,8 mm radi dobijanja
uniformnih po veli¢ini ¢estica, a zatim meSani geometrijski 5 do 10 min. Granulacija je radena
rastvorom PVP K30 u dovoljno vode. Granule suSene su toplim vazduhom u propisanoj susnici
na 40 °C. Susenje granula zaustavljeno je nakon postizanja vrednosti LOD - gubitak suSenjem u
intervalu od 1 do 3%, merenom nakon suSenja granulata u susnici na 105 °C. OsuSena granule
su prosejane kroz sito velicine pora od 1 mm, i kompresovane na masini za tabletiranje radi

dobijanja tableta pre¢nika 7,0 £ 0,1 mm i debljine 2,6 + 0,2 mm.

Procenat rastvorenog karvedilola (Y1) nakon 10 min, kao zavisno promenljiva, meren je
za svaku formulaciju. Dobijeni rezultati mogu se fitovati prema razlic¢itim jednacinama kao $to
su:

— linearna (Y1=bo+b;X;+b,X5+b3X3),
— konverziona (Y1=bo+b1 X1 +b,Xo+b3X35+01,X1 Xo+b13X1 X3...) |
—  kvadratna (Y=ho+b;X1+b2Xo+baXa+b1oX1 Xo+b13X1Xs...+b11X1%),

gde je: Y1 odziv, by odsecak, b; glavni koeficijent, a b,y interakcioni koeficijent.

Design-Expert softver (verzija 7.1.6, Stat-Ease Inc., USA) koriS¢en je za statisticku

obradu podataka.

Farmaceutsko-tehnoloski postupci ispitivanja

Raspadljivost tableta

Ispitivanje je izvedeno na aparatu za raspadanje tableta ERWEKA ZT 301 sa 6 uzorka

originalno izradenih tableta u vodi na temperaturi od 37 °C.

42



Brzina rastvaranja lekovite supstance iz lekovitog oblika (Dissolution test)

Za izvodenje ovog testa koriS¢ena je aparatura za test
rastvorljivosti (tip USP 1), Erweka DT700LH, Nemacka. Kao
rastvarac¢ upotrebljen je citratni pufer pH 4,5, degaziran 30 min
na ultrasoniénom kupatilu (po 1000 cm® u svim slucajevima).
Temperatura rastvaraca je podeSena na 37,0 = 0,5°C, a brzina
rotiranja je 75 obrtaja / min. Uzorci rastvora (10 cm?) filtrirani
su kroz kvantitatitavni filter papir, plava traka. Nakon filtriranja,
na UV VIS spektrofotometru na talasnoj duZini od 285 nm, u sloju od 1 cm, izmere se
apsorbance standardnog i ispitivanih rastvora, prema citratnom puferu kao slepoj probi. Profil

rastvaranja je konstruisan od uzoraka nakon 10, 20, 30 i 60 min.

Standardni rastvor karvedilola (c = 0,0125 mg cm™): Odmeri se 12,5 mg standardne supstance

karvedilola (radni standard), prenese se u normalni sud od 100 cm®, doda se 10 cm® metanola
(p.a.), meSa se do potpunog rastvaranja (po potrebi tretirati na ultrazvu¢nom kupatilu 5 min) i
dopuni se citratnim puferom do crte. 10 cm® ovog rastvora prenese se u normalni sud od 100

cm?® i dopuni se citratnim puferom do crte.

Ispitivani rastvor: U svih 6 a$a aparata stavi se 1000 cm® citratnog pufera i u termostatskom

uredaju zagreje se do 37 + 0,5°C. Kada je postignuta temperatura u svaku ¢asu stavi se po jedna
tableta, urone se lopatice i ukljuci uredaj za meSanje. Nakon 30 min, iz svake caSe, iz srediSnje
zone, koja se nalazi na polovini izmedu povrSine mediuma i dna lopatice, plasticnim Spricem
uzme se 10 cm® rastvora, profiltrira se kroz filter velicine pora 0,45 um i odbace se prvi mililitri
filtrata. Dobijeni filtrati su ispitivani rastvori.

Na spekrofotometru na talasnoj duzini od 285 nm, u sloju od 1 cm, izmere se apsorbance

standardnog rastvora i ispitivanih rastvora, prema citrathom puferu kao prema slepoj probi.

Variranje mase jednodoznih preparata

Pojedinacno se odmere 20 slu¢ajno odabranih tableta, i izracuna prose¢na masa, koja ne
sme odstupati viSe od dozvoljenog procenta odstupanja, koji su navedeni u Tabeli 2.9.5-1 Ph.
Jug. V.
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Ujednacenost sadrzaja lekovite supstance u jednodoznim preparatima

SadrZaj karvedilola u 10 dozirnih jedinica izracunat je upotrebom validirane HPLC
metode. Nadeni sadrzaj aktivnih supstanci, mora biti u skladu sa granicama navedenih u testu A
(Ph. Jug. V).

Friabilnost neoblozenih tableta

Friabilnost je ispitivana na aparatu za ispitivanje friabilnosti (Erweka TDR 100,

Nemacka). Za analizu su koriS¢ene 20 tableta analogno farmakopejskom propisu.

Cvrstina tableta
Ispitivanje c¢vrstine tableta vrSeno je na aparatu Monsento-
Multicheck, Nemacka, koji je prethodno kalibrisan u skaldu sa propisom

farmakopeje.

HPLC analiza za odredivanje sadrZaja karvedilola. Hromatografija je izvedena na
LiChrosorb Si 60, 7 um, 250 x 4,6 mm koloni, MERCK, Nemacka. Detektor je podeSen na 280
nm, temperatura kolone na 20°C, a binarna pumpa na protok od 2,0 cm® min™. Mobilna faza je
sastava 0,005 M CH3COON, u metanolu, 1,4 dioksana i sir¢etne Kiseline (88:10:2, v/v). pH
mobilne faze je podeSen na 4,0 sa sir¢etnom kiselinom. Injektira se po 20 ul uzorka putem

autosamplera. Za izracunavanja se koristi povrsina pika karvedilola.

HPLC analiza za prac¢enje stabilnosti

Pracenje fotostabilnosti preparata Karvileksa, kao i ispitivanje njegovog stepena cistoce,

vreno je prema propisima Ph. Eur. 5.

Aparatura i hromatografski uslovi

Hromatografska analiza vrSena je na RP-HPLC sistemu Agilent 1200 Series,
Agilent,Waldbronn, Nemacka, sa DAD detektorom modela G 1315D, Agilent, Waldbronn,
Nemacka. Injektirana zapremina uzorka je 20 ul. Razdvajanje aktivne supstance od necistoca
vrseno je na temperaturi od 20 °C pomocu octylsilyl silica kolone (4,6 x 100 mm, 5 um).
Mobilna faza dobija se rastvaranjem 1,77 g KH,PO,4 u 650 cm® vode i podesi pH ovog rastvora

na 2 sa koncentrovanom orto-fosfornom kiselinom. U ovaj rastvor doda se 350 cm? acetonitrila.
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Svi rastvaraci su prethodno profiltriraju kroz filter sa veli¢inom pora od 0,45 pum. Protok

mobilne faze je 1 cm® min™. Talasna duZina na kojoj su detektovani pikovi je 240 nm.

Ocekivano retenciono vreme karvedilola je 4,5 min, a retenciona vremena necistoca su: 0,6 za

necisto¢u A, 3,5 za necistocu C i 6,7 za necistocu B retencionog vremena karvedilola.

Priprema uzorka standarda i preparata za praéenje fotostabilnosti

Standardni rastvor karvedilola. 12,5 mg standardne supstance karvedilola rastvori se u

odmernom sudu od 10 cm® u mobilnoj fazi uz me$anje u ultrazvuénom kupatilu tokom 15 min.
Odmerni sud se dopuni mobilnom fazom do crte. 1 cm® ovog rastvora prenese se u odmerni sud
od 10 cm® i dopuni mobilnom fazom do crte. Rastvor se profiltrira kroz membranski filter

promera pora 0,45 pm. 1 cm? rastvora sadrzi 0,125 mg karvedilola.

Rastvori za kalibraciju. Serija pet standardnih rastvora karvedilola, razli¢itih koncentracija,

dobijena je razblaZivanjem standargnog rastvora karvedilola koncentracije 0,125 mg cm™

mobilnom fazom. Koncentracije dobijenih rastvora su u opsegu od 0,006 do 0,125 mg cm™,

Rastvori standarda za odredivanje neéistoéa. Odgovaraju¢a koli¢ina standardnih supstanci

prenese se u odmerni sud, a potom dopuni do merne oznake mobilnom fazom. Koncentracije
dobijenih rastvora su: 0,005 mg cm™ za karvedilol u referentnom rastvoru A, i 0,0001 mg cm™

za necistoéu C u referentnom rastvoru C.

Formule za prerac¢unavanje sadrzaja neéistoéa:

% ne¢. A =2 x A isp.rra (koji se odnosi na ne¢.A) x 0,5/ 2 x Ast (24)
% nec. C = Aisp.rra (koji se odnosi na ne¢.C) x 0,05/ 10 x Astc (25)
% ostale necisto¢e = A'isp x 0,5/ Ast (26)
gde je:

Ast - povrsina pika karvedilola u referentnom rastvoru A

Astc - povrsina pika necistoc¢e C u referentnom rastvoru C
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Priprema uzorka preparata Karvileksa za odredivanje sadrZaja. Nakon zracenja fino se

spradi 20 tableta i koli¢ina dobijenog praha koja odgovara masi jedne tablete prenese se u
odmerni sud od 100 cm?®. Dobijeni rastvor ubaci se u ultrazvueno kupatilo i sonifikuje 15 min.
Nakon toga, dobijeni rastvor se profiltrira kroz kvalitativni filter papir (plava traka), a zatim
kroz membranski filter 0,45 pm. 1 cm® ovog rastvora prenese se u odmerni sud od 10 cm? i
dopuni mobilnom fazom do crte. Kao reper pri praéenju uticaja primarne ambalaze na

fotostabilnost Karvileksa, koristi se neozraéeni uzorak tableta.

Priprema uzorka preparata Karvileksa za odredivanje neéistoéa. Nakon zracenja fino se

sprasi 20 tableta. Tabletni prah koji sadrzi 25 mg aktivne supstance karvedilola prenese se u
odmerni sud od 25 ml, doda se 20 ml mobilne faze i tretira 15 minuta u ultrasoni¢cnom kupatilu.

Odmerni sud se dopuni mobilnom fazom do crte i filtrira kroz filter papir (plava) traka.

Dobijeni filtrirani rastvor je ispitivani rastvor.

Validacija HPLC metode. Metoda za odredivanje sadrzaja karvedilola je validirana u skladu
ICH Q2(R1) uputstvom u cilju odredivanja specificnosti, linearnosti, tacnosti, preciznosti i
osetljivosti metode [67].

Primarna ambalaZa. U radu su proucavana dva razli¢ita tipa primarne ambalaZze u kojima su
bile upakovane tablete Karvileksa. Prvi tip ambalaze je plasti¢ni neprovidni kontejner od PVVC-
a, a drugi tip su blister pakovanje (crvene i bele boje), koja su izradena od polivinilhlorida i
aluminijumske folije (PVC/AI).

Sekundarna ambalaza. U radu je ispitivan i uticaj sekundarne ambalazZe-kartonska kutija u

kojoj je smeSteno primarno originalno pakovanje-blister crvene boje.

Studije fotostabilnosti. U saglasnosti sa CPMP/ICH/279/95 reegulativom, za pracenje
fotohemijske stabilnosti preparata Karvileksa, analizirane tablete smeStene su u komoru za
stabilnost, (Weiss-Galenkamp PSC062.AHX.C, Nemacka) i izloZene dejstvu razli¢itih talasnih
duZina (254 i 540 nm), kao i jacini (za UV: 200, 400 i 1000 W sati/m* za VIS 1,2; 2,4 i 6
milion lux sati) i duzina zracenja (3,5; 7 i 17 dana) na 25 °C (Tabela 5). Kontrolni uzorak, koji
je zasticen od dejstva svetlosti, takode je stavljen u u komoru za stabilnost. Nakon uklanjanja iz
komore, uzorci su za dalju analizu pripremljeni kao $to je opisano u deo za pripremu preparata
Karvileksa za HPLC analizu.
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Tabela 5. Vrednosti primenjene jacine i duzine UV i VIS zracenja

Vrsta Jacina doze Duzina zradenja
doze (dan)
uv
| 200 W sati/m* 3,5
I 400 W sati/m? 7
1 1000 W sati/m* 17
VIS
I 1,2 miliona lux sati 5,4
I 2,4 miliona lux sati 10,7
i 6 miliona lux sati 27

Primena ED u studijama fotostabilnosti. Za prouc¢avanje uticaja primarne ambalaZze na
fotostabilnost Karvileksa, izvedena su 8 eksperimenta. Vrednosti zavisno i nezavisno
promenljivih faktora ED prikazani su u Tabeli 6. Statisticka analiza dobijenih podataka vrSena

je primenom Design-Expert softvera (versija 7.1.6, Stat-Ease Inc., USA).

Tabela 6. Vrednosti zavisno i nezavisno promenljivih faktora

Yl YZ Y3 Y4
X1 Xz Sadrzaj Sadrzaj Sadrzaj Sadrzaj
Eksp. Xs ) ) ) )
nm dan karvedilola nedistoée A nedistoée B nedistoée C
(%) (%) (%) (%)
1 254 3,5 crveni blister 92,1 0,09 0 0,04
2 540 3,5 crveni blister 94,6 0,08 0 0,04
3 254 17 crveni blister 87,4 0,401 0 0,173
4 540 17 crveni blister 90,3 0,362 0,059 0,183
5 254 35 plastican 95.8 0,08 0 0,03
kontejner
6 540 35 plastican 98,7 0,07 0 0,04
kontejner
! 254 17 plastican 90,2 0,371 0 0,132
kontejner
8 540 17 E'as“.ca” 95,8 0,309 0,049 0,176
ontejner
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4. REZULTATI I DISKUSIJA
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4.1. OPTIMIZACIJA FORMULACIJE KARVILEKS TABLETA

Pored poznavanja rastvorljivosti i brzine rastvaranja same aktivne komponente, sa
farmaceutsko-tehnoloskog i biofarmaceutskog aspekta, poseban znac¢aj ima i brzina rastvaranja
lekovite supstance iz farmaceutskih preparata. Ispitivanje brzine rastvaranja lekovite supstance
iz lekovitog oblika predstavlja korisno sredstvo za procenu lekovitih preparata kako u fazi
razvoja formulacije, tako i u kontroli kvaliteta. Osim toga Sto treba da pokaze da li je brzina
rastvaranja lekovite supstance iz ispitivanih preparata u skladu sa farmakopejskim zahtevima,
kao i da ukaze na promene do kojih je doSlo u toku stajanja preparata, ovo ispitivanje je
osmisljeno sa ciljem da omoguc¢i predvidanje brzine procesa rastvaranja lekovite supstance iz

lekovitog preparata u organizmu, nakon njegove primene in vivo.

Dobijena vrednost za brzinu rastvaranja karvedilola od 59,24% u 10 min iz proizvoda
Karvileks sastava koji odgovara formulaciji F6, ukazuje da ispitivani proizvod nije u skladu sa

farmakopejskim zahtevima.

U skladu sa zahtevima GMP-a, koji imaju za cilj obezbediti pacijentu takav lekoviti
preparat koji ¢e osigurati sprovodenje racionalne-efikasne, bezbedne i ekonomicne
farmakoterapije, neophodno je izvrSiti opimizaciju formulacije u pogledu profila brzine
rastvaranja karvedilola, kod koje ¢e % oslobodenog karvedilola biti ve¢i od 80% nakon 10 min
[68].

Radi ispitivanja uticaja faktora formulacije na brzinu rastvaranja karvedilola iz tableta
Karvileksa primenjen je eksperimentalni dizajn sa 2° nezavisno promenjljivim veli¢inama:
koli¢ina sredstva za vezivanje - PVP K-30 (X3), koli¢ina sredstva za raspadanje - krospovidon
(X2) i sila komprimovanja (Xs3), dok je procenat rastvorenog karvedilola (Y1) nakon 10 min uzet

kao zavisno promenljiva.

Za odredivanje procenta rastvorenog karvedilola iz Karvileks tableta validirana je nova

UV spektrofotometrijske metoda u saglasnosti sa ICH Q2B regulativom.

Parametri validacije za odredivnje % rastvorenog karvedilola bazirani su na slede¢im

kriterijumima prihvatljivosti:

- Specifi¢nost: Spektar rastvora placeba ne treba da pokazuje interferiraju¢u apsorbciju na

datoj talasnoj duzini od 285 nm.
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- Linearnost (50-120 % za n = 6): koeficijent korelacije (r) je veéi od 0,998.
- Preciznost — ponovljivost: RSD dobijen iz 12 rastvora ne prelazi 4,0 %.

- Intermedijerna preciznost: razlika izmedu srednjih vrednosti za razli¢ite uslove je manja
od 5,0 %.

- Tacnost: Recovery vrednosti za placebo opterecene uzorke (pri 50,75, 100 i 120 %
koncentracije), treba da budu u oblasti 95,0 — 105,0 %.

- Stabilnost rastvora: promena sadrZaja u ispitivanim rastvorima <1,5 % u odnosu na

inicijalni sadrZaj.

Specifi¢nost. Za demonstriranje specificnosti, pripremljeni su slede¢i uzorci u 1000 cm®
rastvaraca:
- Rastvor placeba (smeSa PVP K30, krospovidona, laktoze, koloidnog, anhidrovanog
silicijum dioksida i magnezijum stearata) u koli¢ini koja odgovara jednoj tableti
(c=0,1075 mg cm’®).

- Karvedilol radni standard (c=0,0125 mg cm™®)

- Ispitivani rastvor, za Karvileks tablete (c = 0,0125 mg cm™)

Reprezentativni spektri su prikazani na Slici 3.
Ispitivani i standardni rastvor pokazuju apsorbciju na 285 nm. Kako spektar rastvora

placeba ne pokazuje interferirajucu apsorbciju na datoj talasnoj duzini od 285 nm, metoda je

selektivna za odredivanje karvedilola u prisustvu ekscipijensa.
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Slika 3. Spektri placebo rastvora (a), standardnog rastvora (b) i ispitivanog rastvora (c)
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Linearnost. Nominalna koncentracija karvedilola nakon testa rastvaranja, uzimajué¢i potpuno
rastvaranje, je oko 12,5 pg cm® (12,5 mg karvedilola po tableti u 1000 cm?® rastvaraca).
Zavisnost apsorbance karvedilola od koncentracije standardnih rastvora potvrdena je u oblasti
50-120%, $to odgovara koncentracijama karvedilola od 6,25-15,0 ug cm™ (SI. 4). Standardna
kalibraciona kriva pripremljena je od 5 standardnih rastvora i dobijena je sledeca regresiona

jednacina

y =0,02719x+0,00950  (27)

0,45
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0,35
0,30
0,25

0,20

0,15 T T T T T 1
6 8 10 12 14 16

¢, pngem®

Slika 4. Karvedilol — linearnost

Koeficijent korelacije (r) je 0,9995, Sto indicira funkcionalnu zavisnost izmedu

koncentracije i povrsine pika karvedilola.

Preciznost. Za proveru ponovljivosti test rastvaranja je izveden kako je opisano ranije. 1z svake
od dvanaest ¢aSa uzet je uzorak i analiziran. lzraéunat je % rastvorenog karvedilola. Za procenu
intermedijerne preciznosti drugi test je izveden od drugog analiticara na istoj proizvodnoj seriji
Karvileks tableta, drugog dana uz upotrebu drugog UV/VIS spektrofotometra i aparata za test

rastvorljivosti (Tabela 7).
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Tabela 7. Rezultati testa ponovljivosti i intermedijerne preciznosti

% rastvorenog karvedilola
Koncentracija (%) Analiti¢ar 1 Analiti¢ar 2

dan 1 dan 2

50 99,68 104,48

50 100.16 100,64

50 99,20 101,92
75 100,88 99,84
75 101,20 97,12
75 100,24 98,48
100 103,12 97,12
100 103,52 93,68
100 102,48 95,68
120 100,88 103,2

120 100,88 102,24

120 100,72 101,52
Srednja vrednost 101,12 99,68
SD 0,17 0,41
RSD, % 1,31 3,28

RSD, % 2,30
95 % interval poverenja 100,80- 101,36 97,84 - 101,52

Izracunata RSD vrednost za 12 ispitivana rastvora ne prelazi 4,0%, Sto ukazuje na

¢injenicu da je validirana UV metoda odgovarajuce preciznosti.

Tacnost. Za proveru ta¢nosti metode odredivane su recovery vrednosti karvedilola iz rastvora
koji sadrzi 50, 75, 100 i 120 % deklarisanog sadrZaja karvedilola i 100 % placeba. Placebo
(107,5 mg) i odgovarajuce koli¢ine karvedilola tj. 6,25, 9,375, 12,50, 15,0 mg, su dodate u ¢ase
aparata za disoluciju, prethodno napunjene sa po 1000 cm® rastvaraga (po tri ase za svaki
koncentracioni nivo). Nakon rastvaranja rastvori su filtrirani i mereni na spektrofotometru.

Izracunate recovery vrednosti (Tabela 8) za svih 12 uzoraka na 4 koncentraciona nivoa su u

granicama dozvoljenog intervala od 95,0 do 105,0 %.
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Tabela 8. Test ta¢nosti

(6,25 pg cm’)

(9,35 pg cm™)

(12,5 pug cm’)

Odred. Odred. Odred. Odred.

Uzorak | Konc,  Recov. konc, Recov. konc, Recov. konc, Recov.
Hg cm™ g cm’ g cm’ pg cm’

n/a 50 % konc. nivo 75 % konc. nivo 100 % konc. nivo 120 % konc. nivo

(15,0 pg cm™)

6.23 99.68 9.46 101.18 12.89 103.12 15.13 100.87
6.26 100,16 9,49 101,50 12,94 103,52 15,13 100,87
6,20 99,20 9,40 100,33 12,81 102,48 15,11 100,73

Stabilnost rastvora. Proverena je stabilnost karvedilola u standardnom i ispitivanom rastvoru u toku perioda
od 24 sati. Tri ispitivana rastvora koja predstavljaju 100% rastvorenog karvedilola iz 12,5 mg karvedilol
tableta, su upotrebljena za proveru stabilnosti rastvora. Inicijalna koncentracija karvedilola poredena je sa
koncentracijom karvedilola u istim rastvorima nakon 24 sati. Ispitivani rastvori i standardni rastvori su
¢uvani u bocicama za autosampler na ambijentalnoj temperaturi. Koncentracija u ¢uvanim rastvorima bila je
odredena prema sveze pripremljenom standardnom rastvoru. Promena sadrzaja za ispitivane rastvore 1-3

manja je od 1,5% posle 24h, ¢ime je potvrdeno da su ispitivani rastvori stabilni 24 sati (Tabela 9).

Tabela 9. Stabilnost rastvora karvedilola

Razlika u Razlika u
Vreme Konc. rastvora, o o
o ) Uzorak 2 sadrzaju, sadrzaju,
ispitivanja pg cm’ 2
Mg cm’ %
Oh standardni 12,50 n/a n/a
24 h rastvor 12,50 n/a n/a
Oh ispitivani 12,21 n/a n/a
24 h rastvor 1 12,14 0,07 0,56
Oh ispitivani 12,04 n/a n/a
24 h rastvor 2 12,06 0,02 0,16
0 h ispitivani 11,57 n/a n/a
24 h rastvor 3 11,72 0,15 1,20

Rezultati primene ED za odredivanje profila brzine rastvaranja ispitivanih formulacija i referentnog

proizvoda na trZistu prikazani su u Tabeli 10 i Slici 5.
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Tabela 10. Profili brzine rastvaranja ispitivanih formulacija F1-F8 i Dilatrend tablete

t, Dilatrend
) F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8
min tablete
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

10 92,30 | 76,22 | 8520 | 83,15 | 68,54 | 59,24 | 81,86 71,07 89,78

20 96,61 | 86,65 | 91,92 | 91,57 93,49 | 71,27 | 95,64 89,93 93,04

30 99,29 | 94,66 | 9854 | 96,17 97,28 | 81,54 | 100,30 | 94,77 96,90

60 104,73 | 97,76 | 100,94 | 103,65 | 103,24 | 87,21 | 104,88 | 99,04 103,20

120

100 _//*%.
80
60

40

% rastvorenog karvedilola

—o—F8
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20

. . . . T .
0 10 20 30 40 50 60
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Slika 5. Dissolution profil karvedilola

Na osnovu dobijenih rezultata, primenom metodologije povrSine odgovora izracunati su koeficijenti

predloZzenog modela, koji predstavljaju vezu izmedu zavisno i nezavisno promenljivih.

Matematicki model prikazan je u obliku jednacine:

% rastvorenog karvedilola g0 = 77,20 - 4,78X; + 3,12X; - 7,02X5 + 1,57X1 X5 + 3,16X,X3 - 1,94X,X,X3

Iz prikazanog matematickog modela, kao i statistickih podataka dobijenih upotrebom ANOVA testa
(Tabela 11), moze se zapaziti da su faktori Xi, X, X3, X1X2, X1X3, XoX3 1 X1X2 X3 vazni delovi modela (p

<0,05), koji imaju znac¢ajan uticaj na % rastvorenog karvedilola nakon 10 min u ispitivanim formulacijama.
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X1, X2 1 X3 odnose se na % rastvorenog karvedilola nakon 10 min koji se mozZe dobiti promenom samo jednog
faktora (zavisno promenljiva), dok X1Xz XoX3 i X1X2X3 pokazuju promenu sadrZaja karvedilola pri promeni
dva ili viSe faktora istovremeno.

Tabela 11. Rezultati eksperimentalnog dizajna

=
faktor at > MS vrednost vrejnost
Model 6 784,74 | 130,79 272,37 0,0463
X1 1 182,60 182,60 380,25 0,0326
Xz 1 78,00 78,00 162,43 0,0498
X3 1 394,24 394,24 821,00 0,0222
X1+ X 1 19,66 19,66 40,93 0,0987
X + X3 1 80,14 80,14 166,88 0,0492
X1+ Xz +X3 1 30,11 30,11 62,70 0,0800
Residual 1 0,48 0,48

U slucaju promene samo jedne zavisno promenljive, primenom ANOVA testa (Tabela 11), utvrdeno
je da dominantan uticaj na sadrzaj karvedilola u preparatu ima ¢vrstina tableta (X3)-nizi nivo ¢vrstine tableta
daje bolji profil rastvaranja. Faktor sadrZaj sredstva za vezivanje (X;) ima manji uticaj, dok faktor sadrzaj
sredstva za raspadanje, % (X;) ima zanemarljiv/inema znacajan uticaj u poredenju sa prethodno razmatranim

faktorima.

Prilikom istovremene promene dva i tri faktora, najvisa vrednost sume kvadrata od 3,16 dobijena je
za slucaj X,X3. Ovaj podatak ukazuje na to da je navec¢a promena % rastvorenog karvedilola u preparatu

prilikom istovremene promene sadrZaja sredstva za raspadanje i ¢vrstine tableta.

Graficki metod se sastoji od konstruisanja grafika polunormalne raspodele. U ovom grafiku, ne-
znacajni efekti se nalaze na pravoj liniji i prolaze kroz nulu, dok znacajni odstupaju od prave. Interaktivni

statisticki model prvog reda, kao i grafik, generiSe se automatski pri cemu je X;—A, X, —-B i X3—C (SI.6).
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Slika 6. Grafik polunormalne raspodele uticaja sedam efekta na rastvaranje karvedilola

Veza izmedu zavisno i nezavisno promenljivih je prikazana i pomoc¢u 2D i 3D dijagrama (SI. 7 i 8).
Ovi grafici su veoma korisni za ilustraciju uticaja faktora nezavisno promenljivin na promenu sadrzaja

karvedilola, u ispitivanim formulacijama Karvileksa.

Na dobijenim 2D i 3D dijagramima mogu se uociti nekoliko zona obojenih razli¢itim bojama. Zone
obojene toplijim bojama (od Zute ka crvenoj) ukazuju na veci procenat rastvorenog karvedilola nakon 10
min, pri odgovaraju¢im eksperimentalnim uslovima i dominantnost uticaja niZzeg nivoa ¢vrstine tableta od 50
N.

U kontekstu optimizacije primenom Design expert softvera dobijen je dijajagram preklapanja u cilju
predvidanja optimuma. Dijagram preklapanja pokazuje prihvatljivi region promena nezavisno promenjivih
(oznacen Zutom bojom na Slici 9) koji ispunjava zahteve odgovora sistema tj. min. 80% rastvorenog

karvedilola nakon 10 min.
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Slika 7. Promena rastvorenog karvedilola (%) nakon 10 minuta sa promenom nezavisno promenljivih X; i X;
u slucaju ¢vrstine tableta od 50 N kao (a) 2D konturnog dijagrama i (b) 3D dijagrama sa povrSinama

odgovora
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Slika 8. Promena rastvorenog karvedilola (%) nakon 10 minuta sa promenom nezavisno promenljivih X; i X;
u slucaju ¢vrstine tableta od 70 N kao (a) 2D konturnog dijagrama i (b) 3D dijagrama sa povrSinama

odgovora
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Slika 9. Dijagram preklapanja za min 80 % rastvorenog karvedilola nakon 10 minuta sa promenom

nezavisno promenljivih X; i X, u slu¢aju ¢vrstine tableta od 50N (a) i od 70N (b)

Fizicko hemijska karakterizacija ispitivanih formulacija Karvileks tableta

Ispitivane formulacije Karvileks tableta podvrgnute su farmaceutsko-tehnoloc¢kim testovima, koji su

vreni u skaldu sa Ph Jug V. Rezultati fizicko hemijske karakterizacije ispitivanih formulacija prikazani su u

Tabeli 12.
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Tabela 12. Fizicko hemijska karakterizacija Karvileks tableta

Formulacija U{;} gseaf;nggst CV{ilt)ina F”"JEE/‘O')” ost ra;é)ggl?lja kzasr?/(igzi?gla
(min) (mg)

F1 122,0 50 0,1 3.8 12,71

F2 120,3 50 0,13 4,5 12,48

F3 1219 50 0,07 3,5 12,53

F4 121,4 50 0,1 38 12,58

F5 120,9 70 0,05 7,5 12,68

F6 120,8 70 0,08 9,5 12,39

F7 120,7 70 0,07 7,0 12,42

Masa tableta varirala je od 120,3 mg do 122,0 mg za razlicite formulacije uz zadovoljavajucu
ujednacenost mase tableta. Variranje mase tableta kretalo se u opsegu £7.5% Sto je u potpunosti usaglaseno
sa zahtevima farmakopeje. Cvrstina tableta razligitih formulacija bila je 50 i 70 N u zavisnosti od zahtevane
za datu formulaciju. Friabilnost tableta je nadena ispod 1% kod svih formulacija, Sto ukazuje na dobru

mehanicku otpornost tableta.

Sadrzaj karvedilola u ispitivanim formulacijama, odreden primenom HPLC metode, varirao je u
rasponu od 12,39 mg do 12,71 mg ukazuju¢i na dobru ujednacenost sadrzaja pripremljenih formulacija.

Vreme raspadanja tableta kretalo se u rasponu od 3,7 do 12,5 min za sve formulacije.

Profili brzine rastvaranja karvedilola u formulacijama F1-F4 kod kojih je ¢vrstina tableta od 50 N
pokazali su da je % rastvorenog karvedilola iznosio 92,30; 76,22; 85,20 i 85,15 % nakon 10 min (Tabela 10).
Pri razvoju i optimizaciji formulacije, ocekivana vrednost brzine rastvaranja treba biti ve¢a od 80% nakon 10
min [68], tako da formulacije F1, F3 i F4 ispunjavaju zadatu vrednost i mogu se smatrati pogodnim

formulacija iz ove serije od 4 formulacije.

Profili brzine rastvaranja karvedilola u formulacijama F5-F8 kod kojih je ¢vrstina tableta od 70 N
pokazali su da je % rastvorenog karvedilola iznosio 76,12, 58,42, 86,64 i 79,70 % nakon 10 min (Tabela 10).
Formulacije nisu zadovoljile uslov od 80% rastvorenog karvedilola nakon 10 min. Jedino je formmulacija F7
ispunila uslov u pogledu brzine rastvaranja karvedilola i stoga se mozZe smatrati najpogodnijom formulacijom

iz ove serije od 4 formulacije.
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Razmatrajuc¢i rezultate ispitivanja i ostalin parametara tj. friabilnosti, vreme raspadanja i sadrZaj

karvedilola kao najpogodnija formulacija medu svih 8 ispitanih formulacija, izabrana je F3 formulacija.

Kinetika brzine rastvaranja karvedilola iz formulacija

U cilju analize procesa oslobadanja lekovite supstance-karvedilola iz lekovitog oblika (tableta)
primenjeni su razli¢iti matemati¢ki modeli, kao Sto su kinetika nultog i prvog reda i Korsmayer-Peppas-ov
model. Dobijeni podaci takode mogu ukazati na eventualne uticaje faktora formulacija, procesa proizvodnje

ili uslova ¢uvanja na kinetiku oslobadanja aktivne komponente.

Vrednosti dobijenih podataka u toku ispitivanja kolic¢ine oslobadanja karvedilola iz formulacija, u
ispitivanom medijumu, fitovani su saglasno ovim modelima. Modeli su opisani preko kvadrata koeficijenta

korelacije (r?) i konstante brzine, ¢ije su vrednosti prikazane u Tabeli 12.

Primenom modela kinetike nultog i prvog reda na podatke dobijene za profil oslobadanja lekovite
supstance u ispitivanom medijumu, dobijene su vrednosti koeficijenta korelacije (r* <0,900), koje su u svim
slucajevima odstupale od teorijske vrednosti. Na osnovu ovih podataka moze se zakljuciti da se profil

oslobadanja aktivne supstance ne pokorava modelu kinetike nultog i prvog reda.

Profil oslobadanja leka iz ispitivanih formulacija, naSao je najbolje slaganje sa Korsmayer-Peppas-
ovim modelom, Sto je potvrdeno vrednostima koeficijenta korelacije ¢ije su vrenosti bile u opsegu od 0,888

do 0,998 za razlicite formulacije (Tabela 13).

Nakon odabira optimalne formulacije Karvileksa (F3), uporedivan je njen profil rastvaranja sa
proizvodom originatorom (Dilatrend, F. Hoffmann-La Roche, Svajcarska). U tom slu¢aju racunat je faktor
sli¢nosti f,. Izracunata njegova vrednost od 76,75 koja je veca od teorijske (50), ukazuje da optimalna

formulacija Karvileksa F3 ima sli¢an profil oslobadanja karvedilola, kao i proizvod originator.

Tabela 13. Kinetika procesa oslobadanja karvedilola iz formulacija

Korsemeyer
Nulti red Prvi red
.. model
Formulacija > >
O_ r’ l_ r’ n r’
(mg/min) 1/min
F1 0,235 0,957 | 0,119 | 0,968 | 0,079 | 0,998
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F2 0,387 0,756 | 0,046 | 0,935 | 0,145 | 0,917
F3 0,289 0,779 | 0,115 | 0,928 | 0,098 | 0,950
F4 0,379 0,910 | 0,074 | 0,998 | 0,122 | 0,998
F5 0,457 0,717 | 0,108 | 0,986 | 0,168 | 0,888
F6 0,525 0,804 | 0,023 | 0,903 | 0,228 | 0,941
F7 0,326 0,819 | 0,112 | 1,000 | 0,103 | 0,968
F8 0,341 0,784 | 0,060 | 0,997 | 0,121 | 0,954

4.2. STUDIJE STABILNOSTI

4.2.1. Studije stabilnosti Kavileks tableta pod uslovima ubrzanog starenja

Cilj ispitivanja stabilnosti farmaceutskog preparata je provera njegovog kvaliteta i odredivanje roka
trajanja. Priroda pomoc¢nih materija u tableti moze imati uticaja na stabilnost aktivne supstance, zbog
hemijske interakcije [69]. Faktori okoline kao Sto su temperatura, vlaznost i svetlost odgovorni su za neke

procese degradacije leka.

U cilju ispitivanja hemijske stabilnosti optimizovana formulacija Karvileks tableta ¢uvanja je 6 meseci
pod uslovima ubrzanog starenja (45°C i 75% RH). Odredene vrednosti fizicko hemijskih osobina formulacije
F3 prikazane su u Tabeli 14.

Tabela 14. Fizicko hemijske osobine F3 formulacije pod uslovima ubrzanog starenja
(45°Ci 75 % RH)

) Vreme (mesec)
Parametri
0 3 6
Cvrstina (N) 48,93 + 3,17 51,04 £ 4,39 51,32 £ 3,41
Vreme raspadanja (min) 3,50 £ 0,20 4,00+£0,10 4,10+£0,20
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Friabilnost (%6) 0,07 0,12 0,14
Sadrzaj karvedilola (%) 100,10 + 1,76 99,80 +1,23 99,20 + 1,65
Necistoc¢e pojedinaéno (%) 0,007 0,03 0,09
Necistoée ukupno (%) 0,03 0,12 0,37
Quo 85,20 + 2,84 84,90 + 1,98 83,02 +2,76
Qeo 100,94 + 0,57 97,62 + 2,43 99,89 +1,54

Cvrtina tableta bila je u opsegu 48,93 + 3,17 do 51,32 + 3,41 N, 3to se moZe smatrati prihvatljivim za
formulaciju tableta. lako su se nakon izlaganja 6 meseci pod uslovima ubrzanog starenja vrednosti za vreme
raspadanja i friabilnost tableta povec¢avale od 3,50 £+ 0,20 do 4,10 = 0,20 min, odnosno od 0,07 do 0,14%,
tablete su bile u okviru specifikacije kvaliteta zahtevane za ove parametre. Sadrzaj kavedilola u tabletama
kretao se od 100,10 + 1,76 do 99,20 + 1,65%, dok je sadrzaj necistoca iznosio maksimalnih 0,09% za

pojedinac¢ne i 0,37% za ukupne necistoce na kraju ubrzane studije stabilnosti.

Rezultati za test rastvaranja za tablete nakon izvedenih eksperimenata u ubrzanoj studiji stabilnosti
bili su veoma bliski sveze proizvedenim tabletama i viSe od 80% karvedilola je oslobodeno nakon 10 min
(Q10). Blago smanjenje rastvorenog karvedilola nakon 10 min u tackama ispitivanja 3 i 6 meseci, moze se
objasniti povec¢anjem vremena raspadanja tableta. Optimizovana formilacija mozZe se u potpunosti smatrati

stabilnom nakon ¢uvanja pod ubrzanim uslovima starenja tableta.

4.2.2. Studije fotostabilnosti (Ispitivanje fotostabilnosti Karvileks tableta i uticaja
pakovanja)

Delovanje svetlosti na lek mozZe imati negativan uticaj na njegov kvalitet, bezbednost i efikasnost
farmakoterapije. 1z tih razloga sva istraZzivanja koja su sprovedena u pracu ispitivanja fotodegradacije

preparata Karvileksa (Zdravlje Actavis, Leskovac) su opravdana.

U literaturi se mogu nac¢i podaci o pracenju fotohemijske stabilnosti Karvileksa dugotrajnim
metodama [69], s obzirom da je preparat cuvan na sobnoj temperaturi, izloZzen dejstvu prirodne svetlosti.
Procenat degradacionih proizvoda meren je svakih 20 do 100 dana. Primenom validirane "nefarmakopejske”
RP-HPLC metode

hidroksikarbazola, koja potice jos iz procesa sinteze.

identifikovano je prisustvo necistoce C i “nefarmakopejske” necistoce 4-
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Imajuci u vidu cinjenicu da je karvedilol relativno foto stabilna supstanca, u radu je testiran uticaj

razlicitih materijala primarne ambalaZze, kao tip i doze zracenja na stabilnost tableta u skladu sa ICH

regulativom.

Radi odredivanja sadrzaja karvedilola i identifikacije farmakopejskih necisto¢a (A, B i C) u
ozracenim uzorcima proizvoda Karvileksa, najpre je izvrSena validacija modifikovane farmakopejske HPLC

metode. Validacija metode sprovedena je u skladu sa ICH regulativom.

Selektivnost. Radi ispitivanja selektivnosti metode, u HPLC sistem injektiran je vodeni rastvor placebo
uzorka, koji sadrzi samo pomoc¢ne materije. Selektivnost postoji ukoliko na hromatogramu ispitivanog
rastvora placebo uzorka nema pikova cija retenciona vremena (t;) odgovaraju standardima karvedilola i
farmakopejskih necisto¢a A, B i C. Dobijeni hromatogrami placebo uzorka i smeSe standarda karvedilola i

njegovih necistoca prikazani su na Slici 10.

mAU

350

4.502

300

250

200

150

100

= 3016

- 2701
= 15757

Slika 10. Hromatogram smeSe standarda karvedilola i njegovih necisto¢a

Sa dobijenog hromatograma (SI. 10) na retencionom vremenu od 4,502 min identifikovan je pik
karvedilola, dok je na retencionom vremenu od 2,701; 15,757 i 30,16 min identifikovano prisustvo necistoce
A, Ci B, respektivno.

Poredenjem retencionih vremena kod dobijenih hromatograma placebo uzorka i ispitivanih standarda,

uoceno je da hromatogram placebo uzorka ne sadrzi pikove cija retenciona vremena (t;) padaju u oblast koja
odgovaraju smesi standarda. Otuda se moze zakljuciti da je metoda selektivna za odredivanje karvedilola i
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njegovih necistoca u prisustvu ekscipijenasa. Takode, pogodna za separaciju karvedilola i njenih necistoca sa

faktorom rezolucije vec¢eg od 1,7.

Linearnost. Linearnost metode odredena je primenom metode najmanjih kvadrata. Linearna zavisnost
izmedu odgovora detektora (povrsina pika) i koncentracije standarda karvedilola potvrdena je u opsegu od 16

do 24 pg cm™. Parametri regresione jednacine prikazani su u Tabeli 15.

Tabela 15. Rezultati validacije HPLC metode

Validacioni parametri Karvedilol
Nagib (S.E.) 70531 (123,1)
Y-odsecak 13.708
_ (S.E.) (54,21 x 109)
Linearnost
r 0,9992
Student-ov
0,886
{-test
Tacnost Recovery (%) 99,02+ 0,35
Ponovljivost 0,681
) dan 1 0,682
Preciznost
dan 2 0,893
RSD (%)
dan 3 0,991
Reproduktivnost 1,421
LOD (ug cm™) 1,250
Osetljivost -
LOQ (ug cm™) 4,125

Tacnost. Tacnost metode procenjena je na osnovu recovery vrednosti pri intervalu poverenja od 5% za
karvedilol u prisustvu necisto¢a A, B i C. Dobijene recovery vrednosti u svim ispitivanim slu¢ajevima bile su

priblizne teorijskoj vrednosti (100%), Sto ukazuje na zadovoljavajucu tacnost metode (Tabela 15).

Preciznost. U skladu sa ICH regulativom, preciznost metode testirana je kroz tri razlic¢ita nivoa:
ponovljivost, srednja preciznost i reproduktivnost. Ponovljivost metode odredena je primenom rastvora
karvedilola, koncentracije 0.1 ug cm™. Broj ponovljenih merenja bio je 6. Za odredivanje srednje preciznosti

koriS¢en je rastvor iste koncentracije, cija je koncentracija odredivana u toku 3 dana. Za ispitivanje
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reproduktivnosti metode koriS¢ena su dva razlicita HPLC sistema (Agilent 1200-Series, Agilent,Waldbronn,
Nemacka i Agilent 1100-Series, Agilent Technologies, USA). S obzirom da su izracunate RSD (Tabela 15)
vrednosti u svim ispitivanim slu¢ajevima manje od teorijske vrednosti (<2%), modifikovana HPLC metoda je

odgovarajuce preciznosti.
Izracunate vrednosti LOD i LOQ ukazuju na mikrogramsku osetljivost metode (Tabela 15).

Stabilnost rastvora. Proverena je stabilnost karvedilola u standardnom i ispitivanom rastvoru u toku perioda
od 24 sati. Tri ispitivana rastvora koja predstavljaju 100% rastvorenog karvedilola iz 12,5 mg karvedilol
tableta, su upotrebljena za proveru stabilnosti rastvora. Inicijalna koncentracija karvedilola poredena je sa
koncentracijom karvedilola u istim rastvorima nakon 24 sati. Ispitivani rastvori i standardni rastvori su
¢uvani u bocicama za autosampler na ambijentalnoj temperaturi. Koncentracija u ¢uvanim rastvorima bila je
odredena prema sveze pripremljenom standardnom rastvoru. Promena sadrzaja za ispitivane rastvore 1-3
manja je od 1,5% posle 24h, ¢ime je potvrdeno da su ispitivani rastvori stabilni 24 sati (Tabela 16).

U cilju pracenja fotohemijske stabilnosti proizvoda Karvileksa, ispitivane tablete su bile upakovane u
plasticnom neprovidnom kontejneru, kao i u blister pakovanjima, crvene i bele boje, koja su izradena od
polivinilhlorida i aluminijumske folije (PVC/AI). Nakon zracenja, sadrzaj aktivne supstance karvedilola u
ispitivanim uzorcima odredivan je upotrebom modifikovane stability-indicating RP-HPLC metode.

Tabela 16. Stabilnost rastvora karvedilola

Razlika u Razlika u
Vreme Konc. rastvora, o o
o ) Uzorak 3 sadrzaju, sadrzaju,
ispitivanja Hg cm 2
Mg cm’ %
Oh standardni 12,50 n/a n/a
24 h rastvor 12,46 0,04 0,32
Oh ispitivani 12,39 n/a n/a
24 h rastvor 1 12,43 0,04 0,32
0 h ispitivani 12,57 n/a n/a
24 h rastvor 2 12,49 0,08 0,64
Oh ispitivani 12,45 n/a n/a
24 h rastvor 3 12,51 0,06 0,48

RP-HPLC hromatogrami uzoraka Karvileksa, u crvenom blister pakovanju, dobijenih nakon primene

UV i VIS zracenja, razli¢itih doza prikazani su na Slici 11.
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Sa hromatograma uzorka preparata Karvileksa identifikovani su pikovi na retencionim vremenima
priblizno ista retencionim vremenima koja odgovaraju standardima karvedilola i necisto¢a A, B i C.
Prisustvo necistoca A i C potvrdeno je kod svih uzorka ozrac¢enog preparata, kako UV tako i VIS zracima,
razli¢itih duzina zracenja. Pri zracenju preparata UV zracima nije identifikovano prisustvo necistoc¢e B. Za
razliku od UV zracenja, prisustvo necistoce B, pored necistoca A i C, potvrdeno je kod uzoraka preparata

ozracenih VIS zracima, pri drugoj i tre¢oj dozi zracenja.

Smanjenje visine pika aktivne supstance (Sl. 11), koja je proporcionalna njenom sadrzaju u preparatu,
ukazuje na to da se tokom fotodegradacije preparata sadrzaj aktivne supstance smanjuje. Za razliku od nje,
visine pikova koje poti¢u od necistoca se tokom degradacije blago povecavaju, ukazujuci da njihov sadrzaj u

preparatu, u crvenom blister pakovanju, raste.
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Druga primarna ambalaza u kojoj je upakovan preparat Karvileks i pracena njegova fotostabilnost je
blister pakovanje PVC/AI bele boje. Uzorci su podvrgnuti dejstvu UV i VIS zraka, razli¢itih doza, istih kao u
prethodnom slucaju. Dobijeni hromatogrami prikazani su na Slici 12. Pojava pikova na retencionim
vremenima, ¢ije su vrednosti priblizno 2,70; 15,76 i 30,16 min ukazuju na prisustvo necisto¢e A, C i B,

respektivno.

Kao i u sluc¢aju blister pakovanja crvene boje, prisustvo necistoce B identifikovano je samo
ozracivanjem uzorka VIS zracima druge i trece doze. Sa dobijenih hromatograma se uo¢ava da se visina pika
aktivne supstance smanjuje tokom degradacije, a visine pikova koje odgovaraju nec¢istocama A, B i C, blago
povecavaju. To ukazuje da tokom fotodegradacije dolazi do smanjenja sadrzaja aktivne supstance, a do

povecanja sadrZaja necistoca.

Prisustvo istih degradacionih proizvoda potvrdeno je i kod ozracenih uzoraka Karvileksa upakovanih
u plasticnim neprovidnim kontejnerima (SI.13). Smanjnje visine pika aktivne supstance potvrdeno je i kod
ozracenih uzoraka preparata upakovanih u plasticnom neprovidnom kontejneru. Uporedujuci dobijene visine
pikova, sa visinama pikova ozrac¢enih uzoraka preparata upakovanih u blister pakovanju, moZe se videti da su
Vedl.

Sadrzaj karvedilola (%) nakon zracenja preparata UV i VIS zracima, razli¢itih doza, upakovan u
razlic¢itoj primarnoj ambalaZzi, prikazan je u obliku histograma na Slici 14. Promena sadrZaja farmakopejskih

necisto¢a A, B i C tokom fotodegradacije, prikazana je u Tabeli 16.

Smanjenje sadrzaja karvedilola i povecanje sadrzaja necisto¢a vecée je primenom UV zracenja u
odnosu na dejstvo VIS zracenja. To je i oc¢ekivano, s obzirom da je UV zracenje vecée energije u odnosu na

VIS zracenje. Samim tim zbog vece energije UV zraka, veca je i degradacija proizvoda.

Sa histograma se uocava da je najvece smanjenje sadrzaja karvedilola najvece u slu¢aju kada je
preparat u belom blisteru i to 15,2% za UV, odnosno 12,9% za VIS zracenje. Smanjenje sadrzaja karvedilola
je neSto manje primenom crvenog blistera, u poredenju sa belim blisterom. Primenom UV zraka smanjenje
sadrzaja karvedilola je 12,5% u odnosu na sadrZaj iste supstance u neozracenom preparatu, dok je primenom
VIS zracenja to smanjenje neSto manje i iznosi 9,7%. Za razliku od blister pakovanja, najmanje smanjenje
sadrzaja karvedilola potvrdeno je u slucaju primene plasticnog kontejnera i to 9,8% za UV i 4,2% za VIS

zracenje.
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Slika 14. SadrZaj karvedilola (%) nakon zracenja preparata u razli¢itoj primarnoj ambalaZi

Dobijeni rezultati za sadrZzaj farmakopejskih necisto¢a (Tabela 17) pokazuju da je najvec¢i njihov
porast u slucaju kada je preparat u belom blisteru, a neSto manji kod preparata u crvenom blisteru. Najmanje
povecanje sadrzaja necisto¢a je kod preparata u plasticnom neprovidnom kontejneru. U svim ispitivanim

uzorcima sadrzaj farmakopejskih necistoca bio je manji od 1%.

Na osnovu dobijenih rezultata moZe se konstatovati da je najadekvatnija primarna ambalaZa, za
pakovanje Karvileksa, plastican neprovidan kontejner. U tom sluc¢aju preparat je relativno fotostabilan, a
primenom ovog tipa primarne ambalaze obezbeduje se odgovaraju¢a zastita preparata od dejstva dnevne
svetlosti i mogucnosti pojave fotodegradacije.

Tabela 17. Sadrzaj necistoca (%) nakon zracenja preparata u razli¢itoj primarnoj ambalazi

Tip Duzina | PVC/AIl crveno pakovanje | PVC/AI belo pakovanje Plasti¢an kontejner
zrafenja | zracenja A B C A B C A B C
35dana | 0,09 - 0,04 | 0,102 - 0,045 | 0,08 - 0,03
uv 7dana | 0,167 - 0,073 | 0,198 - 0,079 | 0,166 - 0,055
17 dana | 0,401 - 0,173 | 0,501 - 0,184 | 0,371 0,132
35dana | 0,08 - 0,04 | 0,087 - 0,07 - 0,04
VIS 7dana | 0,294 | 005 | 0049 | 0321 | 0,058 | 0,052 | 0,273 | 0,041 | 0,047
17dana | 0,362 | 0,059 | 0,183 | 0,411 | 0,061 | 0,194 | 0,309 | 0,049 | 0,176
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Studije fotostabilnosti Karvileksa, primenom UV i VIS zracenja, pokazale su da prilikom ovog
tretmana proizvoda, nije doSlo formiranja degradacionih proizvoda, koji se mogu detektovati pri datim

hromatografskim uslovima [70].

Kinetika fotodegradacije Karvileksa

Za procenu stabilnosti leka neophodno je poznavati brzinu degradacije lekovite supstance, kao i red

hemijske reakcije kojom se ta degradacija podvrgava.

U cilju procene stabilnosti preparata Karvileksa, dobijeni rezultati za sadrzaj karvedilola u preparatu
nakon zrac¢enja, fitovani su saglasno modelima kinetike nultog i prvog reda. Modeli su opisani preko
vrednosti koeficijenta korelacije (r) i konstante brzine degradacije, ¢ije su vrednosti prikazane u Tabeli 18.

Tabela 18. Koeficijent korelacije (r), konstanta brzine degradacije (k), poluvreme Zivota(t -;,) i rok trajanja
(teo) Karvileksa

_ Nulti red Prvi red
Tip
pakovanja o r t t . r t t
/ /
(i SET) 1/2 90 (dan’) 1/2 90
UV zracenje
Crveni
st 0,3091 -0,997 | 161,75 | 32,35 | 0,0035 | -0,951 | 19800 30
Ister

Beli blister 0,3334 -0,993 | 149,97 | 30,00 | 0,0038 | -0,957 | 18236,84 | 27,63

Plasti¢an
. 0,2801 -0,991 | 178,50 | 35,70 | 0,0029 | -0,952 | 23896,55 36,20
kontejner
VIS zraéenje
Crveni
. 0,2964 -0,998 | 168,69 | 33,73 | 0,0032 | -0,981 | 21656,25 32,81
ister

Beli blister 0,3016 -0,997 | 165,78 | 33,15 | 0,0033 | -0,969 21000 31,81

Plasti¢an
0,1963 -0,995 | 254,71 | 50,94 | 0,0020 | -0,940 34650 52,50

kontejner

Neophodan uslov, da se sadrzaj leka nakon zracenja preparata pokorava modelu kinetike nultog reda,
je linearna zavisnost izmedu sadrzaja leka i vremena. Kod modela kinetike prvog reda, postoji linearna

zavisnost prirodnog logaritma sadrZaja leka i vremena.
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Dobra linearnost podataka potvrduje se koeficijentom korelacije (r), koji treba da bude priblizno -
0,999.

Primenom modela kinetike nultog reda na podatke, dobijene nakon zracenja preparata UV i VIS
zracima upakovanog u razli¢itoj primarnoj ambalazi, dobijene su vrednosti koeficijenta korelacije (Tabela
18), koje su u svim ispitivanim slucajevima bile priblizne teorijskoj vrednosti. Na osnovu ovih podataka
moZe se zakljuciti da se fotodegradacija preparata Karvileksa, upakovan u razli¢itoj primarnoj ambalaZi,

pokorava modelu kinetike nultog reda.

Dobijene vrednosti koeficijenta korelacije, nakon primene modela kinetike prvog reda, u svim
ispitivanim sluc¢ajevima, odstupale su od teorijske vrednosti (Tabela 18). Ovo odstupanje eksperimentalnih
podataka od teorijske vrednosti, ukazuje na to da se fotodegradacija preparata Karvileksa ne pokorava

modelu kinetike prvog reda.

U Tabeli 18 prikazane su vrednosti konstante brzine ko i k; modela kinetike nultog i prvog reda.
Najvece vrednosti za ko i k; dobijene su u slucaju fotodegradacije Karvileksa upakovanog u belom blister
pakovanju. Nesto niZze vrednosti ovih konstanata su u slu¢aju primene crvenog blistera, a njihova najniza

vrednost dobijena je primenom plasti¢nog neprovidnog kontejnera.

ViSe vrednosti konstante brzine dobijene primenom belog blistera u poredenju sa crvenim blisterom i
plasti¢nim kontejnerom, govore o tome da se reakcija fotodegradacije Krvileksa odvija brze primenom belog
blistera. Vec¢a brzina reakcije fotodegradacije Karvileksa, pokazuje vecu nestabilnost preparata ukoliko je on

upakovanom u belom blisteru.

Kako je najniza vrednost brzine reakcije fotodegradacije preparata dobijena kada je u neprovidnom

plasticnom kontejneru, to pokazuje da primenom takve primarne ambalaze stabilnost preparata nije ugrozena.

Primenom modela kinetike nultog i prvog reda izra¢unate su vrednosti vremena poluZivota (ty2) i rok

trajanja (tgo) preparata. Dobijene vrednosti prikazane su u Tabeli 18.

Predlozenim modelima kinetike nadeno je da najkrace vreme poluzivota i rok trajanja pokazuje
preparat u belom blister pakovanju. Najduze vreme poluzivota i rok trajanja ima preparat u plasticnom

neprovidnom kontejneru.

slu¢aju primene belog blistera, kao primarne ambalaze. Nesto vecée vrednosti za ty; i ty, dobijenih primenom
crvenog blistera, ukazuju na manju foto osetljivost preparata. Visoke vrednosti vremena poluzivota i roka
trajanja, izracunatih za slucaj primene plasticnog neprovidnog kontejnera, ukazuju na najmanju foto

osetljivost Karvileksa.
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U poredenju vrednosti ti;, i tg, dobijenih u slucaju kada je preparat zracen UV zracima, sa istim
vrednostima dobijenih primenom VIS zracenja, vidi se da su vrednosti nesto nize u slu¢aju primene UV

dejstvo, u poredenju sa VIS zracenjem.

Imajuci u vidu napred navedene ¢injenice, mozZe se zakljuciti da je plastican neprovidan kontejner,
najbolja primarna ambalaZza za pakovanje Karvileksa. Njenom upotrebom obezbeduje se najveca zastita

preparata od dejstva svetlosti i spre¢ava moguénost nastanka foto degradacionih proizvoda.

4.2.3. Uticaj tipa pakovanja na kinetiku brzine rastvaranja karvedilola iz Karvileksa

U cilju ispitivanja uticaja tipa pakovanja na kinetiku brzine rastvaranja karvedilola iz Karvileksa,
tablete su upakovane u crvenom i belom Al/PVC blisteru, kao i u plasticnom neprovidnom kontejneru i
izloZene dejstvu UV zraka u toku 17 dana. Nakon zracenja, sadrZzaj oslobozenog karvedilola, primenom
dissolution testa, odreden je primenom validirane UV metode (SI. 15). Dobijeni podaci fitovani su u
saglasnosti sa razlic¢itim matematickim modelima. Modeli su opisani preko koeficijenta korelacije (r) i
konstante brzine, ¢ije su vrednosti prikazane u Tabeli 19.
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—m— neozracen
—@— plastican kontejner
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40+ crveni blister
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Slika 15. Profil oslobadanja karvedilola, nakon primene UV zraka Il doze
Profil oslobadanja karvedilola iz ozraSenih tableta Karvileksa, nasao je najbolje slaganje sa Korsmayer-
Peppas-ovim modelom, $to je potvrdeno vrednostima koeficijenta korelacije ¢ije su vrenosti bile vece od

0,900 u svim ispitivanim slucajevima (Tabela 19).

Tabela 19. Kinetika procesa oslobadanja karvedilola iz ozracenih tableta
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Plasti¢an neprovidan Crveni Al/PVC . .
Neozracen . . Beli AlI/PVC blister
kontejner blister
Model
k r k r k r k r

Nultog ko=0,2892 | 0,8826 | k,=0,2926 | 0,8670 | k,=0,3006 | 0,7989 | k,=0,8086 | 0,8086
reda

k,=0,1154 | 0,9634 | k;=0,0033 | 0,8312 | k;=0,0035 | 0,7985 | k;=0,0028 | 0,7924
Prvog reda
Hixon — ks=0,0036 | 0,8733 | ks=0,0048 | 0,8629 | ks=0,0052 | 0,8068 ks=0,004 0,7794
Crowell

k«=0,0714 kx=0,1082 k«=0,1175 k«=0,0963
Korsmeyer 0,9745 0,9495 0,9306 0,9271
— Peppas n=0,0981 n=4,1519 n=4,1194 n=4,1923
Higuchi | Kw=06809 | 08967 | ki=34810 | 09233 | k.=36552 [ 08691 |ks=3,0118 | 08771

Radi ispitivanja uticaja sekundarne ambalaze na profil oslobadanja karvedilola, originalno pakovanje
Karvileksa (blister crvene boje) upakovano je u kartonskoj kutijici i izlizeno dejstvu pod istim uslovima kao i
u slucaju primene primarnog pakovanja. Procenat rastvorenog karvedilola iz ozracenih tableta (Tabela 20), u

odgovaraju¢em medijumu, odreden je validiranom UV spektrofotometrijskom metodom.

Tabela 20. % rastvorenog karvedilola iz tableta upakovanih u sekundarnoj ambalaZi

%
t/min | rastvorenog
karvedilola
0 0
10 82,74
20 93,99
30 96,59
60 98,31

Sa dobijenog grafika (SI1.16) moZe se uociti da je nakon 10 min doSlo do oslobadanja vise od 80%
aktivne supstance. Dobijena vrednost od 82,74% za sadrzaj rastvorenog karvedilola iz tableta, ukazuje da
proizvod Karvileks ne menja svoj profil oslobadanja pod dejstvom zracenja ukoliko je upakovan u

sekundarnoj ambalazi.
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Slika 16. Profil oslobadanja karvedilola iz tableta upakovanih u sekundarnoj ambalazi, nakon primene 17
dana UV zraka

Na osnovu dobijenih podataka za % rastvorenog karvedilola iz ozracenih tableta Karvileksa,
upakovane u sekundarnoj ambalazi, ispitana je Kkinetika brzine rastvaranja karvedilola u skladu sa
odgovaraju¢im matematickim modelima. Dobijene vrednosti koeficijenta korelacije (r) i konstante brzine

prikazane u Tabeli 21.

Tabela 21. Kinetika procesa oslobadanja karvedilola iz ozra¢enih tableta upakovane u sekundarnom
pakovanju

Model k r

Nultog reda | ko=0,25329 | 0,78087

Prvog reda k:=0,00264 | 0,75033

Hixon — _
Crowell ks=0,00414 | 0,76115

Korsmeyer — kx=4,2355

0,89823
Peppas n=0,09097

Higuchi kny=3,09023 | 0,85283

Nakon fitovanja dobijenih podataka po odgovaraju¢im modelima, najvec¢a vrednost koeficijenta
korelacije dobijena je primenom Korsmeyer — Peppas-ovog modela. Ova c¢injenica ukazuje da profil brzine
rastvaranja karvedilola ostaje nepromenjen u sluc¢aju primene sekundarnog pakovanja. Ovo je jo$ jedna

potvrda da je komercijalno dostupan Karvileks fotostabilan proizvod.
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SadrZaj karvedilola i njegovih necisto¢a nakon zracenja tableta Karvileksa upakovane u sekundarnoj

ambalazi, odreden je modifikovanom RP-HPLC metodom. Dobijene vrednosti prikazane su u Tabeli 22 i 23.

Tabela 22. Promena sadrzaja karvedilola primenom sekundarnog pakovanja

DuZin(%;;z;Iéenja UV VIS

3,5 98,92% | 99,60%
7 98,01% | 99,30%
17 94,75% | 96,34%

Primenom VIS zracenja, nakon 17 dana, smanjenje sadrZaja karvedilola iznosilo je 3,66% u odnosu na
pocetni sadrzaj (100%), dok je pri istoj duzini UV zracenja smanjenje vece za 1,59%. U oba ispitivana
slucajeva smanjenje sadrzaja karvedilola manje od 10%, dok je u svim ispitivanim sluc¢ajevima povecanje
sadrzaja necistoca manje od 0,1% (Tabela 23). Kao i u sluc¢aju ispitivanja uticaja tipa primarnog pakovanja,
prisustvo necistoce B potvrdeno je samo pri duZini zracenja od 7 i 17 dana VIS zracima.

U saglasnosti sa ICH regulativom (smanjenje sadrZaja karvedilola manje od 10%, a povecanje sadrZaja
necistoca manje od 0,1%) originalan proizvod Karvileks, upakovan u sekundarnoj ambalazi, je relativno
fotostabilan.

Radi procene stabilnosti Karvileksa u sekundarnoj ambalaZzi, dobijeni rezultati za sadrZaj karvedilola
u proizvodu nakon zracenja, fitovani su saglasno modelima kinetike nultog i prvog reda. Modeli su opisani
preko vrednosti koeficijenta korelacije (r) i konstante brzine degradacije, ¢ije su vrednosti prikazane u Tabeli
24,

Tabela 23. Promena sadrZaja necistoca primenom sekundarnog pakovanja

: . Duzina Sekundarno pakovanje
Tip zradenja .
zracenja (dan) A - c
3!5 0,010 - 0,011
uv
7 0,011 - 0,015
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17 0,015 - 0,016
3,5 0,006 - 0,009
VIS 7 0,015 | 0,030 0,015
17 0,017 | 0,031 0,015

(teo) Karvileksa u sekundarnoj ambalaZi

Tabela 24. Koeficijent korelacije (r), konstanta brzine degradacije (k), poluvreme Zivota (t +,) i rok trajanja

Nulti red Prvi red
Tip
pakovanja Ko Ky
(mg dan™) r ty2 too (dan r ti2 too
UV zracenje
Crveni
blister 0,31267 0,9991 | 159,9 | 31,98 | 0,00323 | 0,9986 | 21455,1 | 3250,77
VIS zraéenje
Crveni
blister 0,25351 0,9857 | 197,24 | 39,44 | 0,00257 | 0,9855 | 26964,9 | 4085,60

Primenom modela kinetike nultog reda, izracunate su vrednosti koeficijenta korelacije (Tabela 24),
koje su u svim ispitivanim sluc¢ajevima bile pribliZzne teorijskoj vrednosti (0,999). Na osnovu ovih podataka
moze se zakljuciti da se fotodegradacija preparata Karvileksa u sekundarnoj ambalazi, pokorava modelu

Kinetike nultog reda.

Dobijene vrednosti koeficijenta korelacije, nakon primene modela Kinetike prvog reda, u svim
ispitivanim sluc¢ajevima, odstupale su od teorijske vrednosti (Tabela 24). Ovo odstupanje eksperimentalnih
podataka od teorijske vrednosti, ukazuje na to da se fotodegradacija preparata Karvileksa ne pokorava

modelu kinetike prvog reda.

Nize vrednosti konstante brzine ko i k; dobijene primenom VIS zracenja govore o tome da se reakcija

fotodegradacije Krvileksa odvija sporije u poredenju sa dejstvom UV zracenja.

Primenom modela kinetike nultog i prvog reda izra¢unate su vrednosti vremena poluzivota (ti2) i rok

trajanja (tyo) preparata. Dobijene vrednosti prikazane su u Tabeli 24.
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PredloZenim modelima kinetike nadeno je da najkrace vreme poluZivota (t1) i rok trajanja (tgp) ima

proizvod ukoliko je izloZen dejstvu VIS zraka.

4.2.5. Primena ED u studijama fotostabilnosti Karvileksa

U cilju ispitivanja uticaja razlicitih materijala primarne ambalaze, kao i doze zracenja na stabilnost
tableta Karvileksa, primenjen je model ED sa 2° nezavisno promenljivim faktorima: tip pakovanja (X1),
duZina zracenja (X,) i tip zracenja (UV i VIS) (X3). SadrZaj karvedilola i njegovih necisto¢a A, B i C (%),
nakon zracenja proizvoda Karvileksa, uzet je kao zavisno promenljiva velicina (Y1, Y2, Y31 Ya).

Na osnovu dobijenih rezultata, primenom metodologije povrSine odgovora izracunati su koeficijenti

predloZzenog modela, koji predstavljaju vezu izmedu zavisno i nezavisno promenljivih.

Matemati¢ki model prikazan je u obliku jednacina:

Y, =3.475X, — 4.375X, + 4.025X, + 0.775X, X, + 0.775X, X, + 0.5X , X, + 0.575X X, X,
Y, =-0.03X, +0.281X, —0.026 X, — 0.02X,X, —0.006 X, X, —0.016 X, X, — 0.006 X, X, X,
Y, = 0.027 X, +0.027 X, —0.003X , + 0.027 X, X, —0.003X X, —0.003X , X ; —0.003X, X , X ,
Y, = 0.016X, +0.129X, —0.015X , +0.011X, X, +0.011X, X, —0.009X, X , +0.006 X, X , X ,

Na osnovu matematickog modela i statisticke analize dobijenih podataka, primenom ANOVA testa
(Tabela 25) moze se uociti da su faktori X1, Xz i X3 vazni delovi modela (p <0,05), koji imaju znac¢ajan uticaj

na sadrZaj karvedilola i njegovih necisto¢a u ispitivanom proizvodu.

Tabela 25. Vrednosti zavisno i nezavisno promenljivih

.. F p
Promenljive df SS MS vrednost vrednost
Y (sadrzaj karvedilola)

Model 7 979 97,9 14,209 0,20
X1 1 242 24,2 36,524 0,10
X2 1 383 38,3 57,892 0,08
X3 1 324 32,4 49,000 0,09
X1Xa 1 1,2 1,2 1,816 0,41
X1X3 1 1,2 1,2 1,816 0,41
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XoX3 1 0,0 0,0 0,047 0,86
X1XoX3 1 0,7 0,7 1 0,50
GreSka 1 0,7 0,7 - -
Y, (sadrzaj neéistoée A)
Model 7 0,2 0,2 14,471 0,03
X1 1 0 0 27,677 0,12
X2 1 0,2 0,2 23,84 0,01
X3 1 0 0 20,055 0,14
X1 X2 1 0 0 12,403 0,18
X1X3 1 0 0 1 0,5
XoX3 1 0 0 7,503 0,22
X1XoX3 1 0 0 1 0,50
GreSka 1 0 0 - -
Y (sadrzaj necdistoée B)
Model 7 0 0 - 0,0001
X1 1 0 0 116,64 0,06
X2 1 0 0 116,64 0,06
X3 1 0 0 1 0.5
X1Xo 1 0 0 116,64 0,06
X1X3 1 0 0 1 0,5
XoX3 1 0 0 1 0,5
X1XoX3 1 0 0 1 0,5
GreSka 1 0 1 -
Y, (sadrzaj ne€istoée C)
Model 7 0 0 0 0,0001
X1 1 0 0 7,11 0,23
X2 1 0 0 458,67 0,03
X3 1 0 0 5,840 0,25
X1Xo 1 0 0 3,361 0,32
X1X3 1 0 0 3,361 0,32
XoX3 1 0 0 2,507 0,36
X1XoX3 1 0 0 1 0,50
Greska 1 0 0 - -

Uticaj faktora (koeficijenti predloZzenog modela) na sadrZaj karvedilola i njegovih necistoc¢a prikazan
je u obliku histograma (SI. 17-20).
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Pareto Chart of Effects; Variable: Y1
2**(3-0) design

5.0

1.5 2.0 25 3.0 35 4.0 45

-0.5 0.0 0.5 1.0
Effect Estimate (Absolute Value)

Slika 17. Vrednosti koeficijenata zavisno promenljivih za nezavisno promenljivu Y,

Pareto Chart of Effects; Variable: Y2
2**(3-0) design

-0.03025

-0.02575

X,
X, X, -0.02025
X, X, -0.01575
X, XX, -0.00575
X, X, -0.00575

-0.05 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35

Effect Estimate (Absolute Value)

Slika 18. Vrednosti koeficijenata zavisno promenljivih za nezavisno promenljivu Y,
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Pareto Chart of Effects; Variable: Y3
2**(3-0) design

X, X, -0.0025

X, -0.0025

X, X, -0.0025
0.000 o.c;os 0.610 0.015 0.620 0.625 0.030

Effect Estimate (Absolute Value)

Slika 19. Vrednosti koeficijenata zavisno promenljivih za nezavisno promenljivu Y3

Pareto Chart of Effects; Variable: Y4
2**(3-0) design

-0.02 0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14 0.16
Effect Estimate (Absolute Value)

Slika 20. Vrednosti koeficijenata zavisno promenljivih za nezavisno promenljivu Y,

U slucaju promene samo jedne nezavisno promenljive veli¢ine (SI. 17), zapaZa se da faktor duZina

zracenja (X;) ima dominantan uticaj na sadrzaj karvedilola. Tip pakovanja (X3) ima manji uticaj, dok talasna

duzina zracenja (Xi1) ima zanemarljiv uticaj u poredenju sa prethodnim faktorima. Na promenu sadrzaja

necistoca najveci uticaj ima duzina zracenja (Xy), a potom tip pakovanja (Xy).
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Najvec¢a promena sadrZzaja karvedilola i njegovih necistoca uocena je pri istovremenoj promeni
talasne duZine i duZine zracenja (X1Xz) (SI. 18-20). Kombinacija faktora X;X,Xs nije pokazala uticaj na

promenu sadrzaja necistoce B i C (odsustvo kolone na histogramu).

Veza izmedu zavisno i nezavisno promenljivih faktora prikazana je pomocu konturnih dijagrama (SI.
21-24). Ovi dijagrami su pogodni za ilustraciju uticaja nezavisno promenljivih faktora na promenu sadrzaja

karvedilola i njegovih necisto¢a u ozrac¢enim uzorcima Karvileksa.
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Slika 22. Sadrzaj necistoce A u crvenom blisteru (levo) i plasticnom kontejneru (desno)
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Slika 23. Sadrzaj necistoce B u crvenom blisteru (levo) i plasticnom kontejneru (desno)
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Slika 24. Sadrzaj necisto¢e C u crvenom blisteru (levo) i plasticnom kontejneru (desno)

Primenom oba tipa pakovanja, u opsegu talasnih duzina od 400 do 550 nm (SI. 21) proizvod
Karvileks je relativno fotostabilan, s obzirom da je sadrzaj karvedilola u oba ozracena uzorka vec¢i od 90% (u
skladu sa ICH regulativom). Za crveni blister sadrZaj karvedilola je u opsegu od 92 do 95%, dok je u slu¢aju
primene plasticnog kontejnera, pri istoj vrednosti nezavisno promenljive X;, sadrzaj nesto veci (od 96,56 do
99%).

Pri promeni faktora X; u opsegu od 250 do 400 nm, sadrZaj karvedilola je od 87 do 92% za crveni

blister, a nesto vec¢i (od 92,5 do 95,75%) u slu¢aju primene plasti¢nog neprovidnog kontejnera.

Dobijeni rezultati pokazuju da Karvileks pokazuje bolju stabilnost u slu¢aju primene VIS zracenja u

poredenju sa UV zracenjem.

Sa konturnih dijagrama se takode moZze uociti da ja proizvod relativno foto stabilan u periodu od 7
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dana primenom crvenog blistera ili 13 dana primenom plasti¢nog kontejnera, u slu¢aju primene VIS zracenja

(400 do 550 nm). Takode, potvrdeno je da i tip pakovanja ima znacajan uticaj na stabilnost Karvileksa.

Sa konturnih dijagrama na kojima je prikazana promena sadrzaja necisto¢a A, B i C (Sl. 22-24),
uocava se da je pri svim ispitivanim slu¢ajevima njihov sadrzaj manji od 0,1%. Takode, kao i u slucaju
primene statisticke analize (ANOVA test), potvrdeno je da na promenu njihovog sadrZaja duzina zracenja,

kao i tip pakovanja imaju najveci uticaj.

Nakon 3 dana zracenja uopsegu od 480 do 550 nm, primenom crvenog blistera, sadrzaj necistoce A bio
je manji od 0,1%. Dok primenom plasticnog kontejnera, sadrzaj necistoce A ostaje manji od 0,1% u nesto

Sirem opsegu talasnih duzina (od 425 do 550 nm) i pri duzem vremenu zracenja (6 dana).

Primenom crvenog blistera, pri duZini zracenja od 9 dana u opsegu talasnih duzina od 250 do 550 nm,
sadrzaj necistoce C je manji od 0,1%, dok u slu¢aju primene plasticnog kontejnera sadrzaj ostaje manji od

0,1% do 9 dana zracenja.

U svim ispitivanim slucajevima sadrzaj necistoce B bio je manji od 0,1%. Dobijene niske vrednosti

ukazuju na visoku fotostabilnost ove necistoce.
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U doktorskoj disertaciji "*Optimizacija formulacije i stabilnost tableta Karvedilola™ optimizovana
je formulacija Karvileks tableta 12,5 mg proizvodaca AD Zdravlje-Aktavis, Leskovac u pogledu profila
brzine rastvaranja karvedilola primenom eksperimentalnog dizajna. Validirana je modifikovana RP-HPLC
metoda i ispitana stabilnost tableta u pogledu sadrzaja aktivne supstance, identifikacije i odredivanja

degradacionih proizvoda i kinetika procesa rastvaranja karvedilola.

Dobijeni su slede¢i rezultati:

- Eksperimentalni dizajn je uspeSno primenjen u cilju dobijanja Zeljene formulacije u pogledu zahteva za
brzinom rastvaranja aktivne supstance kao i u cilju odabira najadekvatnije primarne ambalaZe za ¢uvanje

leka.

- Optimizovana je formulacija Karvileksa u pogledu profila brzine rastvaranja karvedilola primenom 2°
punog faktorijalnog dizajna. Primenjeni eksperimentalni dizajn pokazao je znacajan uticaj tri izabrana
nezavisna faktora (kolicina sredstva za vezivanje-PVP K-30, koli¢ina sredstva za raspadanje-krospovidon

i sila komprimovanja) na zavisno promenljivu veli¢inu (% oslobodenog karvedilola).

- Efekti ovih uticaja interpretirani su statisticki i graficki. Statististicka analiza pokazala je uticaj svakog
faktora, kao i medusobnog odnosa ovih faktora na odgovore sistema. Ovi uticaji opisani su

odgovaraju¢im matematickim jednacinama.

- U slucaju promene samo jedne zavisno promenljive, primenom ANOVA testa, utvrdeno je da
dominantan uticaj na brzinu rastvaranja karvedilola u preparatu ima ¢vrstina tableta (X3)-niZi nivo
¢vrstine tableta daje bolji profil rastvaranja. Faktor sadrZaj sredstva za vezivanje (X1) ima manji uticaj,
dok faktor sadrzaj sredstva za raspadanje, % (X) ima zanemarljiv/nema znac¢ajan uticaj u poredenju sa

prethodno razmatranim faktorima.

- Primenom validirane UV spektrofotometrijske metode odreden je profil rastvaranja karvedilola iz

formulacija Karvileksa, razlicitih sastava (F1-F8).

- Kaoriste¢i rezultate testa rastvaranja, i faktore sli¢nosti, uporedeni su profili optimalne formulacije (F3) i
proizvoda originatora (Dilatrend tablete). Pokazana je ekvivalentnost izmedu ovih ispitivanih uzoraka u

pogledu profila oslobadanja karvedilola.
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Kinetika testa rastvaranja analizirana je pomocéu odgovaraju¢ih matematickih modela, koji su
interpretirani u obliku matematickih jednacina. Uz primenu odgovarajuc¢ih jednacina i statistickom
analizom odredene su odgovarajuce konstante karakteristi¢ne za date modele i koeficijenti korelacije ().
Analizom podataka utvrdeno je da Korsmeyer—Peppas—ov model najbolje opisuje kinetiku rastvaranja

karvedilola iz tableta Karvileksa.

U cilju ispitivanja hemijske stabilnosti optimizovana formulacija Karvileks tableta cuvana je 6 meseci
pod uslovima ubrzanog starenja (45°C i 75% RH). Odredene vrednosti fizicko hemijskih osobina
formulacije, koje su u granicama propisane farmakopejom, ukazuju da se formulacija moze u potpunosti

smatrati stabilnom nakon ¢uvanja pod ubrzanim uslovima starenja tableta.

U skladu sa ICH Q2B regulativom validirana je modifikovana “stability indicating” RP-HPLC metoda za
odredivanje sadrzaja karvedilola u Karvileks tabletama. PredloZzena RP-HPLC metoda je selektivna,
tacna, osetljiva i reproduktivna, pa se moze primeniti za istovremenu identifikaciju i kvantifikaciju
analizirane komponente u ispitivanim uzorcima preparata Karvileksa, dobijenih primenom razlic¢itih doza
UV i VIS zracenja. Metoda je pogodna za odredivanje koncentracije karvedilola u opsegu koncentracija
od 0,006 do 0,125 mg cm™, uz mikrogramsku osetljivost i adekvatnu tagnost i preciznost (RSD < 1%).
Takode, metoda se pokazala uspeSnom za pracenje uticaja primarne i sekundarne ambalaze na

fotostabilnost Karvileksa.

Ispitana je fotostabilnost leka u skladu sa ICH smernicom Q1B pri ekstremnim uslovima zra¢enja u cilju
ispitivanja kinetike degradacije. Dobijeni rezultati pokazuju da je u originalnom pakovanju lek stabilan i
pri jacini zratenja (za UV 1000 W sati/m%; za VIS 6 miliona lux sati) vec¢oj od propisane ICH smernicom.

Nakon podvrgavanja uzorka preparata Karvileksa dejstvu UV i VIS zracima, identifikovano je prisustvo
farmakopejskih necistoca A, B i C. U svim ispitivanim slu¢ajevima prisustvo necistoce B identifikovano
je samo ozracivanjem uzorka VIS zracima druge i trece doze.

Smanjenje sadrzaja karvedilola i povecéanje sadrzaja necistoca vece je primenom UV zracenja u odnosu

na dejstvo VIS zracenja.

Najmanje smanjenje sadrzaja karvedilola i poveéanje sadrzaja necistoc¢a, potvrdeno je u sluc¢aju kada je

preparat u plasticnom neprovidnom kontejneru.
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Primenom modela Kkinetike reakcije fotodegradacije, nadeno je da se fotodegradacija preparata

Karvileksa, upakovan u razli¢itoj primarnoj ambalazi, pokorava modelu kinetike nultog reda.

Na osnovu izracunatih vrednosti vremena poluzivota (ti,) i roka trajanja (tyo) zapaza se da je preparat
vrednosti ty; i teo, izracunatih za slu¢aj primene plasticnog neprovidnog kontejnera, ukazuju na najmanju
foto osetljivost Karvileksa. Navedene ¢injenice pokazuju da je najadekvatnija primarna ambalaZa, za
pakovanje Karvileksa, plastican neprovidan kontejner. U tom slucaju preparat je relativno fotostabilan, a
primenom ovog tipa primarne ambalaze obezbeduje se odgovarajuca zastita preparata od dejstva sunceve

svetlosti i mogucnosti pojave fotodegradacije.

Ispitivanjem uticaja tipa primarnog pakovanja na kinetiku brzine rastvaranja karvedilola iz Karvileksa,
potvrdeno je da je profil oslobadanja karvedilola iz ozracenih tableta Karvileksa, nasao najbolje slaganje
sa Korsmayer-Peppas-ovim modelom. Isti model profila oslobadanja karvedilola iz tableta potvrden je i
prilikom ispitivanja uticaja sekundarne ambalaZze na fotostabilnost Karvileksa. To ukazuje na ¢injenicu da

se profil oslobadanja karvedilola ne menja nakon izlaganja Karvileksa ekstremnim uslovima zracenja.

Na osnovu izracunatih vrednosti koeficijenta korelacije moze se zakljuciti da se fotodegradacija preparata
Karvileksa u sekundarnoj ambalazi, pokorava modelu kinetike nultog reda.

Nize vrednosti konstante brzine ko i ki dobijene primenom VIS zracenja ukazuju da se reakcija

fotodegradacije Karvileksa u sekundarnoj ambalazi odvija sporije u poredenju sa dejstvom UV zracenja.

Primenom ED nadeno je da najveci uticaj na promenu sadrzaja karvedilola i njegovih necisto¢a ima
faktor duzina zracenja. Takode, statistickom analizom potvrdeno je da je najveca promena sadrzaja pri
istovremenoj promeni talasne duZine i duzine zracenja (X1X;). Metodologijom ED pokazalo se da je

plasti¢an neprovidan kontejner najadekvatnija primarna ambalaZza za pakovanje proizvoda Karvileksa.
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6. ABSTRACT



In the doctoral dissertation ""Formulation optimization and stability of Carvedilol tablets™, the

formulation of Karvileks tablets 12,5 mg, products by AD Zdravlje-Actavis, Leskovac was optimized in

terms of carvedilol dissolution profile by means of experimental design. A modified RP-HPLC method was

validated and stability of tablets was investigated for assay, identification and determination of degradation

products and carvedilol dissolution kinetics as well.

The following results were obtained:

Experimental design was successfuly applied in order to get desirable formulation with appropriate

dissolution profile and in order to choose the most adequate primary packaging for drug storage.

Karvileks drug formulation was optimized in terms of carvedilol dissolution profile by means of 23 full
factorial design. Used experimental design showed significant influence of three independent variables
(binder content — PVP K30, desintegrant content — crospovidone and main compression force) on the

percentage of carvedilol dissolved as dependent variable.

Effects of these influences were interpreted statistically and graphically. Statistic analysis showed the
influence of each factors, as well as the interaction of these factors on the system responses. These effects
were demonstrated by appropriate mathematical equations.

In the case of changing only one independed variables by means of ANOVA test, it was shown that the
most significant factor for carvedilol dissolution kinetics was tablets hardness (X3). The lower level of
this variable gives better dissolution profile. The content of binder (X;) has less influence, while the

desintegrant content, % (X5), has no significant impact compared with the previous considered factors.

By appliance of validated UV spectrophotometric method, carvedilol dissolution profile for different

Karvileks formulations (F1-F8) was determined.

Using dissolution data and similarity factors, dissolution profiles of optimal formulations (F3) and
originator product (Dilatrend tablets) were compared. Equivalence regarding to carvedilol dissolution

profile between these examinated tablets was approved.

Kinetics of the dissolution tests was analysed by appropriate mathematically models and interpreted in

the form of mathematical equations. Adequate dissolution constants correlation coefficients (R?) were
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determined by using appropriate equations and statistical analysis. By data analysis, it was shown that
Korsmeyer—Peppas model describes in the best way kinetics of the carvedilol dissolution from Karvileks
tablets.

In order to investigate chemical stability, the optimized Karvileks tablets formulation was kept for 6
months under accelerated conditions (45°C and 75% RH). Results for physico chemical properties were
in limits defined by Pharmacopeia and shown that optimized formulation are fully considered stable after

keeping under accelerated conditions.

In accordance with ICH Q2B regulations, the modified “stability indicating’> RP-HPLC method for the
assay determination of carvedilol in Karvileks tablets was validated. Suggested method is selective,
accuracy, reproductive and can be used for simultaneous identification and qualification of analysed
component in tested samples of Karvileks obtained by applying of different doses of UV and VIS
radiation. Method is suitable for determination of carvedilol concentration in the range of 0.006 do 0.125
mg cm™ with microgram sensibility and adequate accuracy and precision (RSD < 1%). Method was also
successfuly applied for assessment of the influence of primary and secondary packaging on Karvileks
photostability.

In accordance with ICH guideline Q1B on the extreme condition of radiation, the photostability of drug
was tested in the purpose to investigate kinetics of degradation. The obtained results showed that the drug
was stable in the original packaging even if the radiation was higher then it is prescribed by ICH guidline
(for UV 1000 W h/m?; for VIS 6 milion lux h).

After exposing the samples of Karvileks to UV and VIS rays, it was identified the presence of Ph.
impurities A, B and C. In all tested cases, the presence of impurity B was identified only by VIS radiation
for the second and third rays doses.

Decreasing of carvedilol assay and increasing of impurities assay is bigger using of UV radiation
compared with the effects of VIS radiation.

The lowest decreasing of carvedilol assay and increasing of impurities was confirmed in the case when

the tablets were in the opaque container.

Using of photodegradation reaction kinetics model, it was confirmed that photodegradation of Karvileks
packed in different primary packaging corresponds to zero-order kinetics model.
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Based on calculated values of half shelf-life (ti2) and shelf-life (tg), it was noted that the Karvileks was
the most sensitive to the effects of radiation in the case of white blister application, as primary packaging.
High values of t;, and tg obtained for plastic opaque containers, shows the lowest photosensitivity of
Karvileks. These considered facts shows that the most appropriate primary packaging for Karvileks is
opaque container. Usage of this type of primary packaging provides adequate protection from the effects
of sunlight and the possibility of degradation.

Investigation the imact of primary packaging on the carvedilol dissolution kinetics in Karvileks, it was
shown that Korsmeyer—Peppas model describes in the best way carvedilol dissolution profile for the
radiated Karvileks tablets. The same carvedilol dissolution profile model was confirmed for the influence
of secondary packaging on Karvileks photostability. It indicates on the fact that carvedilol dissolution

profile was not changed after exposing to extreme codition of radiation.

Based on calculated values of correlation coefficients, it can be concluded that photodegradation of

Karvileks tablets in the secondary packaging corresponds to zero order kinetics model.

Lower values for constant rates, ko, obtained using of VIS radiation indicate that photodegradation

reaction of Karvileks in secondary packaging is slower compared with the effects of UV radiation.

By means of ED, it was shown that radiation exposed time is the most significant factor on the change of
carvedilol and impurities content. Also, the statistical analysis showed that the significant interaction was
between wavelength and radiation exposed time on carvedilol content. Usage of ED methodology

showed that the most appropriate primary packaging for Karvileks tablets is the opaque plastic container.
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